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Abreviaturas

D.O. : Densidad Optica.

EGTA : Etilén glicol terra acético.

i.g. : intragástn'ca.

i.p. : intrapen'tonea].

IFN-r : Interferón gama

IgA : Inmunoglobulina A

IgAs : Inmunoglobulina A secretoria

IgG : Inmunoglobulina G

IgM : Inmunoglobulina M

LB : caldo Lun'a.

m.0.i : multiplicidad de infección.

ml : milih'tro.

p.o. : por vía oral.

PBS : Buffer fosfato salino.

PMSF : Para meti] sulfonil fluoruro.

PP : Placas de Peyer.

RES : Sistema del reticulo endotelial

S. enterin'dis: Salmonella enten'tídis

ts : termosensible.

TSA : Agar tripticase soja.

TSI : del inglés (triple sugar iron : hierro triple azúcar).

UFC/ml : unidades formadoras de colonias / mililitro.

UFP/ml : unidades formadoras de placas/ mililitro.

ul : microlitro.





Introducción
Infecciones bacterianas entéricas . . . . . . . . . . . . . . . . ..
Patogénesis de las infecciones entéricas
Impacto de las zoonosis en la salud humana . . . . . ..
Salmonella
Salmonelosis comoinfección de origen alimentaria ..
Patogénesis de Salmonella . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..
Salmonelosis no tifoidea . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..
Fiebre tifoidea . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..

Importancia e incidencia de las
infecciones por Salmonella
Incidencia de fiebre tifoidea . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..
Incidencia de salmonelosis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..
Invasión y defensas del huésped . . . . . . . . . . . . . . . . ..
Sistema inmune de la mucosa intestinal . . . . . . . . . ..
IgA secretoria
Inmunidad mediada por células
y otros mecanismos inmunes
Vacunas bacterianas. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..
Vacunación en contra de
enfermedades entéricas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..
Atenuación de cepas de Salmonella .. . . . . . . . . . . . . ..
Vacunas disponibles contra Salmonella
Vacunas contra fiebre tifoidea . . . . . . . . . . . . . . . . ..
Vacunas contra salmonelosis
Mutantes termosensibles
Tipos de mutantes termosensibles . . . . . . . . . . . . . . . ..
Objetivo general del trabajo
Objetivos especificos

Materiales y Métodos
Resultados

Estudios para la obtención, aislamiento

vi

1-10
1-11





y caracterización de cepas ts de S. enteritidis ...
Análisis de diferentes cepas ts, en cuanto a
su potencia como inmunógenos protectivos y a
su inocuidad
Estudios tendientes a la construcción de
la cepa a ser utilizada comovacuna
Estudio de los mecanismos de inmunidad en
la salmonelosis mediante la utilización de cepas ts
con diferentes propiedades

Discusión
Resumen
Bibiografía

3-46
4-1
5-1
6-1





Introducción1.





1. Infecciones bacterianas entéricas.

Las infecciones entéricas que derivan en enfermedades diarreicas representan uno de los

principales problemas de la salud mundial. En los países del tercer mundo, ocurren por lo menos

mil millones de casos por año, resultando en 5 a 10 millones de muertes. Las infecciones

entéricas asociadas con diarrea también representan un tipo de enfermedad común asociada con

los viajeros internacionales (Black R.E., 1990; Holmgren J. y col., 1986).

Las diarreas agudas infecciosas ocasionan más del 50% de los fallecimientos de la

población infantil del tercer mundo. Se estima que mueren 4,5 millones de niños menores de 5

anos en Africa Asia y América Latina por este flagelo (Snyder J ., y col., 1982)

La Fundación Nacional para Enfermedades Infecciosas de E.E.U.U., realizó una

clasificación de las diez enfermedades infecciosas más importantes, de acuerdo al impacto que

producen en la salud pública. A las "enfermedades diarreicas" se las consideró en cuarto lugar.

Dentro de esta clasificación, se encuentran varias enfermedades infecciosas, muchas de ellas son

transmitidas por alimentos contaminados, dentro de las cuales está la salmonelosis (National

Foundation for Infectious diseases 1988,1989).

Excepto los rotavirus que ocasionan una proporción importante de episodios de diarrea

en niños menores de dos años, los principales patógenos que provocan enfermedades diarréicas

agudas son bacterias. Dentro de ellas están Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) y

enteropatogénica (EPEC), Shigella, Vzbríocholerae 01, Campylobacter y Salmonella.

1.1. Patogénesis de las infecciones entéricas.

Los enteropatógenos bacterianos pueden causar enfermedad mediante diversos

mecanismos, los síntomas resultantes pueden ser atribuidos a factores de virulencia específicos

del microorganismo.

Para poder establecer una infección, un enteropatógeno debe ser capaz de colonizar el

intestino; la colonización es un proceso muy complejo en el cual la adherencia de los
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microorganismos al epitelio intestinal es usualmente una etapa cn'tica (Freter R., 1980).

Algunas especies bacterianas tales como V. cholerae 01, ETEC, Citrobacter, Klebsiella,

Aeromonas hydrofila, producen enterotoxinas que ocasionan la secreción de electrolitos

provocando diarreas acuosas y deshidratación. Otras especies como E. coli entero-hemorrágica

y Clostridium dlfiïcile producen citotoxinas generando colitis hemonágicas. Algunas especies

del género Shigella y E. coli enteroinvasiva invaden el epitelio dañando la mucosa intestinal, esto

ocasiona fiebre y diarrea con mucus y sangre. Salmonella no tifoide, Campylobacter jejuni y

Yersinia entero-califica, producen una infección invasiva a través del epitelio intestinal,

inflamación de la lamina propia y a veces bacteriemia. Por otro lado Salmonella typhi y

Salmonella paratyphi invaden la lámina propia diseminándose por el sistema linfático y

circulación (I-Iolmgren J. y Svennerholm A.M., 1992)

2. Impacto de las zoonosis en la salud humana.

La mayoría de las enfermedades humanas que han surgido recientemente son zoonosis,

ya que los reservorios animales naturales representan una fuente más frecuente de nuevos agentes

de enfermedades humanas, due la aparición súbita de un nuevo agente. Los factores que

explicarían la aparición de enfermedades zoonóticas son complejos, involucrando mecanismos

a nivel molecular tales como cambios y movilización génica y modificaciones del estado inmune

de los individuos y poblaciones. El aumento del mercado internacional en animales vivos y

alimentos ha favorecido la diseminación de infecciones entéricas zoonóticas de una manera

impredecible. De acuerdo con la Organizacion Panamericana de Salud varias de estas

enfermedades se han incrementado en casi un 100% en pocos años. El programa de la

Organización Mundial de la Salud para el control de las infecciones e intoxicaciones alimentarias

en Europa reportó una incidencia de más de 1200 casos por millón de habitantes por año.

