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INTRODUCCION
GENERALIDADES

Salmonella recibe su nombre en homenaje al anatomopatSlogo Daniel Salmén
que fue el primero en aislar Salmonella scholerasuis del intestino de cerdo. Esta se
encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, incluyendo el tracto gastrointestinal
de mamiferos domésticos, silvestres, reptiles, aves e insectos. Algunos ser6tipos como
Salmonella typhi, Salmonella paratyphi y Salmonella sendai se encuentran muy bien
adaptadas al ser humano y no poseen otro huésped natural conocido *°.
Resefia histérica

Antes del comienzo del siglo XIX habia una confusion entre el tifus y la fiebre
tifoidea. En 1850 William Jenner establecio las diferencias entre ambas distinguiendo a
1a fiebre tifoidea por el hallazgo histopatolégico de un aumento de tamatfio de las placas
de Peyer y los ganglios linfiticos mesentéricos. En 1873 Budd demostrS que la fiebre
tifoidea podfa ser transmitida por los alimentos, el agua y el fomite. El bacilo
responsable de la Fiebre Tifoidea fue aislado en Alemania por Gaffkey, del bazo de
pacientes infectados en 1884. En 1896 Pfeifer y Kalle elaboraron la primera vacuna
contra la fiebre tifoidea con microorganismos muertos. La clasificacién antigénica de
Salmonella es el resultado de muchos afios de estudio de las interacciones de antigenos
de superficie bactenianos con anticuerpos, realizados por Kauffman y White entre 1920

y 1940%

Clasificacién y taxonomfa

La clasificacién del género Salmonella ha sido recientememte modificada
basandose en estudios de electroforesis de enzimas multilocus y analisis de secuencia de
nucledtidos, distinguiéndose solo dos especies: Salm(;nella bongori y Salmonella

enterica. Salmonella enterica se divide en subespecies designadas por los nimeros



romanos [, II, Iila, IfIb, IV y V. Salmonella enterica subespecie [ es principalmente
aislada de animales de sangre caliente y corresponde al 99% de los aislados clinicos.
Cada subespecie, a su vez, estd subdividida en serotipos o serovares, de acuerdo al tipo
de antigeno flagelar H, o somidtico O. El antigeno H esta conformado por la proteina
més abundante del flagelo, que es la estructura que permite el movimiento. El antigeno
O esta conformado por una cadena repetida de polisacaridos, que forma parte; del
lipopohisacdrido (LPS), que se ancla y sobresale de la membrana externa y que actia
como una barrera de proteccién a agentes externos ® Se han descrito més de 2,375

serovares de Salmonella.

Microbiologia

Salmonella son bacilos Gram negativos, no formadores de esporas y anaerobios
facultativos que miden 2-3 x 0.4-0.6 pm, al igual que otras enterobacterias, producen
4cidos por fermentacién de la glucosa, reducen nitritos y no producen citocromo
oxidasa. Todos estos microorganismos a excepcion de Salmonella gallinarum-pullorum
son méviles y poseen flagelos peritricos .

Salmonella enterica sexovar Typhi (Salmonella typhi) es una bacteria anaerobia
facultativa, pertenece al serotipo 9, 12 con base a el aziicar repetida en su antigeno O. El
antigeno flagelar “ d ” es el méas preponderante, ademéis tienen en su exterior una
cipsula de polisacaridos denominada Vi (por antigeno de virulencia). Estos bacilos no
producen esporas y la mayoria de las cepas son méviles debido a que poseen flagelos

peritricos ¥.



Epidemiologia _

La fiebre tifoidea todavia representa un problema sanitario global de magnitud
considerable, dado que se estima que afecta de 12 a 33 miliones de personas por aﬁo en
todo el mundo, esta enfermedad es endémica en muchas regiones geograficas, en vias
de desarrollo, como el subcontinente Indio, América central, Sudamérica y Africa '®.
En México la Direccién General de Epidemiologia de la Secretaria de Salud report6
20,239 casos de fiebre tifoidea durante el 2003, lo cual muestra una imcidencia ain

importante en nuestro pais .



ANTECEDENTES
INTERACCION ENTRE EL TRACTO GASTROINTESTINAL DEL HUESPED
Y EL PATOGENO

Salmonella ingerida con el agua o comida contaminada debe atravesar la barrera
4cida del estomago, que representa la primera linea de defensa contra la infeccion
entérica ®. Si bien Salmonella no sobrevive en presencia de un pH gistrico normal
(<1.5), estos microorganismos se adaptan sin problemas a un pH de 4 o mayor y
dmarrollaﬁ una respuesta de tolerancia dcida adaptatoriﬁ que permite la supervivencia a
un pH menor 26,29

Posteriormente atraviesa la capa de moco intestinal que recubre el epitelio del
intestino delgado y de esta manera Salmor_lella interactia con los enterocitos y células M
de las placas de Peyer preferentemente las del ileo *. Safmonella invade las células
epiteliales mediante un proceso conocido como endocitosis mediada por la bacteria. La
bacteria es transportada en el interior de vacuolas limitadas por membrana, desde la
superficie apical a la basolateral de las células epiteliales (trancitosis) .

El mecanismo por ¢l cual Salmonella typhi entra en ¢l eaterocito es complejo e
implica adhesinas, asi como componentes bacterianos intracelulares, que modifican el
citoesqueleto de las células del hospedero y su organizacion vacuolar. Este proceso es
iniciado cuando adhesinas y otros componentes de sefialamiento intracelular son
transportados hacia las células del huésped por la bacteria, via el aparato de secrecion
tipo LI, el cual es estimulado por el contacto entre la bacteria y Ia célula epitelial >*.

_ Se ha reportado que ¢ regulador de conductancia transmembranal de fibrosis
' quistica (CFRT) funciona como receptor para Salmonella typhi a nivel de la mucosa
intestinal. Las adhesinas de la bacteria que interactian con este receptor estin

localizadas en el Pili tipo [V * y en el “core externo” del LPS de la bacteria *.



Se ha encontrado una relacién directa entre la expresién o disponibilidad de
CFRT sobre la superficie epitelial y la eficacia con la cual Salmonella yphi es
translocada a la submucosa intestinal de ratén, sugiriendo que cambios en la expresién o
disponibilidad de CFRT durante la infeccién, podrian influenciar el curso de la
infeccion. Se ha demostrado la presencia de CFRT en el citoplasma de las células
epiteliales intestinales y Salmonella typhi produce factores capaces de redistribuir la
expresion de estas proteinas preformadas desde el citoplasma a la membrana plasmaética
de células epiteliales *'.

En el humano se ha encontrado que células de carcinoma de colén T84, las
cuales expresan CFRT silvestre internalizan mas Salmonella typhi en comparacién a
células isogénicas que expresan la mutacion mas comiin del CFRT, una delecién de
fenilalanina en el residuo 508 (A F508) . Por lo tanto un inhibidor competitivo
especifico para CFRT o las adhesinas de la bacteria (LPS, Pili tipo IV) podria reducir la
entrada de la bacteria a las células epiteliales *®'.

Numerosos &étores bacterianos revisten importancia en la patogenia de
Salmonella. Muchos de los genes determinantes de la virulencia de Salmonella
typhimurium se localizan en las “islas de patogénicidad” de Salmonella designados con
los nombres SPI-1, SPI-2 SPI-3 SPI4 y SPI-5.

La regién SPI -1 codifica genes bacterianos importantes para la induccién de
macropinocitosis por las células epiteliales, por lo tanto, podrian ser nnpomnles para
lo.s procesos patogénicos en la superficie de la mucosa, incluida la gastroenteritis. La
region SPI -2 esta involucrada en la supervivencia en el interior de los macréfagos y en
1a patogenia sistémica. Las regiones SPI-1 y SPI-2 se encuentran conservadas en parte

en una amplia variedad de serovares virulentos de Sa/monella, lo que sugiere que puede



ser importante en la patogenia de la infeccién por otros serovares, aparte de Salmonella
typhimurium .

La isla de patogenicidad SPI-1 es una region de 40 kb que alberga alrededor de
25 genes, los cuales codifican un sistema de secrecion de proteinas tipo I (TTSS), el
cual distribuye proteinas bacterianas desde el citosol de la bacteria hasta las células del
huésped, ademas de secretar varias proteinas efectoras cuya finalidad es inducir cambios
dentro de las células del huésped ™.

El fenotipo adherente e invasivo de Salmonella enterica es activado bajo
condiciones similares a las encontradas en el intestino humano (alta osmolaridad y baja
tension de oxigeno).

Investigaciones recientes han demostrado que en adicién a la presencia de los
genes que regulan la entrada de la bacteria a células eucanidticas, los factores
ambientales también podrian jugar un papel importante en la regulacién de la misma.
Los patdégenos entéricos experimentan varios cambios ambientales cuando entran al
huésped por la via oral, por ejemplo el pH bajo, incremento de la temperatura, baja
tensién de oxigeno, alta osmolaridad y privacion de nutrientes. Por lo que la respuesta
de la bacteria a estos cambios ambientales, modula la expresion de diferentes genes 6.

Un estudio de Carmen Tartera y col ™ provee evidencias para sefialar que tanto
la osmolandad como la fase de crecimiento de cultivos crecidos en medios de baja
osmolaridad, aumenta la adherencia e invasividad de Sa/monella typhi sobre células
epiteliales intestinales. Sus resultados demuestran que Salmonella typhi es menos
invasiva cuando el cultivo entra en fase estacionaria, esto debido a wm decremento
paralelo en el ntmero de bacterias capaces de adherirse a la monocapa epitelial. Asf

mismo la bacteria crecida en condiciones de alta osmolaridad son mé4s invasivas. As{ un



medio de alta osmolaridad es requerido durante la fase logaritmica tardia de crecimiento
bacteriano para la induccién del fenotipo invasivo.