Dentro de estas infecciones la salmonelosis ha comenzado a ser un problema principal

en el control de la higiene de alimentos y zoonosis. Varios serotipos de S. enteritidis ,

transmitidos por huevos contaminados se han convertido en los agentes causales de las
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salmonelosis que se incrementan en los E.E.U.U. y en van'os países europeos (WHO reports,

1989).

3. Salmonella.

El género Salmonella comprende a bacilos gram-negativos anaeróbicos facultativos,

agentes etiológicos de diferentes enfermedades referidas colectivamente como salmonelosis.

La salmonelosis humana se puede dividir en cuatro síndromes: gastroenteritis, fiebre entén'ca,

bacteriemia con o sin gastroenteritis, y el estado carrier asintomáiico.

La taxonomía de Salmonella es complicadapor haber utilime diferentes nomenclaturas

a lo largo de los años. El esquema antigénico de Kauffmannn-White dió origen a más de 2000

especies de Salmonella ya que a cada tipo antigénico nuevo descubierto se lo describió como

una especie diferente. Luego Ewing y sus colaboradores propusieron que hubiese sólo tres

especies : S. choleraesius, S. enten'tidis, y S. typhi. El resto de las especies o serotipos se

definieron como serotipos de S. enteritidis. Esta designacion de 3 especies fue utilizada por

centros de referencia de E.E.U.U. desde 1972 hasta 1983. , pero no fue utilizado por otros

países. Estudios genéticos revelaron que todas las Salmonella y organismos clasificados en el

género Arizona provenían de la misma especie en un sentido genético filogenético y evolutivo.

Se considero que cualquier diferencia en tipos antigénicos, reacciones bioquímicas o de

distribución geográfica o de huésped se debía a divergencias dentro de la misma especie: S.

entérica. Dentro de esta especie se dividen 6 grupos en base a estudios de hibridización del

DNA. El primer subgrupo comprende a Salmonella entérica subespecie entérica, el resto de los

subgrupos comprenden a las subespecies: salamae, an'zonae, diarizonae, hacetanae, bongori e

indica. La mayon'a de los aislamientos de humanos se encuentran en el subgrupo 1. El

principal uso de estas designaciones sería en publicaciones científicas (Zinser y col.). S. typhi

está remarcadamente adaptada al huésped humano, el que representa el único reservorio natural

de infección. En contraste, los casi 2000 serotipos de S. enteritidis que causan la mayoría de

los casos de gastroenteritis debida a Salmonella, no están adaptados a un huésped en particular,
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estando presentes en poblaciones animales domésticas y naturales (EA. Groisman y col.)..

3.1. Salmonelosis como infección de origen alimentario.

Anualmente se registran cientos de enfermedades atribuibles a la ingestión de alimentos

contaminados. Los microorganismos tradicionlamente involucrados en estas infecciones han

sido Salmonella spp, Clostridium perfringes y Staphilococcus aureus (Potter,M.E., 1992).

Otros patógenos causantes de enfermedades contraídas por alimentos son Campylobacter y E.coli

serotipo 0 157:H7 (considerado un patógeno nuevo) (Griffin, P.M., 1991).

La salmonelosis es un importante problema de salud en todas partes del mundo. Mientras

queel número de casos de fiebre tífica o paratífica disminuye en la población de las grandes

ciudades, el de las infecciones alimentarias provocadas por Salmonella aumenta, debido

principalmente al cambio de hábitos y a deficiencias en su elaboración, almacenamiento y

distribución (Eiguer, T. y col., 1990). En los años recientes en E.E.U.U.se han reportado

45,000 aislamientos anuales de Salmonella. De los brotes de Salmonella el vehículo alimentario

más importante resultó el pollo (45% de los casos), seguido de carne vacuna(25 %) y de la carne

de cerdo (19% de los casos) (Potter, M.E., 1992). El procesamiento de los alimentos de

cualquier tipo ofrece la oportunidad para que el alimento pueda ser contaminado. Para poder

prevenir las salmonelosis de origen alimentario es fundamental asegurar la salud animal en

especial la avícola asegurando el menor nivel posible de colonización por potenciales patógenos

alimentarios. (Potter, M.E., 1992).





3.2 Patogénesis de Salmonella.

3.2.1 Salmonelosis no tifoidea.

La salmonelosis humana provocada por cepas no tifoideas de Salmonella generalmente

ocurre como un episodio de enterocolitis que termina resolviéndose a los 5 días de comenzada

la enfermedad. Seguido de un período de incubación, de 8h a 72h, comienzan los síntomas tales

como dolor abdominal, náuseas, diarrea, también pueden presentarse vómitos dolores de cabeza

y falta de apetito (Johnson W.D. y Pape J .W., 1983). Salvo S. choleraesuis y S. dublín que

muestran una predilección para la diseminación sistémica, la salmonelosis no tifoidea

generalmente está restricta al tracto intestinal, donde provoca una reacción inflamatoria de

leucocitos polimorfonucleares en la mucosa de la lámina propia (I-Iomick R.B., 1988).

3.2.2 Fiebre tifoidea.

La fiebre tifoidea es una enfermedad sistémica, con escasa o nula participación del

intestino, y no debe ser confundida con el tiqu provocado por Rickettsiae. Generalmente se

contrae por la ingestión de agua o alimentos contaminados. El microorganismo ingresa al

cuerpo pasando a través del epitelio del intestino delgado al sistema reticuloendotelial (RES),

donde la bacteria se multiplica dentro de las células fagocíticas mononucleares en el hígado, bazo

nódulos linfáticos y Placas de Peyer (PP). La enfermedad en general es autolimitada los

síntomas pueden perdurar hasta 4-5 semanas, en algunos casos pueden ocurn'r severas

hemorragias intestinales con peritonitis.





3.3 Importancia e incidencia de las infecciones por Salmonella.

3.3.1 Incidencia de fiebre tifoidea.

Con respecto a la incidencia de la fiebre tifoidea en nuestro país durante el período 1990

92 se registraron 888 casos, las tasas más altas se encontraron en Catamarca, Salta, Jujuy y

Entre Ríos (Boletines epidemiológicos nacionales 1990, 1991, 1992).

3.3.2. Incidencia de salmonelosis.

Los datos de la Organización Mundial de la Salud sobre salmonelosis en humanos

indicaron que entre 1979-87 las infecciones causadas por S. enteritidis incrementaron tanto en

Europa como en América (Rodrigue D.C. y col., 1990).

Se estima que la fuente principal de las salmonelosis son los alimentos de origen animal,

y en particular, las carnes rojas y blancas y productos sin pasteun'zar preparados con huevos

(Padula E. A. y col., 1988), El comercio internacional de piensos y alimentos hace que se

tienda a la prevalencia de un serotipo en el orden mundial: S. enten'n'dis (Fernández M.C.y

Frade A.H.).

En nuestro país, los estudios de las diarreas infantiles muestran que Salmonella se aisla

en alrededor de un 8% de los casos (Vidal P. y col., 1988). En un estudio epidemiológico en

el que se evaluó la frecuencia de enteropatógenos aislados durante 1982-87 en 18 provincias de

la Argentina,de 8466 cepas analizadas se observó una gran prevalencia de Salmonella (2882

cepas) de origen humano (Vidal y col., 1988).

En la Argentina durante el período de 1986-88 se registraron 39 brotes de enfermedades

transmitidas por alimentos producidos por Salmonella emeritidis. En este pen'odo fueron

afectadas más de 2500 personas en distintas provincias, caracterizándose el cuadro clínico por

síntomas graves tales como fiebre, diarrea, vómitos y gran deshidratación. La principal fuente

de infección se relacionó con la ingestión de huevos crudos, consumidos en forma _demayonesa
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artesanal. Durante 1989 hubo un aumento en el número de brotes registrandose un total de 23

( Eiguer T. y col., 1990).

En un estudio realizado en el hospital de niños "R. Gutierrez" de Santa Fé durante el

pen'odo 1981-1990, se aislaron 20 serova-n'edades de Salmonella. En 1981 el 98% de las cepas

correspondió a S. typhimurium, a partir de 1986 se comenzó a aislar S. enteritidis, la que en

1990 predominó notablemente (36 sobre un total de 48) (Mayoral C. y col., 1992). Con

respecto a los datos de otros paises, en los E.E.U.. en 1990 S. enteritidis se convirtió en el

serotipo predominante de las infecciones humanas por Salmonella, superando a S. ryphimun'um

(Centers for Disease Control, 1991). El aumento de la infecciones por S. enteritidis en humanos

está asociado en parte con cáscara de huevos (Telzak EE. y col., 1990). Gallinas con

infecciones subclínicas del tracto reproductivo pueden transmitir la bacteria a los huevos intactos

(Humphrey T.J. y col.E.E. U.U. ). Entre 1985 y 1989, el 78% de los brotes de S. enten'tidis

en los que se identificó un vehículo alimentario este contenía huevos crudos o parcialmente

cocidos (Tauxe R. y col., 1990)

3.4 Invasión y defensas del huésped.

La salmonelosis refleja el resultado de la confrontación entre las defensas del huésped

y los determinantes de virulencia bacterianos. Las células de Salmonella ingeridas deben superar

varios mecanismos de defensa, no específicos que operan a nivel del tracto intestinal (Pavia y

col, 1990). Si la bacteria logra evadir estos primeros mecanismos de defensa, se une a

receptores de las células epiteliales mediante sus fimbrias de tipo l. El complejo patógeno

receptor es intemalizado en una vesícula, este proceso que se denomina endocitosis, requiere de

microfilamentos funcionales del huésped y de una síntesis bacteriana activa tanto proteica como

de ácido ribonucleico (Williams y col., Finlay y Falkow, 1989). 1a bacterias atrapadas en las

vacuolas pueden replicarse y producir enterotoxinas (Finlay y Falkow, 1988), luego ocurre una

translocación citoplasmática de las vacuolas infectadas hacia la región basal de la célula epitelial,
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liberándose una gran cantidad de bacten'as activas en la lámina propia. Las salmonellas no

tifoides, generalmente generan una respuesta inflamatoria cuya función es la de circunscribir la

infección. La habilidad de Salmonella de sobrevivir y poder replicar dentro de macrófagos

deriva en parte por la producción bacteriana de enzimas tales como superóxido dismutasa,

catalasa, y peróxido. La acción bactericida de fagocitos, sumada a la lisis generada por

linfocitos T killer y y la activación del complemento sérico circunscriben la infección no

tifoidea a una manifestación local intestinal, sin participación sistémica. Los eventos descriptos

también ocurren en una infección por S. Iyphí , pero en este caso la enfermedad es mucho más

severa y genera una mayor respuesta inmune. S. typhi puede ingresar al torrente sanguíneo

directamente a través de los capilares de los tejidos, o como resultado del drenaje linfático de

los tejidos dentro del conducto torácico y posterior entrada a la vena porta. Luego los

microrganismos migran al higado, bazo o médula ósea donde replican dentro de macrófagos

residentes. En el tránsito de la bacteria desde el intestino hacia el conducto torácico, varias

células de S. typhi son filtradas a través de los nódulos linfáticos vecinos, donde se generan

respuestas inmunes específicas. Estas respuestas inmunes involucran una respuesta humoral como

celular (D’Aoust J.Y., 1991).

4. Sistema inmune de la mucosa intestinal.

El intestino es el órgano de mayor tamaño del sistema inmune del organismo.

Comprende el 70%-80% de las células productoras de anticuerpos, y produce más IgA

secretoria (50-100 mg/Kg de peso corporal/ día) que la producción total de IgG en el cuerpo

(aprox 30 mg/kg/día) (Brandzaeg P., 1989). El sistema inmune local intestinal posee dos

funciones principales: la protección en contra de infecciones entéricas, y la protección en contra

de la captación y/o respuesta inmune contra antígenos alimentarios que pueda ser no beneficiosa

para el individuo (Hanson L.A., 1989).

Los antígenos que son administrados en forma oral son tomados en las PP del intestino,
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tarde.

4.2. Ensayo de placa para la titulación de los lisados transductores.

La determinación del título de los lisados transductores obtenidos según la metodología

descripta en el punto anterior, se realizó mediante un ensayo de placa. Para ello se realizó un

cultivo de la cepa partental S. enteritidís , en medio LB + C12Ca2.5 mM a 37°C con agitación,

a partir de un cultivo de 18 hs de incubación crecido en LB. El cultivo se incubó hasta una DO

correspondiente a 2 x 108UFC/ml. Por otro lado se hicieron diluciones seriadas al décimo de

los respectivos lisados. Dichas diluciones se llevan a cabo con caldo P22 (cada 20 m1: LB 15

ml, sales E: 5 ml, glucosa 40%: 0.1ml, CIZCa 1M: 0.05 ml). En un tubo de ensayo se

mezclaron 0.3 ml del cultivo con 0.1 ml del lisado diluido, la mezcla de fago y bacteria se

incubaron en estufa a 37°C durante 15 min para permitir la adsorción del fago a la bacteria.

Luego se agregó 3 ml de agar L.B. al 0.5% a cada uno de los tubos, la mezcla se volcó sobre

una placa con una base de agar LB + C12Ca.La incubación de las placas se realizó en estufa

a 37°C.