Otros investigadores han demostrado también que la anaerobiosis afecta la
habilidad de diferentes especies de Salmonella para ihvadir células eucaritticas. Estos
estudios mostraron que las bacterias crecidas en bajas tensiones de oxigeno son mas
invasivas que las bacterias crecidas en cultivos aerébicos 2 .

Estos estudios sugieren que cuando Sa/monella typhi es ingerida con el agua o
comida contaminada debe experimentar cambios en la expresion genética antes de su
adaptacion fisiologica para una 6ptima adherencia e invasividad. Adicionalmente, la
maxima expresion de los factores requeridos para adherencia ¢ invasion fue a 676
mosmol (300 mM), sugiriendo que la osmolaridad encontrada en el ileo distal es
apropiada para que Sa/monella typhi exprese su fenotipo invasivo.

Los mecanismos responsables para la virulencia de Salmonella typhi son
diferentes a otros serovares de Salmonella porque Salmonella typhi produce
polisacarido Vi, el cual es un importante determinante de la virulencia durante la
infeccién *. El antigeno Vi de Salmonella typhi es un factor importante para la
supervivencia y maltiplicacion de la bacteria dentro de los macréfagos. Asi, cuando
Salmonella typhi expresa el antigeno Vi y entra a los macrofagos, la produccion de
factor de necrosis tumoral oo (TNF-at) no es estimulada. Sin embargo, el antigeno Vi es
un factor adverso para la invasion de la bacteria a mucosa intestinal ya que se ha
demostrado que cepas de Salmonella typhi que no expresan el antigeno Vi son mas
invasivas que las que lo expresan *'.

Varios estudios han demostrado que la expresion del antigeno Vi por la bacteria
esta regulada por la osmolaridad del medio, Licheng Zhao y col * encontraron que la

expresion del antigeno Vi en la cepa silvestre de Salmonella typhi GIFU 10007



disminuy6 cuando la bacteria se crecié en medio de cultivo Luria Bertani adicionado
con altas concentraciones de NaCl (300 a 400 mM) y el antigeno O9 (LPS) quedo
expuesto a esta concentracién. Por el contrario cuando la concentracién de NaCl
disminuye, la expresién del antigeno Vi aumenta y la aglutinacion con O9 es apenas
detectable. Estos mismos autores reportan que en la bacteria crecida a alta osmolaridad
(300mM) la secrecidn de las proteinas involucradas en la invasion (Sip C, Sip B y
Sip A) aumenta considerablemente. Las bacterias crecidas en estas condiciones fueron
altamente invasivas tanto para células epiteliales “in vitro” como para las células M de
placas de Peyer de rata.

La entrada en células epiteliales intestinales es una caracteristica esencial en la
patogénesis de Salmonella typhi agente causal de la fiebre tifoidea en humanos. Este
proceso requiere motilidad intacta y secrecion de protefnas Sip, las cuales promueven la
invasi6n y son codificadas por los genes inv, spa y prg del sistema de secrecion tipo DI,

La produccién de proteinas Sip, flagelina y antigeno Vi es modulada
diferentemente por los sistemas reguladores RcsB-ResC en respuesta a cambios en la
osmolaridad, esta regulacion ocurre en ambos niveles transcripcional y post
transcripcional. Asi una alta osmolaridad disminuye la expresion del amtigeno Vi y
aumenta la expresién de flagelina y las protefnas involucradas en la invasividad. Esto
podria reflejar la respuesta adaptativa de Salmonella typhi a los cambios ambientales
encontrados durante los diferentes estadios de la patogénesis *.

La biosintesis del antigeno Vi es gobernada por un conjunto de genes en el locus
viaB y controlada por dos sistemas regulatorios, de dos componentes OmpR-EnvZ y
ResB-ResC. Ademas de un regulador positivo TviA (VipR), el cual interactia con RcsB
promoviendo una transcripcion Optima de genes implicados en la sintesis del antigeno

Vi,



La fase de crecimiento, oxigeno, osmolaridad y pH modulan la expresién del
gen hilA, identificado en la SPI-1, e cual codifica para un miembro de la familia
OmpR-ToxR el cual regula los genes invohicrados en la invasividad *.

La homologia entre los genes iagA de Salmonella typhi y hil A de Salmonella
typhimurium sogieren que la proteina IagA puede funcionar también para activar la
expresion de genes de invasion en Salmonella typhi. En adicién los dos componentes
del sistema regulatorio, PhoP-PhoQQ regulan negativamente la expresion de los genes de
invasion de Salmonella yphimurium y regulan positivamente la expresion de los genes
requeridos para la supervivencia intracelular de la bacteria dentro de macr6fagos

acidificados > 5" %,

Diseminacién de Saimonella typhi

Al entrar en contacto con las cétulas M los microorganismos sé internalizan con rapidez
y son transportados hasta el tejido linfatico submucoso, donde pueden ingresar en la
circulacion sistémica.

Una vez que han atravesado la barrera epitelial intestinal las bacterias
interactiian con rapidez sobre macrdfagos y linfocitos en placas de Peyer al igual que
con otras estructuras linfiticas localizadas en la submucosa del intestino delgado *.
El reclutamiento de nuevas células mononucleares y linfocitos pueden conducir a un
aumento de tamafio pronunciado y a una necrosis de las placas de Peyer después de
transcurridas varias semanas de infeccion.

Con el transcurso del tiempo Salmonella es incorporada por los macréfagos
tisulares de la medula Gsea, el higado, bazo y las placas de Peyer. Durante la fase de
incubacion asintomitica la mayoria de los microorganismos se localizan en el interior

de macréfagos y quizas células epiteliales. Los sintomas recién se manifiestan después



’

de la replicacion de una cantidad critica del microorganismo. Esto como consecuencia
de la secreci6n de citocinas por parte de los macréfagos el; respuesta a la infeccion
bacteriana. Salmonella posee la capacidad de inducir 1a muerte de los macrofagos y
posiblemente esta propiedad contribuya a la supervivencia de los microorganismos
después de la fagocitosis y el proceso inflamatorio asociado con ef tejido linfético 2

La interaccion Salmonella—macrofago resulta en una alteracion de la expresion
de un nimero de genes del huésped incluyendo Ja codificacion de mediadores
proinflamatorios. (Ej. INOS, quimiosinas, interleucina 1-B), receptores o moléculas de
adhesion (TNFaR, CD40, ICAM 1), ademas de otros genes involucrados en Ja muerte
celular o apoptosis ( proteasa ICE, TNFR1, fas), y otros factores de transcripcion (Egr-1

y IRF-1) “ in vitro” ¢ %,

RESPUESTA INMUNE EN LAS MUCOSAS

Dentro del sistema inmune se pueden distinguir compartimentos anatdmicamente
diferentes, los cuales estin adaptados para generar una respuesta inmune apropiada a los
patégenos presentes en un conjunto particular de tejidos del cuerpo. Uno de estos
compartimentos es el conocido como el sistema inmune de mucosas (MALT), que
comprende el tejido linfoide asociado a mucosa broncopulmonar (BALT), el tracto
gastrointestinal (GALT) y observaciones recientes describen la existencia de la
organizacién de tejido linfoide en nariz y amigdalas (NALT) **. Una caracterfstica
comiin del MALT es la existencia de sitios inductores y sitios efectores de la respuesta
inmune. Por muchos afios se considerd que el principél sitio inductor de la respuesta
inmune en el GALT eran las placas de Peyer, compuestas por foliculos linfoides
recubiertos por el epitelio asociado a foliculos linfoides (FAE), el cual contiene células

especializadas denominadas células M. Estas células presentan micropliegues en su

10



superficie apical en lugar de las microvellosidades presentes en el resto del epitelio
intestinal. Ademas, estas células no presentan gli_oocalix en su superficie ni secretan
moco por lo cual estdn adaptadas para interaccionar directamente con moléculas y
particulas presentes en el lumen intestinal *°.

Las células M internalizan moléculas y particulas del lnmen intestinal por endocitosis,
este material es transportado en el interior de las células en vesiculas hasta la membrana
basal en donde es liberado, este proceso se conoce como trancitosis. En su superficie
basal la membrana de las células M forma extméos pliegues alrededor de las células
dendriticas y linfocitos lo cual hace que el material liberado por estas células pueda ser
facilmente captado por las céhulas dendriticas y procesado para la pr&mtacibn
antigénica. En la actualidad se conoce que no solamente las placas de Peyer funcionan
como sitios inductores de la respuesta inmune en el GALT ya que se ha demostrado la
presencia de maltiples foliculos linfoides aislados a lo largo de la mucosa intestinal los
cuales también poseen células M en el epitelio y funcionan como sitios inductores de la
respuesta inmune .

Las células inmunes efectoras por el contrario, se localizan preferentemente en la
lamina propia intestinal fuera de las placas de Peyer, en donde se lleva a cabo la
diferenciacién final de las células B IgA" a células plasméticas productoras de
anticuerpos y la secrecion de la I[gA al lumen intestinal. Una gran proporcion de los
linfocitos T de la lamina propia (TCD4, TCDS8, Ty5) muestran también un feaotipo de
ctlulas de memoria o previamente activadas ya que expresan el receptor de alta afinidad
para la IL-2 (CD25) y producen citocinas. Sin embargo esta distincién funcional no es
absoluta ya que también se han demostrado algunas fimciones efectoras a nivel de las

placas de Peyer 2.

1



Los linfocitos que son activados en las placas de Peyer salen a través de los
vasos linfaticos hasta los nédulos linfaticos mesentéricos donde se piensa que residen
por un periodo de tiempo y reciben seflales adicionales de diferenciacion,
posteriormente migran a la sangre a través del conducto tordcico para localizarse
finalmenie en la lamina propia de las mucosss. Esie proceso es dirigido por
interacciones complejas entre receptores presentes en los linfocitos y sus ligandos
expresados en el endotelio vascular de los tejidos. Se sabe que la integrina of;
expresada por los linfocitos y las adhesinas vasculares de mucosas (MADCAMI)
expresada en los vasos sanguineos en la lamina propia juegan un papel importante en
este proceso. Adema4s participan en este proceso quimiosinas producidas por las células
epiteliales intestinales ™ '°.

El sistema inmune intestinal tiene la capacidad de discriminar entre los antigenos
inocuos como las proteinas de los alimentos y microorganismos comensales de la flora
normal intestinal y los microorganismos patégenos que entran al huésped por la mucosa
intestinal contra los cuales se requiere la induccién de una respuesta inmune .
Numerosos estudios han demosirado que la adminisiracion de aniigenos por via oral
pueden producir: 1. Una respuesta inmune a nivel de mucosas asociadas con la
produccion de IgA secretora, sin respuesta a nivel sistémico, 2. Respuesta inmune tanto
a nivel intestinal como sistémico con la produccién de anticuerpos séricos IgM e IgG,
3. Desarrollo de tolerancia tanto local como sistémica o la produccién de una respuesta
inmune iniestinal a.souada con lolerancia a nivel sisiémico 4.

Estudios recientes han mostrado que contrariamente a lo que se crefa, en ratones
normmales se produce una respuesta de anticuerpos IgA secretores contra los

microorganismos de la flora normal intestinal, sin producciéon de respuesta inmune a
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nivel sistémico. Este mecanismo parece ser fundamental para mantener la homeostasis a
nivel de mucosas *.

La proteccion de la superficie de las mucosas de los tractos digestivo,
respiratorio y urogenital, es en parte mediado por la IgA secretora *. Este anticuerpo
consiste en dimeros de IgA asociados con Ja cadena J que es adquirida durante el
proceso de polimerizacion en células plasméaticas y un componente secretor el cual se
produce a nivel del epitelio de la mucosa y s¢ une a IgA en el momento en que esta es
secretada, después de haber sido sintetizada por las células plasméticas en la
submucosa. El componente secretor es un derivado del receptor polimérico de
inmunoglobulinas (pIgR), que une y transporta inmunoglobulinas poliméricas a través
del epitelio glandular y mucosas.

En el humano existen dos subclases de IgA: La IgA 1 es el isétipo predominante
en suero y se¢ encuentra en forma monomérica y la IgA 2 es mas prevalente en
secreciones de mucosas, se encuentra en forma dimérica o polimérica asociada al
componente secretor y se le conoce como IgA secretora (IgAs). La principal diferencia
entre las dos subclases es que [a IgA 1 tiene en la bisagra uma regién altamente
O-glicosilada de 16 aminoacidos (a.a) localizada mtnerlos dominios Cal y Co2,
mientras que la IgA 2 tiene 3 a.a en la bisagra que no son glicosilados. Excluyendo la
bisagra, [a secuencia de aminoécidos de la [gA | ¢ [gA 2 humana se diferencia solo en
14 a.a a lo largo del polipéptido > .

Ya que Ia [gAs es la inmunogiobulina predominante a nivel del lumen intestinal,
a los anticuerpos de ésta clase se les han atribuido diferentes funciones por las cuales
puede mediar la proteccion contra diferentes patogenos. Una de las fanciones mas
estudiadas ha sido la exclusion icmune, la cual implica que Ios anticuerpos de esta clase

pueden umirse a antigenos de la superficie de diferentes patogenos, asi como a toxinas
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bacterianas y otras moléculas, impidiendo su adherencia y/o invasién a las células
epiteliales 3 Otro de los mecanismos, seria inhibiendo la motilidad de los
microorganismos y facilitando que sean atrapados en la capa de moco intestinal debido
a la unién de la pieza secretora de la IgA al moco . Alternativamente, complejos
inmunes localizados en el lado basolateral del epitelio pueden ser eliminados al lumen
intestinal debido al transporte de estos complejos inmunes mediado por PIgR. Asi
mismo, durante el transporte a través de las células epiteliales mediado por el PIgR se
ha demostrado que la IgA es capaz de intea't;ocionar con diferentes virus (virus sendai,
virus de influenza y rotavirus) bloqueando la replicacién, el ensamble y/o el
botonamiento *. Recientemente se ha descrito que durante e transporte intraepitelial de
los anticuerpos IgA secretores estos pueden interaccionar con el LPS bacteriano
presente en vacuolas endociticas inhibiendo las sefiales dadas por el LPS para inducir la
produccion de citocinas proinflaruatorias 2.

Las células M son la principal ruta a través de la cual particulas antigénicas,
macromoléculas solubles y patégenos son internalizados desde el lumen intestinal a los

‘sitios inductores del sistema inmune de las mucosas.

Existen evidencias de que las células M de animales neonatos y adultos expresan
un receptor de inmunoglobulinas IgR sobre su superficie apical que fanciona en la
unién y transporte transepitelial de anticuerpos desde las secreciones.

Roy y col ®, fueron los primeros en proponer la existencia de tal receptor,
basados en sus observaciones de que la IgA derivada de la leche matema se acumula
sobre la superficie apical de las células M de Placas de Peyer de conejos neonatales,
pero no sobre otros tipos de células epiteliales intestinales.

Mantis N. J. y col *, demostraron que la IgA con o sin componente secretor se

une selectivamente a la superficie apical de células M de placas de Peyer de ratones,
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pero no la [gG e [gM. La unién de IgA a c€lulas M no esta mediada por los receptores
tipo lectina o por otros receptores FCaR previamente descritos incluyendo el CD 89 y
¢l recientemente descubierto FCapR. Estos receptores podrian estar involucrados en el
transporte de IgA secretora y complejos inmunes desde el lumen intestinal a los sitios

inductores de la respuesta inmune.

MODELOS EXPERIMENTALES
Debido a que Salmonella typhi solo infecta al humano y no existe un modelo
experimental adecuado para la ficbre tifoidea, el estudio de la respuesta inmune contra
ésta se ha basado en los resultados obtenidos en individuos con fiebre tifoidea o la
respuesta inmune generada con cepas atenuadas de Salmonella typhi. Igualmente se ha
utilizado el modelo del ratén mfectado con Salmonella typhimurium ya que se produce
una infeccién similar a la reportada en el humano con fiebre tifoidea. Tanto los
resultados obtenidos en el humano con fiebre tifoidea como en el modelo murino
indican que la respuesta inmune humoral y celular son importantes para la proteccién
contra la bacteria. En el modelo experimental del raton infectado con Salmonella
typhimurium se ha encontrado que los linfocitos TCD4 y TCDS8 juegan un papel
| importante en la proteccion y varios estudios han mostrado la induccion de una
respuesta inmune Thil, caracterizada por la produccién de interferon gama (INFy),
IL-12 y factor de necrosis @oral alfa (TNFa), la cual se cree que juega un papel muy
importante en la activacion de macréfagos y eliminacion de la bacteria, ya que se trata
de un microorganismo intracelular facultativo **. También se ha encontrado la presencia
de linfocitos TCD8 capaces de lisar células infectadas con la bacteria, ademAis estos
linfocitos TCD8 se ha demostrado que producen citocinas tipo Thl. Los estudios

realizados en humanos con fiebre tifoidea o vacunados con cepas atenuadas, han
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demostrado también la presencia de linfocitos TCD4 especificos a componentes
bacterianos (flagelina, porina) y la mayoria de éstos individuos producen
preferentemente citocinas Thl, ademas se ha comprobado que varias proteinas son
capaces de inducir la produccion de citocinas proinflamatorias por varios tipos de
céhilas (monocitos, macrofagos, células epiteliales intestinales y células NK) 7. Otros
estudios han demostrado que la respuesta inmune humoral también juega un papel
importante en la proteccién, especialmente en los tiempos tempranos de la infeccién.
Los ratones infectados con Salmonelia producen anticuerpos séricos contra una gran
cantidad de antigenos bacterianos incluyendo LPS, flagelos, fimbrias, porinas y otras
proteinas bacterianas como proteinas de membrana externa, lipoprotefnas, proteinas de
choque térmico y proteinas del flagelo *'. Sin embargo, la contribucién a la proteccion
por los anticuerpos dirigidos contra estos componentes no esta completamente clara. El
papel protector del antigeno Vi ha sido también estudiado en el modelo murino
utilizando una cepa recombinante de Saimonella typhimurium que expresa el
polisacéirido capsular Vi, la inmunizacién de ratones con esta cepa en el cojinete plantar
indujo proteccién contra el desafio intraperitoneal con una cepa virulenta de Salmonelia
typhi. Las proteinas de membrana externa de Salmonella typhi inclayendo porinas,
también inducen proteccion en este modelo . Tanto en el modelo murino como en
individuos con fiebre tifoidea o inmunizados con vacunas orales, se ha demostrado la
presencia de anticuerpos IgA secretores dirigidos oontr;l el LPS bacteriano. Estudios
realizados “in vitro” han comprobado que anticuerpos IgA anti LPS son capaces de
inhibir 1a adherencia e invasividad de Salmonella a células epiteliales intestinales **. En
¢l modeloe murino se ha demoslm;io que la moculacién de hibridomas de células B que
producen un anticuerpo IgA anti-LPS confiere cierta proteccion a la infeccién oral de

los ratones, probablemente inhibiendo la adherencia a células epiteliales y células M
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intestinales >’. En ¢l humano se ha demostrado también la presencia de anticuerpos
especificos contra varios componentes de Salmonella typhi, por e¢jemplo anticuerpos
séricos 1gG contra LPS, antigenos flagelares, porinas, proteinas de membrana externa,
etc *2. También se ha demostrado la presencia de anticuerpos IgA secretores dirigidos
contra el LPS. Los acarreadores crénicos, muestran altos titulos de anticnerpos contra el
antigeno Vi, mientras que solo el 20% de pacientes con fiebre tifoidea aguda tiene
anticuerpos anti Vi. Recientemente se ha demostrado que la vacunacién ocon antigeno Vi

purificado induce proteccién contra la fiebre tifoidea .