4.3. Ensayo de transducción.

Se realizó un cultivo de la cepa receptora, en forma similar a la descripta en el ensayo

de placa. Las m.o.i utilizadas fueron del orden de l y 10, en cada experimento. Los volúmenes

de fago y bacteria fueron de 0.2 ml cada uno, las mezclas de fago y bacteria se incubaron 15-20

min a 37°C, luego se les agregó 10 ml de LB fresco + etilén-glicol-tetra-acéüco (EGTA) en una

concentración final: 10 mM. La metodología que se siguió en los pasos posteriores se describe

en el siguiente esquema.



l

l FAGD + BACTERIA 10 m1 CALDD + EGTA 41

I INCUBACIDN A 28°C:
durante 18 hs

l

INCORPORACION DEL BEN TS
AL GENDMA BACTERIAND

V

l CICLO DE ENRIQUECIMIENTDA]

ENRIQUECIMIENTO: se cambia
temperatura dc incubácíén de

88°C a 87°C. Agregado de
ampicilina

V

BUSQUEDA DE TRANSDUCTANTES
TERMOSENSIBLES

'El momento del agregado de la ampicilina (0.2 mg/ml) varió en base al tiempo de crecimiento
residual, a la temperatura restrictiva, de la mutación ts a transferir.

Búsqueda de las transductantes:

Para facilitar el aislamiento de las transuctantes ts, se diseñó una metodología que

consistió en una vez finalizado el ciclo de enriquecimiento y los lavados, realizar siembras de

la dilución adecuada (aprox. 100 UFC/placa), que se incuban a 28°C durante 18 hs, hasta que

las colonias presentan el tamaño de una cabeza de alfiler. Luego se cambió la temperatura de

incubación de las placas a 37°C, y se continó incubándolas durante 24 hs más (Ver esquema).

Para cada una de las mutaciones ts que se transdujeron, se realizaron placas de screening control

con una mezcla de la cepa salvaje y la cepa ts original.
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4.5. Caracterización en medio líquido de las mutantes ts

"limpias".

Las mutantes ts transferidas al genoma salvaje fueron caracterizadas con respecto a su

crecimento en medio liquido.

Las curvas de crecimento se realizaron a partir de diluciones (1/50), de cultivos de 18 hs a 28°C

como se describió en el punto 3.2. Las curvas de cada una de las mutantes ts "limpias" se

realizaron en paralelo con sus respectivas cepas ts parentales. De las curvas de crecimiento

obtenidas se calcularon el tiempo medio de generación, indice de duplicación y tiempo de

crecimiento residual, como se describió anteriormente. También se determinó el indice de

reversión de las mutantes ts transductantes, en cada experimento se recalculó el indice de

reversión de las mutantes ts originales.

4.6. Aislamiento de las mutantes Thy- y Thy- ts.

Las mutantes Thy- (auxotrofía para timidina) se aislaron según (Ahmed Z.U. y col.,

1990). Células de la cepa salvaje cultivadas durante 18 hs en TSB (con 200 ug/ml de timina) se

sembraron en placas de TSA, conteniendo 200 ug/ml de timina y 30 ug/ml de trimetopn'm

(agente selectivo). Las colonias resistentes a trimetropin, se reaislaron en placas con el agente

selectivo y luego se analizaron en medio mínimo para determinar el requerimiento de timina.

Para el aislamiento de la doble mutante Thy- ts, se siguieron los procedimientos antes descriptos,

pero utilizando la cepa E/1/3 L (cepa S. enteritidis con 1amutación ts E/1/3 transferida mediante

transducción con el fago P22) y la cepa E/l/3.

5. Estudios en animales.

Se emplearon ratones de las cepas exocriadas Swiss y CF 1, y de la cepa endocn'ada
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Balb/C; los cuales llevaron un régimen de alimentación normal, y fueron controlados diaria

mente.

5.1. Determinación de la dosis letal 50 (DL50) para S. enteritidis.

Para el cálculo dela DL50 i.p. , grupos de 10 ratones ya sea de las cepas exocriadas Swiss

y CF 1, como de la cepa endocriada Balb/c fueron inyectados i.p. con un volumen de 0.2 ml de

suspensión bacteriana de diferente densidad. Para el cálculo de la DLSO oral grupos de 10

animales fueron privados de agua durante un pen’odo de 4-5 horas y luego se les dió a tomar

suspensiones bacterianas en solución fisiológica con COgHNa al 3 % en un volumen de 0.02 ml.

La mortalidad de los animales fue registrada diariamente, durante 30 días. Tanto la DLSO i.p.

como oral se calcularon mediante el método de Reed y Muench.

5.2. Inmunización y desafío.

5.2.1 Vía intraperitoneal.

En los pn'meros ensayos de protección el esquema de inmunización que se adoptó,

consistió en la inoculación por vía i.p. de los animales con dosis variadas (105 a 10a

UFC/animal) de las mutantes ts, a los 14 días de la inmunización se realizaron desafíos, por vía

i.p., con distintas dosis de la cepa salvaje virulenta.

Una vez determinada la dosis inmunizante óptima por vía i.p., se realizaron ensayos de

protección inmunizando diferentes grupos de animales con distintas mutantes ts. Se utilizaron

dos esquemas de inmunización uno consistió en administrar dos inmunizaciones espaciadas por

una semana realizando el desafío a los 7 días. El otro esquema adoptado se realizó como

administrando una sola inmunización. A los 14 días se realizó el desafío con la cepa virulenta

por vía i.p. en los diferentes grupos. En todos los experimentos de protección i.p. se determinó
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la sobrevida de los animales durante los 14 días posteriores al desafío.

5.2.1. Vía oral.

Se utilizaron grupos de 8-10 ratones los que se inmunizaron por vía p.o. con una dosis

de 10'° UFC/animal de diferentes cepas ts. La inoculación de los animales p.o. se llevó a cabo

como se describe en (R.Curtiss y S.M. Kelly, 1987), pn'vándolos de ingerir agua durante un

período de 4 a 5 hs, y luego dándoles a tomar 10 ul de solución salina + CO3HNa al 10%,

luego se les dió la suspensión bacteriana, en un buffer salino con gelatina, en un volúmen de

30 ul. Se siguieron diferentes esquemas de inmunización, el Grupo a: recibió dos

inmunizaciones p.o. en los dias 0 y 4; Grupo b, recibió dos administraciones p.o. en los dias

0 y 4 más una inoculación i.p. (107 UFC/animal) en el día 18. Los animales se desafiaron al

día 25 por la ruta oral con 100 a 250 D150 de la cepa virulenta de S. enteritidis.