VACUNAS

El avance en ensayos clinicos de vacunas candidatas necesitan ser evaluadas pre-
clinicamente en modelos animales relevantes que intenten pronosticar su perfil
inmunolégico y su seguridad antes de ser administradas al humano %,

Actualmente las vacunas disponibles contra Salmonella typhi pueden ser
divididas en tres grupos:

) Vacunas con bacterias muertas. Consisten en la
mactivacion de la bacteria con calor o acetona y es administrada
parenteralmente. En humanos estas vacunas provocan una buena
respuesta inmune humoral y confieren un grado moderado de proteccion
al individuo ¥, sin m, estas vacunas son muy reactogénicas e
inducen una pobre inmunidad celular ', por lo cual est4n en desuso.

(i) Vacunas a partir de subonidades. Estas vacunas estan
basadas en el polisacirido Vi de Salmonella typhi, son seguras,
inniwvogénicasyactualmente aprobadas para su uso humano, las vacunas

con antigeno Vi confieren entre 55 y 75% de proteccion contra la fiebre
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tifoidea en 4reas endémicas '. Sin embargo, tienen el inconveniente que
inducen una pobre memoria inmunol6gica ya que la respuesta inducida
es timo independiente y no inducen una buena respuesta en nifios
pequeflos. Ademé#s, se han reportado casos de epidemias de ficbre
tifoidea con cepas de Salmonella typhi que no expresan el antigeno Vi.
Estan a nivel experimental vacunas de antigeno Vi acoplado a diferentes
proteinas lo cual aumenta la inmunogenicidad y capacidad de
proteccion®’.  Aunque to&avia no estd claro que amtigenos son
responsables para la proteccién contra Salmonella;, niveles bajos de
resistencia contra Salmonella pueden ser inducidos por la administracion
de flagelos, porinas o fracciones de polisacarido en ¢l modelo murino,
varias de estas vacunas estan en diferentes fases experimentales para
poder ser utilizadas en el humano.

(i) Vacunas Atenuadas La disponibilidad del genoma
completo de Salmonella typhi y Salmonella typhimurium junto con
" métodos avanzados para identificar los genes de virulencia expresados in
vivo, son herramientas itiles para la generacién de mutantes atenuadas

de Salmonella como candidatos a potenciales vacunas *°.

Estan en estudio una gran variedad de cepas atenuadas de Salmonella typhi que

pudieran ser mis inmunogénicas, de tal manera que sea suficiente una o dos dosis para

inducir una buena rdspuﬁta inmunolégica. Las principales cepas atenuadas que se

encuentran en fase experimental son: X3927, CVD905, CVD906, CVD908, Ty800,

X40073, CVD909 . Ademés las cepas atenuadas de Salmonella son particularmente

atractivas como vectores vivos potenciales que expresen antigenos de patégenos no

relacionados, debido a que pueden ser administradas via mucosas y se ha demostrado
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que pueden inducir tanto rospums.humoralm como celulares. Estas cepas atenuadas
de Salmonella typhi se ha demostrado que causan solamente una infeccién local a nivel
intestinal y no se detectan a nivel sistémico, sin embargo son capaces de inducir una
respuesta inmune de anticuerpos séricos y se pueden detectar linfocitos TCD4 y TCD8
especificos contra componentes de la bacteria en sangre periférica. Estos linfocitos
expresan en sn superficie integrinas caracteristicas para su alojamiento en mucosas
(04B7) .

Aunque como ya se mencioné anteriormente Salmonella typhi no causa una
enfermedad sistémica en el raton, varios estudios han demostrado que Salmonella typhi
es capaz de invadir la mucosa intestinal murina e inducir una respuesta inmune cuando
se administra por via oral. Por lo tanto pensamos que este modelo puede ser de utilidad
para analizar e efecto de anticuerpos de reaccion cruzada sobre la invasividad y la

inmunogenicidad de Salmonella typhi cuando se administra por via oral.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existe un gran interés en desarrollar cepas atenuadas de Salmonella enterica
serovar Typhi (Salmonella typhi) que puedan conferir una mejor proteccién no sélo
contra el microorganismo homélogo, sino que puedan ser utilizadas como vectores
vivos capaces de expresar antigenos heter6logos de otros patogenos y puedan ser
utilizadas como vacunas multivalentes administradas via mucosas. Sin embargo existen
datos contradictorios acerca de las caracteristicas de las cepas atenuadas de Salmonella
necesarias para inducir una buena respuesta inmunolégica cuando se administran a nivel
de mucosas. Algunos autores sugieren que se requiere una buena colonizacién a nivel
del GALT para ello ' ™ mientras que otros autores sugieren que la viabilidad y
persistencia de Sa/monella no son necesarias y €l punto critico es la cantidad inicial de
antigenos que estimulen o tejido linfoide asociado a mucosas y no la persistencia de la
cepa ‘2. Existen también datos contradictorios acerca de coémo puede afectar la
existencia de una inmunidad pre-existente contra Salmonella, 1a respuesta inmune
inducida por la vacunacién con cepas atenuadas de la bacteria. Se ha reportado que
existe una correlacion inversa entre los titulos pre-existentes de anticuerpos IgA de
reaccion cruzada contra el LPS de Salmonella typhi y 1a capacidad de fa vacuna oral
Ty21a de inducir la produccién de anticuerpos a nivel intestinal »*. Sin embargo,
Ferguson y col u reportaron que una buena respuesta inmune intestinal a la vacuna
Ty21la fue solo evidente en individuos que habian tenido un contacto previo con
Salmonella. Datos igualmente contradictorios han sido reportados en el modelo murino
con Salmonella entérica serovar Typhimurium (Salmonella typhimurium) 6.

Porouo lado se ha descrito la presencia de receptores para IgA e la superficie
apical de las céhulas M de las placas de Peyer, capaces de unir y endocitar anticuerpos

1gA secretores (IgAs). Estos receptores podrian estar involucrados en el transporte de
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IgAs y complejos inmunes desde el lumen intestinal a los sitios inductores de la
respuesta inmune * ya que en individuos que viven en zonas endémicas para
infecciones con bacterias Gram negativas la presencia de anticuerpos de reaccion
cruzada es frecuente es importante conocer el efecto que estos anticuerpos pueden tener

sobre la inmunogenicidad de las vacunas administradas por via oral.

21



HIPOTESIS

La presencia de anticuerpos de reaccion cruzada anti-Lipido A pueden aiterar la
invasividad de Salmonella typhi a mucosa intestinal murina y la inmunogenicidad de la

bacteria administrada por via oral.
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OBJETIVO

Determinar ¢l efecto de amticnerpos monoclonales anti-Lipido A sobre la

invasividad de Salmonella typhi a mucosa intestinal murina y sobre la inmunogenicidad

de ]a bacteria administrada por via intragastrica.
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MATERIAL Y METODOS
Animales. Se utilizaron ratones hembras Balb/c convencionales y libres de
patogenos de 6 a 8 semanas de edad para los estudios de inmunizacion y 10 semanas

para estudios de invasividad.

Bacterias y condiciones de cultivo. Se utilizo la cepa de Salmonella typhi M
1301 2. A partir de una colonia de Sa/monella typhi se obtuvo un precultivo de toda la
noche en 5 mL de caldo Luria 0.3 M el cual se diluy6 1:50 en Luria 0.3 M y se incubd
4 horas a 37 °C para los estudios de invasividad, o 1:1000 toda la noche para los
estudios de inmunogenicidad.

Al finalizar el cul-u'vo la suspension celular se centrifugd a 10000 rpm x 10

minutos y s¢é resuspendi6 en medio Luria.

Opsonizacién de las bacterias. Se utilizé un anticuerpo monoclonal IgA ST 19
dirigido contra el lipido A de bacterias Gram negativas °2. Las bacterias fueron

incubadas con diferentes concentraciones del anticuerpo ST 19 durante 1 hora en hielo.

Estudios de citometria de flujo. La bacteria viable cultivada como se mencion6
anteriormente fue cosechada por centrifugacion y resuspendida en PBS, 1x1 0° bacterias
en 50 pL de PBS fueron incubadas con diferentes concentraciones del anticuerpo
monoclonal ST19 o el anticuerpo IgA control MOPC 315 %7 (SIGMA Chemical Co.) el
cual esta dirigido contra dinitrofenol-trinitrofenol, durante 1 hora a 4 °C. Posteriormente
las células fueron lavadas con PBS conteniendo 2 % de suero fetal bovino (PBS-SFB)
por centrifugacion a 10000 rpm x 10 minutos. Al boton bacteriano se le afiadié 50 plL

de un anticuerpo anti-[gA de raton fluoresceinado (Zymed Laboratories Inc.).
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Las bacterias fueron incubadas 30 minutos a 4 °C y lavadas nuevamente con PBS como
se menciond anteriormente. El botén bacteriano fue resuspendido en 150 pL de PBS-
SFB y se le afiadi6 350 pL de paraformaldehido al 2 % en PBS. Las células fueron
almacenadas a 4 °C y posteriormente se analizaron por citometria (FACSCAN Becton

Dickson) .

Ensayos de invasividad. A los ratones se les administré agua adicionada con
gentamicina (500 pg/ml) (Shering — Plough, S.A. de CV.) y estreptomicina
(1000 pug/ml.) (Laboratorios Monterrey S. A. de C. V.) durante 4 dias, 24 horas antes de
realizar los ensayos de invasividad los animales se dejaron sin alimento y con agua sin
antibiéticos. Los animales fueron sacrificados, se obtuvo el intestino delgado y se
ligaron segmentos de aproximadamente 3 cm de longitud, los cuales fueron inoculados
con Salmonella typhi sola o previamente opsonizada con diferentes concentraciones del
anticuerpo monoclonal ST 19 (2x10” bacterias en 50 pL de RPMI). Estos segmentos
fueron incubados a 37 °C con atmésfera de 5 % de CO, durante 30 minutos.
Posteriormente se les inoculo 50 pl de RPMI con gentamicina (200 pg/mL) y se
incubaron en medio adicionado con gentamicina (100 pg/mL) durante 1 hora a 37 °C
en atmoésfera de CO,. Al finalizar el periodo de incubacién, se cortaron los segmentos
longitudinalmente, se lavaron 3 veces en Hepes Hanks, se suspendieron en 2 mbL de una
solucion al 1 % de tritén X 100 en SSI, los segmentos intestinales fueron
homogenizados y se sembraron diferentes diluciones en Agar Salmonella - Shigella

(BIOXON) para detenminar las unidades formadoras de colonias UFC.
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Inmunizacién de los ratones. Se utilizaron grupos de ratones Balb/c
convencionales y libres de patégenos (5 ratones por grupo) los cuales se mantuvieron .
por 24 horas sin alimento, 30 minutos antes de la inmunizacién se les administro 0.1 mL
de bicarbonato de sodio al 10 %. Los ratones se inmunizaron (dia 0) con Salmonella
typhi viables, solas o previamente opsonizadas con diferentes concentraciones del
anticuerpo ST 19 por via intragastrica (2x10°® bacterias/ratén). Como controles se
incluyeron ratones normales, inoculados con el anticuerpo ST 19 o con la bacteria
previamente incubada con un anticuerpo monéclonal IgA control MOPC 315. 28 dfas
después de la inmunizacién primaria a cada grupo de ratones se les administr6 un

refuerzo.

Obtencién de suero. Se obtuvieron muestras de sangre del plexo retro-orbital de
los ratones a diferentes tieanpos después de la inmunizacion (15, 27, 36 y 45 dias). Se

obtuvo el suero y se almacenaron a — 20 °C.

" Obtencién de fluido intestinal. Los ratones previamente se dejaron sin alimento
18 hr. Se sacrificaron y se les extrajo el intestino delgado el cual se lavd con 2ZmL de
Solucién Balanceada de Fosfatos (PBS) pH 7.2; las muestras se centrifugaron a 13000
rpm x 10 minutos a 4 °C y se separo ¢l sobrenadante, al cual se le agregaron 0.2 mL de
solucién inhibidora de trispsina de soya tipo 11-S (SIGMA Chemical Co.) (1 mg/mL),
0.02 mL de sal sodica del 4cido etil diamino tetracético (EDTA) (SIGMA Chemical
Co.) 100 mM de acuerdo al método descrito por Elson y col **. El sobrenadante
nuevamente se centrifogd segin las condiciones descritas, se transfiri¢ a un tubo y se le
agrego f@ metil sulfonil fluoruro (PMSF) (SIGMA Chemical Co.) a una

concentracion de 0.02 mL dejandose por 15 min a temperatura ambiente y
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posteriormente se le agreg6 0.05 mL de albiimina sérica bovina (SIGMA Chemical Co.)

al 20 %. Los fluidos asi obtenidos fueron almacenados en viales a — 20 °C hasta su uso.

Determinacion de anticuerpos anti LPS de Salmonella typhi por Ensayo
inmunoenzimitico (ELISA). Se recubrieron los pozos de las tiras de microtitulacién
(Immunolon II, Dynatech Laboratorios Inc. Alexandria VA, USA) con 50 pL de.
amortiguador de carbonatos 0.05 M pH 9.6, conteniendo 10 pg/ml de LPS de
Salmonella typhi (SIGMA Chemical Co.). Las tiras se dejaron secar a temperatura
ambiente. Al momento de usarse las placas se rehidrataron con una solucién balanceada
de fosfatos (PBS) 0.02M pH 7.2, conteniendo 0.5 % de tween 20 (SIGMA Chemical
Co.) y 0.5 % de albumina sérica bovina (ASB), se lavaron 2 veces con PBS mas tween
20. Posteriomnente se afiadié una solucién de PBS mas ASB al 3 % y se incubaron
durante 2 horas a 37 °C, con el fin de bloquear los sitios no cubiertos con antigeno. Las
tiras se lavaron y se les agregd 50 pL de la dilucion adecuada de los suercs, se
incubaron toda la noche a 4 °C. Posteriormente se lavaron y se les agregd 50 pL de
anticuerpos peroxidados por pozo (Zymed laboratoreis Inc.) dirigidos contra la fraccidon
Fc de la IgA, IgGl, 1gG2a o anti IgGAM de ratén. Las tiras se incubaron nuevamente
durante 2 horas para anticuerpos IgGAM, IgG I e IgG2a y durante 4 horas para
anticuerpos IgA, a temperatura ambiente, se lavaron y se les agregé como sustrato 0.05
mL de una solucidn que contenfa 10 mL de amortiguador de citratos 0.1 M, pH 4.5 més
10 mg de o-fenilendiamina (SIGMA Chemical Co.) y 4 pul. de una solucion al 30 % de
perdxido de hidrogeno (SIGMA Chemical Co.). La reacciéon se blogqued 5 minutos
después con 200 pL de una solucién 1M de 4cido sulftrico e inmediatamente después
se registraron las lectmas‘m un lector de ELISA (BIO-TEK instrument) a yuna densidad

optica de 490 nm. Todas las incubaciones se hicieron en agitacion a (90 rpm) en un
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agitador (American Rotor M - 4140). Para poder cuantificar los anticuerpos anti-LPS de
las subclases [gGl e IgG2a se incluyeron curvas estindar con concentraciones
conocidas de las subclases IgG1 e 1gG2a 7.

Andlisis estadistico. La diferencia entre los grupos fueron calculadas por
andlisis de varianza y la prueba de comparacion miltiple Tukey, con el programa InStat
(GraphPad Sofware, San Diego, Calif)) las diferencias entre los grupos fueron

consideradas significativas cuando los valores de p fueron menores a < 0.05

28



RESULTADOS

Reactividad del anticuerpo monoclonal ST 19 con Salmonella typhi viable.

Como se observa en la figura 1 el anticuerpo monoclonal ST 19 es capaz de reconocer

su epitope en el 68 % de las bacterias viables como se determind por citometria de

flujo.

REACTIVIDAD DE UN ANTICUERPO MONOCLONAL (IgA)
ANTI-LIPIDO A CON Salmonelia enterica SEROVAR TYPHI

120

MOPC-315

Counts

intensidad relativa de la fluorescencia

Fig 1.Histogramas que muestran la capacidad de union del
anticuerpo ST 19 a Salmonella typhi crecida en medio Luria
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CFU Bacterias internalizdas

Efecto del anticuerpo monoclonal ST 19 sobre la invasividad de Salmonella

typhi a mucosa intestinal murina. Como se observa en la figura 2 solo una alta
concentracién del anticuerpo monoclonal ST 19 (100 ug /mL) fue capaz de inhibir la

invasividad de Salmonella typhi a la mucosa intestinal murina. Por el contrario,
concentraciones mas pequefias de este mismo anticuerpo aumentaron significativamente
la invasividad de la bacteria a la mucosa intestinal. La dosis éptima utilizada fue de
10 pg/mL ya que a concentraciones menores del monoclonal el efecto observado
disminuye.

Fig. 2 El anticuerpo monoclonal IgA anti-lipido A altera la invasividad de
Salmonella typhi a mucosa intestinal de raton

25000
*kk
20000 -
15000 -
10000 -
5000 -
L
07 T SepW+ | Sophi+ | Soph+ | Soph+ST19) Soph + STI9 TS bt + STIS
MOPC 315 MOPC 315 MOPC 315 100 pgfml 20 pgfnl 10 j@/mi
100 pgfml 20 pgml 10 pmi

* S typhi+ ST 19 100 pg/ratén va S. typhi, S. typhi + MOPC p<0.05
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Salmonella typhi administrada por via intragastrica Grupos de 5 ratones fueron
inmunizados con la bacteria sola o pre-incubada con diferentes concentraciones del

anticuerpo monoclonal y sangrados a diferentes tiempos. Se utilizaron ratones Balb/c

convencionales y ratones Balb/c libres de patégenos.

Ratones Balb/c convencionales

Los resultados de la determinacion de anticuerpos anti-LPS (IgGAM) de los
ratones Balb/c convencionales inmunizados con la bacteria sola u opsonizada con ST
19 se mumtrah en Ja TABLA 1. Se puede observar que la inmunizacién de los ratones
con Salmonella typhi premcubada con una concentracion de 20 pg/ratén del anticuerpo
monocional ST 19 indujo la produccion de niveles mas elevados de anticuerpos anti-
LPS de Salmonella typhi que la inmunizacién de la bacteria sola. El efecto fie notorio
en la respuesta inmune primaria y dos dias después del refuerzo. Por el contrario cuando
se administro la bactenia con una concentracion mayor del anticuerpo ST 19 no se
observaron diferencias, en los dias 15 y 30 en los niveles de anticuerpo con respecto al
grupo inmunizado solamente con la bacteria o con la bacteria incubada con el
anticuerpo monoclonal control, sin embargo, 45 dias después de la administracion
primaria se observé una disminucion significativa en los niveles de anticuerpos de este
grupo. A ningtn tiempo se observaron diferencias en los niveles de anticuerpo de los
ratones inmunizados con Salmonella typhi y Salmonella typhi + el anticuerpo
monoclonal control MOPC 315. Las diluciones del suero utilizadas en los diferentes
tiempos analizados son diferentes ya que durante la respuesta secundaria los niveles de
anticuerpo se elevan considerablemente y no se puede utilizar una dilucién uniforme ya

que algunas muestras quedarian por fuera de los limites de deteccion del sistema.
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TABLA 1. Anticuerpos séricos IgGAM anti-LPS de Salmonella typhi en
ratones Balb/c convencionales