5.2.3. Vía intragástrica.

En estos experimentos los animales se inmunizaron por la ruta i.g. recibiendo una o dos

dosis en los días O y 7, y se desafiaron por vía oral con 100 DLSO de la cepa virulenta, 21 dias

después de la última inmunización. La inoculación de los animales por vía i.g. se realizó

utilizando una sonda unida a una jeringa por una aguja sin punta, el volúmen del inóculo en este

caso fue de 0.5 ml.

En todos estos experimentos se determinó la mortalidad de los animales durante un período de

30 días.

5.2.4. Determinación del grado de colonizacion esplénica post-desafío.

Como un parámetro de la protección se determinó la colonización esplénica por la cepa

virulenta luego del desafío. Cinco a ocho días luego del desafío con la cepa virulenta, ya sea

en forma i.p. o p.o. se determinó el grado de colonización esplénica en los grupos inmunizados

2-11



y en un grupo control. Grupos de 5 animales fueron sacrificados por dislocación cervical, se

extrajeron los bazos que fueron homogenizados en 3 ml de solución salina, luego se sembraron

diluciones apropiadas en placas de TSA.

5.3. Permanencia de las cepas mutantes ts y de la cepa parental en

diferentes órganos.

5.3.1. Inoculación de los animales.

Estos ensayos consistieron en la inoculación p.o con 109UFC/animal ó por vía i.g con

10'° UFC/animal de diferentes mutantes ts y de la cepa salvaje. La infección de los animales

p.o. e i.g. se llevó a cabo como se describió en los puntos 5.2.2 y 5.2.3.

5.3.2. Determinación del grado de colonizacióny permanencia.

La colonización y la permanencia de las cepas ts y parental en PP y bazo y la excreción

de las mismas en heces, se determinaron durante los primeros 4 días después de la inoculación

p.o.. En el caso de la inmunización i.g. se evaluó la permanencia de las cepas ts a los l, 4, 7,

y 15 días luego de la administración.

En ambos experimentos grupos de 5 animales se sacrificaron en cada tiempo. Las PP ubicadas

a lo largo del intestino delgado y el bazo

de cada uno de los animales se removieron en forma ascéptica. Las PP y el bazo se

homogeneizaron en 0.6 y 3 ml de solución salina, respectivamente. Los homogenatos se

diluyeron apropiadamente en solución salina y se sembraron en medio de cultivo sólido

selectivo, agar para Salmonellas y Shigellas, (SS) ó líquido de enriquecimiento (caldo Selenito)

según el caso.

También se determinó la permanencia esplénica de las mutantes al primer y quinto día

de la inoculación i.p con 107UFC/animal. Los bazos se removieron y homogeinizaron como

2-12



se describió anteriormente.

Se evaluó la excreción de las cepas ts en heces, que se homogeneizaron en salina, y se

sembraron diluciones apropiadas en placas de agar SS. Las colonias con apariencia de

Salmonella que aparecieron en las placas de agar SS se cultivaron en picos de flauta de TSI, y

fueron ensayadas con respecto a la sensibilidad a la temperatura y a la presencia del Factor 9.

6. Respuesta inmune inducida por las mutantes ts.

6.1. Determinación de anticuerpos específicoscontra S.enteritidis

6.1.1. Obtención de las muestras.

Las muestras de plasma se obtuvieron sangrando a los animales del seno retrorbital,

mediante la utilización de capilares heparinizados. La obtención de las muestras de los lavados

intestinales, se realizó como se describió previamente (Elson C.O. y col., 1984). Se extrajeron

los intestinos delgados através de los que se pasaron 2 ml de una solución de un inhibidor de

tripsina de soja (0.1 mg/ml), en EDTA 50 mM. El líquido de lavado se diluyó al medio con

buffer de fosfatos salino (PBS), el material se dispersó muy bien con una varilla de vidrio y

luego se mezcló vigorosamente. La suspensión fue centrifugada 10 min a 3500 rpm, por cada

rnl del sobrenadante obtenido se agregaron 10 ul de fenil-metil- sulfonil-fluoruro (PMSF) 100

mM en 95% de etanol. Se centrifugó el sobrenadante a 15.000 rpm durante 20 min, al

sobrenadante se agregó PMSF en la misma proporción que en el paso anterior y azida sódica

al 1% (lOul cada 1 ml). Finalmente se mantuvo 15 min en hielo y se le agregó suero fetal

bovino (lOOul cada 1 ml).

6.1.2. Preparación del antígeno.
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Para los ensayos de ELISA y ELISPOT se utilizó como antígeno la bacteria salvaje

muerta que se preparó tratando un cultivo 30 min a 100°C. Las células muertas se recuperaron

por centrifugación, se lavaron con solución salina y se resuspendieron en buffer de bicarbonato

de sodio, en un volúmen tal que proporcionara 2 x 107bacterias en 50 ul.

6.1.3. Ensayo de ELISA.

Se determinaron inmunoglobulinas G (IgG), M (IgM), y A (IgA) específicas contra células

enteras de S. enteriditis usando una modificación del método ELISA (del inglés: Enzyme-Linked

Immuno-Sorbent-Assay) descripta previamente (Sordelli D.O. y col., 1987). Se utilizaron

microplacas de 96 pocillos (Immulon 2 plates, Dynatech, Alexandria, VA). Las microplacas

se recubrieron con el antígeno colocando 50ul en cada pocillo y se incubaron 18 horas a 4°C.

Luego se lavaron con solución de lavado conteniendo 1% de seroalbúmina bovina y 0.05% de

Tween 20. Posteriormente se agregó solución bloqueante con seroalbúmina al 2 % y se

incubaron durante 30 min a temperatura ambiente seguido de tres lavados. Se adicionaron luego

50 ul de las diluciones seriadas de las muestras de sueros o líquidos de lavado intestinal y las

placas se incubaron durante 60 min a 37°C. Los anticuerpos no unidos fueron lavados y luego

se hizo una incubación con inmunoglobulinas anti-ratón conjugadas a fosfatasa alcalina, durante

60 min a 37°C. Las microplacas se lavaron nuevamente, se adicionó el sustrato de la enzima (p

nitrofeníl fosfato) y se lo incubó durante 30 min a temperatura ambiente, protegidas de la luz.

La intensidad de la reacción se midió en un lector de ELISA a una longitud de onda de 405 nm.

6.2. Determinación de células productoras de anticuerpos específicoscontra

S. enteritidis (ELISPOT).

Se investigó la presencia de células secretoras de anticuerpos específicos contra S.

enteritidis usando el ensayo ELISPOT (del inglés: Enzyme-Linked-Immunospot) en fase sólida
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descripto previamente (Sedgwick J .D. y Holt P.G., 1983; Czerlcinsky C. C. y col., 1983).

Placas de 24 pocillos (Linbro Chemical Corp. Inc., USA) se recubrieron con el antígeno

colocando 0.5 m1de la suspensión celular en cada pocillo y haciendo una incubación de 18 horas

a 4°C. Las placas cubiertas se lavaron con solución de lavado conteniendo PBS y 0.05% de

Tween 20, luego se adicionaron diluciones de las suspensiones celulares (provenientes de bazo

ó de ganglio mesentérico) en un volúmen de 0.5 ml y las placas se incubaron durante 60 min

a 37°C en una atmósfera con 5% de C02. Las células que no se unieron se removieron,

realizando dos lavados con PBS-TWEEN. Luego se realizó una incubación con inmunoglobulinas

anti-ratón conjugadas a fosfatasa alcalina, durante 60 min a 37°C. Las placas se lavaron nueva

mente, se adicionó 0.5ml de la mezcla agar sustrato (5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato) y luego

de un minuto a temperatura ambiente para permitir la solidificación, se incubaron 30 a 60 min

a 37°C. Las células productoras de Ig específicas aparecen como puntos azules los que fueron

enumerados invirtiendo las placas sobre una fuente de luz.

6.3. Estudios de inmunidad celular.

6.3.1. Prueba de estimulación de linfocitos.

Se extrajeron linfocitos de gangios linfáücos mesentéricos (LGM) y de bazo (LB), de

animales inmunizados por via i.g. y de animales controles de acuerdo con la técnica descripta

previamente (Petersen JW, y col., 1992). Los linfocitos de LGM y LB se prepararon en medio

de cultivo RPMI 1640, suplementado con L-glutamina , suero fetal bovino al 10% (Gibco) y con

antibióticos (Gentarnicina 50 ug/ml). Las células se lavaron dos veces y se resuspendieron en

un volúmen apropiado de medio RPMI completo. Luego se cultivaron en microplacas de 96

wells (Gibco,NY) por triplicado.

Los cultivos se incubaron durante 3 días a 37°C en una atmósfera de 5% de C02. Veinte horas

antes de cosechar las células, se adicionó a cada pocillo 0.7 uCi de [’I-I]-timidina.
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6.3.2. Cuantificación de IFN-‘r.

Las células provenientes de ganglio mesentén'co y bazose aislaron y cultivaron como se

describió en 6.3.1. Luego de 72 h de cultivo, se recolectaron los sobrenadantes de los cultivos

y se conservaron a -70°C. El IFN-r en los sobrenadantes _secuantificó utilizando un kit para

IFN- de ratón (Genzyme, Cambridge, Mass).

7. Consideraciones estadísticas.

Las consideraciones estadísticas de muestras sin distribución normal se llevaron a cabo

por medio del contraste de la suma de rangos usando el programa RANKTEST del paquete

estadístico EPISTAT (Tracy L. Gustafson, MD, Round Rock, Texas, USA). Para aquellos

experimentos en que se obtuvieron datos con distribución normal, se utilizóel test t de Student

del mismo paquete etadístico. Para la comparación estadística de proporciones, se utilizó el test

exacto de Fisher, también del paquete estadístico EPISTAT.
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3. Resultados



Estudios para la obtención, aislamiento y caracterización de

cepas ts de S. enteritidis.

Objetivo 1

Obtención y aislamiento de mutantes termosensibles (ts) de S. enteritidis mediante

mutagénesis con luz U.V. seguido de ciclos de enriquecimiento con Ampicilina.

1. Determinación de las condiciones experimentales.

1.1. Tiempo de exposición a la irradiación UV.

Se hicieron ensayos para determinar 1a viabilidad de la cepa salvaje de S. enteritidis,

luego de la irradiación con UV. En la TABLA 1 se muestran los resultados de dicho estudio.

Como puede observarse, una exposición tan corta como 30 seg produjo una muerte de 99,60 %.

TABLA 1 Viabilidad de Salmonella enterüidis luego
de la irradiación luz ultravioleta"

Tiempo de Concentración MORTALIDAD
irradiación bacteriana (%)

(seg) (UFC/ml)

0 1.7 x 10a 0

30 4 x 10‘ 99.60

60 6 x lOs 99.60

90 3 x lOs 99.80

120 1.5 x 10’ 99.90

180 5 x 10‘ 9.97

'I.a irradiación se realizó bajo lampara UV de 30 W a una distancia de 85 cm.
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A fin de favorecer la producción de mutaciones se analizaron distintas soluciones para

la resuspensión del cultivo bacteriano. Los componentes presentes en el caldo de cultivo

absorben la luz UV, y por consecuencia se disminuye indirectamente la acción de ésta sobre la

bacteria. Específicamente se utilizaron soluciones salinas simples, SO4Mg 0.1 M y

ClNa 0.15 M. No se encontraron diferencias entre las dos soluciones.

1.2. Concentración de Ampicilina para el ciclo de enriquecimiento.

Los experimentos de mortalidad bacteriana por ampicilina demostraron que una

concentración del antibiótico de 0.2 mg/ml provocó una mortalidad del 99.99% de la población

bacteriana. Esta concentración se utilizó en todos los ciclos de enriquecimiento utilizados.

2. Obtención de las mutantes ts.

Los experimentos de mutagénesis fueron descriptos en detalle en Materiales y Métodos.

2.1. Aislamiento

El aislamiento de las mutantes se realizó sembrando en réplica, las colonias obtenidas de

los experimentos de mutagénesis. Se utilizaron dos placas una incubada a 28°C y otra a 37°C,

de las que se seleccionaron las colonias que presentaron un crecimiento diferencial [FIGURA

l].

De dos experimentos de mutagénesis se obtuvieron un total de 79 colonias con

características de termosensibilidad en su crecimiento, lo que representó en promedio un 4 %

del total de las colonias sembradas. Todas las mutantes fueron analizadas de acuerdo a su

crecimiento en medio sólido y en base a estas características se preseleccionaron 40 mutantes,

éstas fueron a su vez analizadas respecto a su crecimiento en medio líquido.
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Figura 1. Siembra en réplica de colonias obtenidas de un experimento tipo de mutagénesis. La
placa de la derecha fue incubada a 28°C y muestra el crecimiento de la totalidad de las estn'as,
comparable al crecimiento de la cepa parental (última estría). La placa de la izquierda fue
incubada a 37°C y en ella puede observarse la falta de crecimiento de varias mutantes
termosensibles.



Objetivo 2

Caracterización de las mutantes ts en base a su crecimiento en medio sólido y mediante

cultivos en medio líquido. Evaluación de la frecuencia de reversión de las mutaciones ts al

fenotipo salvaje.