15 dias 30 dias 45 dias

Dilucién 1:100 1:200 1:800
Control 0.205+£0.01 0.189 +0.002 0.162 +0.02
S, typhi : 0.333+0.01 1.565 +0.003° 2.190+0.1°
S. typhi + MOPC 315 a a
(50 pg/ratén) 0.339+0.02 1.568 + 0.004 2237+0.1
S. typhi + MOPC 315 s a
(20 pg/ratén) 0.332+0.01 1.562 + 0.006 2.153+0.1
S. typhi + ST19 b b
(50 pgratén) 0.359+0.01 1.562 + 0.005 1.198 +0.04
S. typhi + ST19 b.c bc b
@0 o) 0.611+0.05 1.950+0.02 2.009+0.1

Grupos de S rafones fueron inmunizados por via i.g el dia 0 y 28 con la bactena sola o previamente
incubada con diferentes conceniraciones de anticuerpos monoclonales 1gA, control MOPC 315 y
anti-lipido A ST 19. Los valores representan ef promedio de las lecturas de D.O. 490 nm 2 el error
estindar.

a. 8§ ophi, S typhi + MOPC vs Control p<0.05
b. S typhi + ST 19 vs Control p<0.05
c. 8 typhi+ ST 19 vs S. typhi, 8 typhi + MOPC p<0.05
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Para determinar si la opsonizacién de las bacterias con el anticuerpo monoclonal
afecta también la clase y subclase de anticuerpos inducida por la inmunizacién, se
determinaron los niveles de anticuerpos IgA, 1gG1 e 1gG2a anti-LPS. Los resuitados se
muestran en las tablas 11 y 111 respectivamente.

En la TABLA 1I se observa que los niveles de anticuerpos IgA de los ratones
inmunizados con la bacteria opsonizada con una concentracion 20 pgfratén del
anticuerpo ST 19, estdn aumentados significativamente comparados con los obtenidos

en los ratones inmunizados con la bacteria sola. Este incremento en los niveles de

anticuerpos IgA fue observado tanto en la respuesta primaria como en la secundaria.

TABLA Ii. Anticuerpos séricos IgA ant—LLPS de Salmonella typhi en

ratones Balb/c convencionales

18 dias 30 dias 45 dias
Dilucién 1:100 1:100 1:100
Control 0225 +0.002 0306+ 0.01 0.121+0.02
S. typhi 0.302+0.06 1004 £007°  1209+0.02°
fs' 0’)'1”" + ’)"’OPCMS 0.282+0.04 1003 +0.05°  1.203+0.03°
go'y/""' + ;"’OPC“S 0259 +0.05 0982 +006°  1205+0.02°
‘(5; 0%"; ;)5“9 0522+004%  1.009+0002°  0901+0.09%°
‘(92'0’)'1”"' + ;5“9 0.488+0004°  1686+007%  2629+0.07%°

Grupos de 5 ratones fueron mmumizados por via Lg. el dia 0 y 28 con la bacteria sola o previamente
incubada con diferentes concentraciones de anticverpos monoclonales IgA, control MOPC 315,
anti-lipido A ST 19. Los valores representsn el promedio de las lecturas de D.O. 490 om + el error

estindar.

a S pyphi, S typhi + MOPC 315 vs Control p< 0.05
b..S. typhi + ST 19 vs Control p<2.05
c. S pphi+ ST 19 vs S. Gphi, S typhi + MOPC 315 p<0.05
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La determinacion de los anticuerpos de subclase [gG1 e [gG2a se realizo 8 los
45 dias y se muestra en la TABLA [II. Se puede observar que en todos los grupos hay
una mayor concentracién de anticuerpos de subclase IgG2a que de Ia subclase IgGl. Sin
embargo, la relacion de anticuerpos IgG2a/igG1 fue mayor en el grupo inmunizado
solamente con la bacteria que en los grupos inmunizados con la bacteria opsonizada. En

el grupo control no se detectaron anticuerpos anti—LPS .

TABLA 1. Anticuerpos séricos IgG1 e IgG2a anti-LPS de

Salmonella typhi en ratones Balb/c convencionales

IgG1 (ug/mL) IgG2a (ug/mL) IpG2a/lgGl

Control

S. byphi 184 +52 810+£23 4351001
S. typhi + ST 19 (50 pg/raton) 91 £3.46° 345+23.64° 3.541031°
S. typhi + ST 19 (20 pg/ratén) 183+9 534+6" 292+0.11°

Grupos de 5 ratones fueron mumunizados por via ig. el dia 0 y 28 con la bacteria sola o previamente
incubada con diferentes concentraciones de anticuerpos monoclonales IgA, control MOPC 315,
anti-lipido A ST 19. Los valores representan el promedio de 3 determinaciones de las concentraciones de
anticuerpos especificos de cada subclase + el error estandar.

28, typhi vs ST 19 p<0.05
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En la figara 3 se presentan los resultados de la determinacion de anticuerpos IgA
anti-LPS presentes en el fluido intestinal de los grupos de ratones inmunizados, se
observa claramente un aumento de anticuerpos IgA especificos en los grupos de
animales immunizados con la bacteria opsonizada con el anticuerpo monoclonal

anti-lipido A

Fig. 3 Anticuerpos IgA anti-LPS de Salmonella typhi en fluido intestinal

de ratones Balb/c convencionales
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Grupos de S ratones fueron inmunizados por via ig el dia 0 y 28 con la bacteria sola o previamente
incubada con diferentes concentraciones de amticuerpos monoclonales IgA, control MOPC 315,
anti-lipido A ST 19. Los valores representan el promedio de las lecturas de D.O. 490 nm + el error
estandar.

* S typhi, vs Control p<0.05

S yphi +ST 19 vs S (yphi p<0.05
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Ratones Balb/c libres de patégenos

Debido a que en el grupo de ratones Balb/c convencionales los cambios mas
notorios en los niveles de anticuerpos fueron observados en los ratones mmunizados
con la bacteria preincubada con la concentracion més baja del anticuerpo anti-lipido A
(20 pg/ratom) decidimos analizar en los ratones Balb/c libres de patogenos esta misma
congentracién y una menor del anticuerpo ST 19 (TABLA 1V), La inmymizacién ¢con
Salmonella byphi de los ratones libres de patégenos indujo niveles de anticuerpos muy
bajos. Por el contrario la inmunizacién con la bacteria opsonizada indujo niveles mas
altos de anticuerpos. Estas diferencias fueron observadas tanto en la respuesta inmune
primaria como en la secundaria y con la dosis méas baja (10 pg/ratén) el efecto fue més

notorio,

36



TABLA IV. Anticuerpos séricos IgGAM anti-LPS de Salmonella typhi en
ratones Balb/c libres de patdgenos

15 dias 27 dias 36 dias 45 dias
Dilucién 1:100 1:100 (}z‘l‘gg) (}i‘l‘gg)
Control 0175+0003 0.137+0009  0.104+0001  0.286 +0.008
S. typhi 0.171+£0002  0.146 + 0.002 (g:;gg i 8:38}0 (‘]):3;‘]‘ i 8:3(]);)
‘(5;0'{’1{5’/”;;’)“0" C315 017140002 0.145+0004  0.103+0001  0.472+0.01°
ﬁoﬁ/’:;;;‘op G315 0.170+0.003  0.141+0.005  0.103+0001  0.46]1+0.01°
f; 0’{’1{;/”;1;)“ 19 013440001 0.759+0001% 0.584+001> ° 0.726+0.006 "
o o%?T 19 034310002 1.415+0001% 1.871+0.007% 16250001

Grupos de 5 ratones fueron inmunizados por via i.g el dia 0 y 28 con la bacteria sola o previamente
incubada con diferentes concentraciones de anticuerpos monoclonales IgA, control MOPC 315,
anti-lipido A ST 19. Los valores representan el promedio de las lecturas de D.O. 490 nm + el error

estindar.

a S typhi, 8. typhi + MOPC vs Control p< 0.05

b S fyphi + ST 19 vs Control p<0.05

¢ S typhi+ ST 19 vs S. typhi, S, typhi + MOPC p<0.05
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Los niveles de anticuerpos IgA anti — LPS en este grupo de ratones fieron bajos
y solamente en el grupo inmumizado con la bacteria mas el amticuerpo ST 19
(10 pg/ratén) se detectaron niveles de anticuerpos IgA especificos mas altos

especialmente en la respuesta secundaria (TABLA V).

TABLA V. Anticuerpos séricos IgA anti-LPS de Salmonella typhi en

ratones Balb/c libres de patégenos
15 dias 27 dias 36 dias 45 dias
Dilucion 1:50 1:50 1:50 1:50
Control 0.125+0.01 0.121+0.001 0.123+0.008 0.133 +0.003

S. typhi + MOPC  0.126 +0.005 0.126 £0.004 0.125+0.006  0.172 +£0.001
S. typhi 0.126 +0.005 0.125+0.005 0.148+0.002 0.171 £0.001

S, thl + ST19 b.c be be
(20 pgfratén) 0.134 £0.002 0.181+0.002>° 0.228 +0.001 0.355+0.006

S. typhi + ST19 0o be o
(10 py/raton) 0.134 +£0.005 0.535+0.001> 1.871+0.03 1.973 +0.04

Grupos de 5 ratongs fueron mmunizados por vig i.g e dia O y 28 con la bactenia sola o previamente
incubada con diferentes concentraciones de anticuerpos monoclonales IgA, control MOPC 315,
anti-lipido A ST 19. Los valores representan el promedio de las lecturas de D.O. 490 nm = el error
estandar.

a S. yphi, 8. typhi + MOPC vs Control p< 0.05

b S typhi+ ST 19 vs Control p<0.05

c S typhi + ST 19 vs S typhi, S. typhi + MOPC p<0.05
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Al igual que en los ratones Balb/c convencionales hubo un predomimio de
anticuerpos especificos de la subclase IgG2a e igualmente la relacion de anticuerpos
IgG2a/IgGl disminuyo en los grupos de ratones con la bacteria opsonizada

(TABLA VI). En los sueros coritroles no se detectaron anticuerpos anti-LPS.

TABLA V1. Anticuerpos séricos IgG1 e IgGG2a anti-LPS de
Salmonella typhi en ratones Balb/c libres de patdgenos

IgG1 (pg/mL) IgG2a (ug/mL) IgG2a/IgGl
Control - - -
S. typhi 1.37+0.12 925+0.5 6.75+0.25
S. typhi +ST19 (20 pg/ratén) 352+037  21.15+195 6.00+008"
S. typhi +ST19 (10 pg/raten) ~ 64.00 +2° 23000+20° 360+042°

Grupos de 5 ratones fueron immunizados por via i.g. el dia 0 y 28 con la bacteria sola o previamente
incubada con diferentes comcentraciones de anticuerpos momoclonales IgA, controdl MOPC 315,
anti-lipido A ST 19. Los valores representan el promedio de 3 determinaciones de las concentraciones de
anticuerpos especificos de cada subclase + el error estdndar.

a §. typhi + ST 19 (20 pg/ratén) vs S. typhi p<0.05

b S typhi + ST 19 (10 pg/ratén) vs S. Hphi p<0.05
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Para determinar si la dosis de 10 pg/ratén de ST 19 tiene también un efecto en
los ratones Balb/c convencionales se inmunizé un nuevo grupo de ratones
convencionales utilizando esta dosis. Los niveles de anticuerpos especificos IgGAM,
IgA y las subclases IgGl e IgG2a se muestran en las figuras 4, 5 y tabla VII
respectivamente. Los resultados obtenidos fueron muy parecidos al lote 1 de ratones
convencionales. La inmunizacién con Salmonella més el anticuerpo monoclonal ST 19
(10 pg/ratén) indujo niveles de anticuerpos séricos especificos mas elevados que
cuando se inmunizaron con Salmonella typhi el efecto fue detectado en la respuesta

primaria y al dia 36 (8 dias después del refuerzo) figura 4.



Fig. 4 Anticuerpos séricos [gGAM anti-LPS de Salmonella typhi en ratones
Balb/c convencionales
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* Sophi, S gphi + MOPC vs Cantrol p<0.05
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(C=Control, MOPC= S. fyphi + MOPC,S=S. yphi, ST 19=§. fyphi + ST 19)
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En la Figura 5 se observa que los niveles de anticuerpos IgA de los ratones
inmunizados con la bacteria opsonizada con una concentracién 10 pg/raton del
anticuerpo ST 19, estan aumentados significativamente comparados con los obtenidos
en los ratones inmunizados con la bacteria sola. Este incremento en los niveles de

anticuerpos IgA fue observado tanto en la respuesta primaria como en la secundaria.
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Fig.5 Anticuerpos séricos IgA anti-LPS de Salmonella typhi en ratones
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La determinacién de los anticuerpos de subclase 1gGl e IgG2a se realizaron a
los 45 dias y se muestran en la tabla VIL. Se puede observar que hay una mayor
concentracion de anticuerpos de subclase IgG2a que de la subclase IgGl, cuando se
administré la bacteria sola. Sin embargo, cuando se administr6 la bacteria opsonizada
con el anticuerpo ST 19 la relacién de anticuerpos 1gG2a/IgG1 es mucho meror. No se

detectaron anticuerpos especificos anti-LPS en el grupo control.

TABLA VIL Anticuerpos séricos IgG1 e IgG2a anti-LPS de
Salmonella typhi en ratones Balb/c convencionales

IgG1 IgG2a
(1g/ml)  (ug/ml)  IpG2a/lgGl
Control - - -
S. yphi 25.7+20.7 261 +29 54 +04

S. typhi + ST19 (10 pg/raten) 74.5 +0.5° 98+2° 131 +0.03°

a S yyphi +ST 19 (10 pgfratén) vs S. typhi p<0.05
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DISCUSION

Varias cepas atenuadas de Salmonella typhi son capaces de inducir una respuesta
inmune humoral y celular a nivel sistémico, asi como respuesta inmune a nivel de
mucosas cuando se administran por via oral. Estas caracteristicas las hacen atractivas
para ser utilizadas como acarreadoras de genes de otros microorganismos patogenos
para la obtencién de vacunas multivalentes. Sin embargo existen dudas importantes
acerca de la utilizacion de vacunas por via oral. Uno de estos aspectos es si la existencia
de anticuerpos secretores de reaccion cruzada contra componentes de la bacteria
acarreadora pueden afectar la inmumogenicidad de dichas vacunas.

En el presente trabajo se utilizd medio Luria 0.3M de NaCl ya que ha sido
reportado por varios autores que la osmolaridad de este medio 676 mosmol es la misma
que la encontrada en el fleo distal y varios aumtores > “* 7 han demostrado que
Salmonella typhi crecida en este medio expresa un fenotipo altamente invasivo:
Disminucion de 12 expresion de antigeno Vi, aumento en la expresion de las protefnas
codificadas en la Isla de Patogenicidad 1 (SPi-1), las cuales estin involucradas en el
mecanismo de invasion de Salmonella typhi a mucosa intestinal. Los resultados
encontrados muestran que el anticuerpo monoclonal anti-lipido A ST 19 es capaz de
unirse eficientemente a bacterias viables crecidas en este medio de cultivo.

Los estudios de invasividad realizados en los segmentos ligados de intestino
delgado demostraron que el anticuerpo ST 19 puede afectar considerablemente la
invasividad de Salmonella typhi a la mucosa intestinal murina y el efecto fue
dependiente de la concentraciéon de anticuerpo utilizada Una alta concentracion del
énticuerpo ST 19 fue capaz de inhibir la invasividad de la bacteria, probablemente por
un mecanismo de impedimento estérico, ya que el anticuerpo ST 19 po reconoce

directamente las adhesinas descritas para Salmonella typhi: Pili tipo IV y core externo
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del LPS * ¥ Estos resultados concuerdan con lo reportado por ofros amtores:
lankov, LD. y col ** reportaron que anticuerpos monoclonales especificos para el
epitope O:9 de Salmonella son capaces de inhibir la adherencia e invasividad de
Salmonella enterica serovar Enteritidis a células HEp-2, el efecto no es mediado por la
unién directa de los anticuerpos a adhesinas bacterianas y probablemente se debe a un
mecanismo indirecto por interferencia con las adhesinas bacterianas mediado por
impedimento estérico. Michetti P. y col >’ encontraron que anticuerpos monoclonales
IgA dirigidos contra el LPS de Salmonella enterica serovar Typhimurium son capaces
de protcgér a ratones contra la infeccién por via oral con la bacteria, probablemente por
un mecanismo de exclusiéon inmupe. Concentraciones mas bajas del anticuerpo ST 19
aumentaron significativamente la invasividad de la bacteria a mucosa intestinal murina.
El aumento en la invasividad de la bacteria podria estar mediado por los receptores para
IgA presentes en la superficie apical de las células M de la mucosa intestinal murina.
Se ha demostrado que estos receptores son capaces de unir selectivamente [gA con o sin
componente secretor y no unen anticuerpos de clase IgG o [gM. Se ha encontrado que
tanto la [gA de calostro como de suero humano se adhieren a las c€lulas M de placas de
Peyer de ratén. Utilizando las subclases de IgA humanas se encontrd que el receptor de
IgA en las células M requiere los dominios Cal y Ca2 de la IgA para su unién, lo cual
diferentia este receptor de otros reportados previamente .

Es interesante mencionar que se ha observado que las células M del fleo humano
estan recubiertas de IgAs, lo cual sugiere que las oélulas M humanas, como las de los
ratones, puedan expresar un receptor especifico sobre su superficie apical, capaces de

mediar la trancitosis de IgA secretora y complejos de IgAs — antigeno .
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Se encontraron diferencias muy marcadas en los niveles de anticuerpos
producidos por los ratones Balb/c convencionales y los libres de patogenos. Los ratones
libres de patogenos produjeron niveles muy bajos de anticuerpos cuando se inmunizaron
con Salmonella typhi. Se han reportado que cepas atenuadas de Salmonella typhi
administradas a ratones por via intragéstrica (i.g.)- son pobremente inmunogénicas; sin
embargo, estas mismas cepas administradas por via intranasal (in.) son capaces de
inducir altos titulos de anticuerpos. En estos estudios se encontrd también que después
de la inmunizacién intranasal se pueden aislar mayor cantidad de las bacterias
inoculadas, de placas de Peyer, tejido linfoide asociado a mucosa nasal y pulmenes que
los mismos tejidos abtenidos de los ratones inmunizados por via iLg, lo cual podra
explicar en parte la mayor inmunogenicidad de la bacteria administrada por via Ln.
También se encontré que aunque la bacteria no se pudo aislar de 6rganos linfoides
sistémicos (Noédulos linfaticos, sangre, bazo) se indujeron altos titulos de anticuerpos
IgG especificos a nivel sérico .

Existen datos contradictorios acerca de las caracteristicas de las cepas atenuadas
de Salmonella vecesarias para inducir una buena respuesta inmunol6gica cuando se
administran a’ nivel -de ‘nmucosas. Algunos sutores sugieren” que se requiere una buena
colonizacion a nivel del GALT para ello "™ mientras que otros autores sugieren que la
viabilidad y. persistencia de Salmonella no es necesaria y que el punto critico es la
cantidad inicial de antigenos que estimulen él tejido linfoide asociado a mucosas y no la
persistencia de la cepa 2.