2.1. Selección de las mutantes ts en base a su crecimiento en medio sólido.

Cada una de las estrías que presentó un crecimiento diferencial (FIGURA 1), fue

sembrada en réplica a las dos temperaturas, utilizando un cuarto de placa (FIGURA 2). De ésta

manera se consiguió el aislamiento de cada mutante y una primera caracterización de su

crecimiento en medio sólido.

Figura 2. Aislamiento en réplica de cuatro mutantes termosensibles obtenidas en experimentos
de mutagénesis. La placa de la derecha proviene de una incubación a 28°C, mientras que la
placa de la izquierda fue incubada a 37°C. »
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En esta etapa se descartaron las bacterias que presentaron un crecimiento excesivo a la

temperatura restrictiva. Las mutantes seleccionadas se conservaron a -20°C en DMSO (dimetil

sulfóxido) hasta su caracterización en medio líquido. Se caracterizaron 79 mutantes mediante

el crecimiento en medio sólido de ellas se seleccionaron 21 mutantes para estudios posteriores.

En la Tabla 2 se describe como ejemplo el crecimiento de algunas mutantes.

TABLA 2. Crecimiento en medio sólido de mutantes de diversos fenotipos

MUTANTE CRECIMIENTO A CRECIMIENTO
37°C A 28°C

C/7/6 origen' y transversal" muy bueno

C/2/2 origen, transversal muy bueno
y primer líneac

C/5/32 origen y transversal muy bueno

H/ 1/6 escaso en origen muy bueno

H/2/26 sin crecimiento muy bueno

D/2/5 origen, transversal, muy bueno
primera y segunda

linea.

E/l/3 origen y transversal muy bueno

'Refiere a la estn'a original de la siembra en placa de agar.
bRefiere a la primer estrfa transversal de la siembra en placa de agar.

‘Refiere a la segunda estrr'a transversal de la siembra en placa de agar.

2.2. Crecimiento en medio líquido

Luego del análisis del punto anterior se selecionaron tres mutantes de diferentes

características, las que se cultivaron en medio líquido a las temperaturas perrnisiva o restrictiva.

Se construyeron curvas de UFC vs tiempo y DO vs tiempo, y se comprobó la correlación directa



entre UFC y DO para las dos temperaturas de incubación. En las Figuras 3, 4 y 5 se pueden

ver las curvas de crecimiento de las mtantes H/2/26, C/2/2 y E/1/3.
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Figura 3. Curvas de crecimento de la mutante H/2/26 a 28°C y a 37°C, cuadros de la izquierda
y de la derecha respectivamente. A los tiempos indicados se midió la absorbancia a 600 nm y
se tomaron alícuotas que se diluyeron apropiadamente para determinar la viabilidad bacteriana.
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Figura 4. Curvas de crecimento de la mutante C/2/2 a 28°C y a 37°C, cuadros de la izquierda
y de la derecha respectivamente. A los tiempos indicados se midió la absorbancia a 600 nm y
se tomaron alícuotas que se diluyeron apropiadamente para determinar la viabilidad bacteriana.

15'10
T .' . ° ‘emp Incub 28 C . Temp. mcub. 37°C

o—o 0.o. 6-8U9'C0/ l ¿('99OUFC l "1-000 “ _ m J'/m ./ /Q/.,O
_ m9- e ’
E C / -—1E9
\ O . Éo o \
L5 e / oo LLo2 o/ 3

—-o.1oo -— /0/ oo '//
I 1 l l | l 5 i l 1 l l. . y 5 . . . . O ' ' '. i u . i i E7

O 50 120 180 240 300 360 420 .480 0 60 120 180 240 300 360 420 430 540
Tiempo (min)

Figura 5. Curvas de crecimento de la mutante H/2/26 a 28°C y a 37°C, cuadros dela izquierda
y de la derecha respectivamente. A los tiempos indicados se midió la absorbancia a 600 nm y
se tomaron alícuotas que se diluyeron apropiadamente para determinar la viabilidad bacteriana.



Las 21 mutantes seleccionadas por su crecimiento en medio sólido fueron caracterizadas

en medio líquido construyendo curvas de DO vs tiempo. Del análisis de dichas curvas se

determinaron los siguientes prámetros; TCR: Tiempo de crecimiento residual; TMG: Tiempo

medio de generación; ID: Indice de duplicación. El ID se calcula de acuerdo a la siguiente

fórmula: LOG DOfinal - LOG DOinicial/LOG2. De cada una de las mutantes se determinó

además el índice de reversión. Los valores de los parámetros correspondientes a las mutantes

seleccionadas se encuentran en la TABLA 3.

2.3. Otros parámetros determinados en las mutantes.

Con el fin de comprobar si las principales características de la cepa salvaje se mantenían

en las cepas mutantes se analizó la capacidad de fermentación de azúcares, la infección por el

bacten'ófago P22 y la presencia del antígeno somático O. Como existen antecedentes (Jacobson

A. y Gillespie D. , 1968) de mutantes ts en el crecimiento en medios ricos que al ser transferidas

a un medio mínimo (MM) alteraban su patrón de crecimiento termosensible, se analizó el

crecimiento en MM de las cepas ts que se utilizaron en los ensayos posteriores.

2.3.1. Fermentación de azúcares

La fermentación de azúcares fue determinada mediante el crecimiento de las bacten'as en

picos de flauta de agar TSI. La cepa parental de S enten'tidis presenta medio básico en la

superficie,producción de ácidos en profundidad y producción de ácido sulfídrico que se evidencia

por la precipitación de SFe en el medio.



TABLA 3. Características de crecimiento en medio líquido de mutantes representativas
de un total de 24 analizadas.

MUTANTE INDICE INDICE TPO MEDIO CRECIMIENTO
REVERSION DUPLICACION GENERACION RESIDUAL

(min) (hs)

H/2/26 4.7 x 10" 0 60 0

H/3/30 5 x 10‘ 0 54 0

H/l/6 4 x 107 0.3 48 0.75

H/2/22 ND 1.0 63 0.5

D/3/51 3 x 10'7 1.0 72 2

H/3/8 6 x 10" 1.0 72 2

H/2/6 ND 1.3 60 3

. D/2/5 S x 10‘ 2.0 45 4

D/3/7 >7 x 10" 2.0 54 3

BIS/27* >l x104 2.0 42 3.7

G/2/20* >2 x 10‘ 2.0 75 1.5

C/7/6 1.2 x 10" 3.0 55 3.5

C/3/6 2.7x 10" 3.2 63 4.33

C/7/5 2.8 x10‘7 3.3 51 4.83

C/4/56 4.2x10" 3.3 53 3.75

CIS/32 l x 10" 3.5 65 5

C/2/2 9 ¡10" 4.0 63 4.5

E/1/3 2 x 107 6.0 48 7

Mutante descarada

Las mutantes descn'ptas en la TABLA 3, al ser incubadas a 28°C durante 24 hs tuvieron

un patrón fermentatívo igual al de la cepa salvaje.