Salmonella typhi utiliza como receptor en- las células epiteliales intestinales €l
CFRT, el cual normalmente se puede detectar en vesiculas subapicales de las células y
productos de Salmonella typhi causan una redistribucién de éste a la superficie celular,

el aumento de ta expresion de éste receptor en membrana se correlacioma con un
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aumento en la.invasividad .de Salmonella typhi a.1a célula epitelial. Algunas. bacterias
comensales de la flora intestinal normal son también capaces de inducir ia redistribucién
del receptor ***. Lo que sugiere que la composicion de la flora intestinal normal puede
afectar 1a eficacia de invasion de Salmonella typhi a la mucosa ‘intestinal. Ya que la
composicién de la flora intestinal de los ratones libres de patégeno y los ratones
convencionales es diferente, esto podria explicar en parte la diferencia en la
inmunogenicidad de la bacteria cuando se administra por via intragdstrica a éstos
ratones.

Tanto en los ratenes Balb/c -convencionales -como -en-los- libres de patogenos
encontramos un aumento en Ja inmunogenicidad de la bacteria cuando se administré con.
el anticuerpo ST 19 anti-lipido A. Esto podria deberse a que un mayor niimero de
bacterias sedan capaces de invadir la mucosa intestinal mediado por la uni6n de la
bacteria recubierta con los anticuerpos IgA vy la interaccion de éstos con los receptores
de . IgA que se han detectado en la superficie apical de.las células M del epitelio
intestinal . Recientemente se encontré que la IgA secretora que se une al receptor de
las células M en la superficie apical, es transportada a la submucosa se asocia y es
internalizada por las células dendriticas presentes en la region del domo subepitelial de
las placas de Peyer y se pueden encontrar también asociadas a la superficie de linfocitos
TCD4. Corthésy B. y col ' encontraron que la administracién oral de IgA secretora de
conejo a ratones Balb/c indujo la produccién de anticuerpos contra la pieza secretora lo
cual los hizo pensar que la pieza secretora de la IgA podria servir como un vector para
transportar epitopes al tejido linfoide de las mucosas. Estos autores insertaron un
epitope de la invasina B de Shigella flexneri a la pieza secretora de la IgA de ratones y
la administraron por via oral y encontraron que se indujo produccién de anticuerpos

contra la invasina B tanto a nivel sistémico como a nivel de mucosas por lo que
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sugieren que la [gA secretora puede funcionar eficientemente como un vehiculo para
presentar antigenos a mivel de mucosas. El aumento en la inmunogenicidad de la
bacteria cuando se administr6 con el anticuerpo ST 19 podria deberse a una mayor
invasividad de la bacteria también “en vivo” como se observd “in vitro” lo cual
permitiria que mayor cantidad de antigenos se pongan en contacto con las céhulas del
sistema inmune. Otra posibilidad es que los antigenos de la bacteria sean mejor
procesados y presentados por las células dendriticas. Se ha demostrado que Salmonella
typhimurium interfiere con la funcién de las células dendriticas inhibiendo la
degradacion lisosomal y la presentacién de antigenos asociados a moléculas de clase 1y
11 del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) a los linfocitos T ™. Sin embargo,
cuando la bacteria s¢ opsoniza con anticuerpos 1gG, los cuales interaccionan con los
receptores FcyR en la superficie de las células dendriticas, los antigenos bacterianos son
eficientemente procesados y presentados en las moléculas de clase I 'y II dedl CMH, sin
embargo, este mecanismo no ha sido estudiado con anticuerpos IgA. Aunque nosotros
no encontramos una inhibicién en la inmunogenicidad de la bacteria incubada con el
anticuerpo ST 19, esto podria deberse a que se requiere una concentracién mayor del
anticuerpo para poder observar este efecto.

La inmunizacién de ratones por via oral con diferentes cepas de Salmonella
induce preferentemente una respuesta inmune tipo Thl %, en el caso del humano se ha
visto que algunos individuos inmumnizados con la vacuna oral Ty21a producen citocinas
tipo Th1 y otros tipo ThZ.so. En el rat6n se ha obsewado que la producci6n de citocinas
tipo Thl induce preferentemente anticuerpos de subclase [gG2a, mientras que las
citocinas tipo Th2 inducen preferentemente anticuerpos de la subclase IgGl. Se sabe
que el LPS de Salmonella induce la produccién de citocinas pro-inflamatorias que

favorecen la polarizacion de la respuesta inmune hacia Thl con la produccién
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predominante de anticuerpos de subclase IgG2a 2. Ya que el anticuerpo que utilizamos
en este estudio esta dirigido contra el lipido A y éste esta involucrado en la mduccion de
citocinas pro-inflamatorias era importante determinar si la administracién de la bacteria
opsonizada producia un cambio no solo cuantitativo sino cualitativo en la respuesta
inmune humoral. Los resultados mostraron que la inmunizacién con Sa/monella typhi,
produce como ha sido reportado por otros autores mayores niveles de anticuerpos
IgG2a, mientras que en los anmimales inmunizados con la bacteria opsomizada la
proporcion de anticuerpos IgG2a /IgGl disminuye, esto podria deberse a la menor
produccién de citocinas pro-inflamatorias ya que nuestro anticuerpo se une al lipido A,
igualmente se favorecié la produccién de anticuerpos de isotipo IgA tanto a nivel sérico
como a nivel de mucosas.

Existen resultados contradictorios acerca de si la presencia de anticuerpos IgA
secretores puede afectar la inmtmggem'cidad de vacunas admmjstmdas por via oral.
Forrest B.D. y col  encontraron que en individuos que viven en una zona no endémica
para Salmonella typhi existe una correlacién inversa entre los titulos de anticuerpos
anti-LPS detectados en fluido intestinal (pre-vacunacion) y los titulos obtenidos después
de la inmunizacién con la vacuna Ty21a. Esta correlacion dejé de observarse cuando se
utilizaron mayor cantidad de bacterias (10'") para la inmunizacién. Por el contrario
Ferguson y col *' reportaron que una buena produccion de anticuerpos secretores IgA
anti-LPS solo fue evidente en individuos vacunados con Ty2la que tenfan niveles
intermedios de anticuerpos IgA secretores. Kollaritsch y col.® sugieren que la
imﬁunidad local puede interferir con la colonizacion del intestino de la cepa vacunal ya
que después de la inmumizacién primaria eﬂos detectan una tasa de seroconversion del

62% mientras que a los 2.5 afios es de 47% y alos 3.5 afios es de 46% a nivel sérico,

mientras que la seroconversibn a nivel de mucosas es de 70% después de la



inmunizacién primaria y de 47% a los 2.5 afios y 63% a los 3.5 afios, resultados
similares han sido encontrados por otros autores ¥

Existen también resultados contradictorios utilizando el modelo del ratén
inmunizado con diferentes cepas de Salmonella. Se han utilizado distintas cepas de
Salmonella que expresan antigenos recombinantes para estudiar el efecto de la
inmunidad pre-existente sobre la respuesta inmune tanto a la Salmonella utilizada como
al antigeno recombinante. Algunos autores han encontrado que la inmunizacién
primaria con Salmonella entetrica serovar Dublin potencia la respuesta de anticuerpos
tanto a la bacteria como al antigeno expresado después de un refuerzo con la Salmonella
recombinante . En contraste, la inmunidad pre-existente a Salmonella enterica serovar
Typhimurium tiene un efecto negativo en Ia respuesta inmune a un antigeno bacteriano
en ratones inmunizados por la via oral con Salmonella expresando ¢ antigeno *°.
Estudios mas recientes han demostrado que el impacto de la inmunidad pre-existente
puede ser variable y depende tanto de la cepa de Salmonelia utilizada como vector asf
como de la naturaleza del antigeno extrafio expresado. Vindurampullet C. J. y col ™
utilizaron cepas atenuadas Salmonella enterica serovar Stanley y de Salmonella enterica
serovar Dublin y estas mismas cepas expresando dos diferentes antigenos: Pili K88 o {a
subunidad B de la toxina labil de Escherichia coli (LT-B) y analizaron & efecto de la
inmunizacién con el vector sobre la respuesta inmune después de un refuerzo con la
cepa recombinante. Cuando se utilizd la cepa de serovar Stanley como vector se
encontré que la respuesta de anticuerpos séricos IgG y anticuerpos intestinales IgA al
Pili K88 no fue detectable y a la subunidad LT-B disminuy6 significativamente cuando
se dio el refuerzo con las cepas recombinantes que expresaban dichos antigenos, sin
embargo, la respuesta al LPS de serovar Stanley no se vio disminumida Cuando

realizaron un experimento similar con serovar Dublin como vector la respuesta al
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Pili K88 se redujo considerablemente pero no a LT-B. Paradéjicamente la inmunizacion
primaria con este vector indujo una respuesta de anticuerpos anti-LPS mas elevada y sin
embargo no hubo supresién al antigeno LT-B y la respuesta anti-LPS aumentd
significativamente tanto a nivel sérico como intestinal,

Los resultados del presente trabajo muestran que un anticuerpo de reaccién
cruzada IgA puede alterar sigpificativamente la inmunogenicidad de Salmonella typhi
cuando se administra por via oral. Los mecanismos involucrados podrian ser diversos y
seria interesante estudiarlos. Estos resultados apoyan el que la respuesta inmune a
vacunas que utilizan bacterias atenuadas administradas por via oral en zonas endémicas

podrian dar resultados muy variables.
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CONCLUSIONES

»  Salmonella typhi es capaz de inducir una buena respuesta inmune tanto a nivel
local como sistémico en animales Balb/c convencionales pero no en los ratones

libres de patogenos.

> El anticuerpo monoclonal ST 19 es capaz de inhibir o aumentar la invasividad de

Salmonella typhi a mucosa intestinal murina en estudios realizados “in vitro”.

»  El anticuerpo monoclonal ST 19 aumenta considerablemente la inmunogenicidad

de Salmonella typhi administrada por via intragéstrica.
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