2.3.2. Infección de las bacterias por el bacteriófago HTP22

Todas las mutantes obtenidas fueron infectadas por dicho bacten'ófago (específico de
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Salmonella) las placas de lisis resultaron anilladas, características de la S emeritidis al ser

infectada por P22.

2.3.3. Determinación de antígenos somáticos.

Se hicieron reacciones de aglutinación utilizando antisueros anti-antígenos somáticos, en

este caso se utilizó el antisuero anti Factor 9, presente en S enteritidis. La aglutinación fue

positiva para la totalidad de las mutantes.

2.3.4. Crecimiento en Medio Mínimo

Se determinó el crecimiento en placas de medio mínimo de las mutantes H/2/26, C/2/2

y E/l/3 comparado con el crecimiento de la cepa parental. Al incubar las placas a 37°C no hubo

crecimiento de ninguna de las mutantes, las placas incubadas a 28°C luego de 48 hs de

incubación presentaron un crecimiento similar al de la cepa salvaje.

Conclusiones parciales:

Se caracterizaron 79 mutantes mediante el crecimiento en medio sólido, de ellas se

seleccionaron 21 mutantes para estudios de crecimiento en medio líquido. De estos se hallaron

mutantes de diferentes fenotipos, con índices de duplicación que variaron entre 0 y 7. Todas

las cepas ts descriptas mantuvieron las características de la cepa salvaje analizadas. La termo

sensibilidad resultó independiente del crecimiento de las cepas en diferentes medios (las mutantes

mantuvieron su termosensibilidad tanto en TSA como en MM).
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Analisis de diferentes cepas ts, en cuanto a su potencia como

inmunógenos protectivos y a su inocuidad.

Objetivo 3

Ensayos de la inocuidad e inmunogenicidad de las cepas ts halladas, utilizando la via

sistémica para la inoculación de los animales.

3.1. Cálculo de la DL50 por vía i.p.

La DL,o se calculó en ratones de las cepas exocriadas Swiss y CFl y en ratones de la

cepa endocn'ada Balb/C, según se describe en la metodología. Se encontró que la dosis de S.

enteritidis capaz de producir la muerte de la mitad de los animales inyectados fue menor de 10

microorganismos para cualesquiera de las cepas murinas utilizadas.

3.2. Determinación del grado de avirulencia de mutantes ts de diferentes

fenotipos:

Previamente a realizar los estudios de protección se inocularon por via i.p. diferentes

grupos de animales con dosis variadas de las cepas ts. El fin de estos expeimentos fue

determinar el grado de atenuación de las mutantes al ser inoculadas por vía sistémica. Al

inocular los animales con dosis de hasta 107UFC/animal (equivalente a > 106DLSO/animal de

la cepa virulenta) la sobrevida de los mismos fue de un 100%. Al utilizar dosis de 10‘

UFC/animal hubo distintos grados de mortalidad de acuerdo a la cepa ts inoculada. Los

resultados de dichos experimentos se hallan resumidos en la Tabla 4.
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TABLA 4. 'Sobrevida de ratones inoculados con mutantes ts de S. enten'tidis.

" DOSIS ¡1/2/26 ¡1/3/10 C/2/2 1-:11/3(UFC/animal)

II 10° 100% (8/8)b 100% (8/8) 100%(8/8) 100%(8/8)

II 107 100% (8/8) 100% (8/8) 100%(8/8) 100%(8/8)

lL 10’ 88% (7/8) 75% (6/8) 25%(2/8) 100%(8/8)

'I.a sobrevida se registró durante los 30 días siguientes a la inoculación de los animales.
bNúmero de animales vivos/número total de animales inoculados.

3.3. Determinación del plan de inmunización más apropiado.

Para poder determinar la dosis inmunizante más adecuada se realizó un primer ensayo

de protección utilizando como inmunógeno a la cepa C/2/2. Se utilizaron grupos de 8 ratones

de la cepa Swiss de 6 a 8 semanas de vida, los que recibieron diferentes dosis de inmunógeno

en una sola inoculación i.p. Dos semanas luego de la inmunización los animales fueron

sometidos al desafío por vía'i.p. con la cepa salvaje de S enteritidis, en una dosis equivalente

a > 100 DLSO. La sobrevida de los animales fue registrada en forma diaria durante dos

semanas. l

En la Figura 6 se muestran resultados de protección obtenidos tras la inmunización con

la mutante C/2/2. Al día 5 del desafío murieron todos los animales pertenecientes al grupo

control. En el día 10, la sobrevida fue del 12, 50 y 75 % para los animales inmunizados con las

dosis 105, 106y 107UFC, respectivamente. Hacia el fin del ensayo, sobrevivieron el 37 % de

los animales inyectados con la dosis 106y el 62 % de aquellos que habían recibido 107UFC de

la mutante.
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Figura 6. Protección (% de animales sobrevivientes) luego del desafío con > 100 DLSO de la
cepa salvaje, de animales inmunizados con dosis de 105, 106 y lO7 UFC/animal de la mutante
termosensible de S enterítídis C/2/2. Diferencia significativa con p<0.05 [*] respecto al
control.

En base a los resultados obtenidos se realizó un ensayo de protección, en el que se

incluyeron dos dosis inmunizantes, para comprobar si se incrementaba la inmunidad otorgada

por una sola dosis. En este experimento se comparó la protección inducida con diferentes dosis

ya sea de la cepa ts C/2/2 o de la cepa virulenta muerta por calor. Los resultados de la

sobrevida de los animales 15 días posteriores al desafío se encuentran en la TABLA 5. El grupo

que recibió dos dosis de 107UFC/animal de la cepa C/2/2, estuvo protegido en un 55 %. Como
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se puede apreciar, la administración de dos dosis inmunizantes no incrementó la inmunidad

protectiva generada por la cepa C/2/2. La inmunización con la cepa salvaje muerta por calor

no indujo una inmunidad protectiva significativa en ninguno de los grupos.

TABLA 5. Protección de animales inmunizados con la mutante C/2/2
o la cepa salvaje muerta por calor (SMC)"

H INMUNIZACION C/2/2 SMC

II 2 dosis lO7UFC/animal 55% (5/9)h 8% (1/12)

2 dosis 20% (2/10) 0% (0/10)
10‘ UFC/animal

“Grupos de 8 animales recibieron un plan de inmunización que consistió en dos dosis
espaciadas por 7 días, una semana luego de la última inmunización, tanto los grupos
inmuniLadoscomo un grupo control fueron desafiados con 200 UFC/animal de la cepa virulenta.
Cinco dias posteriores al desafío se produjo la muerte del 100% de los animales del grupo
control.

hDiferencias significativas con p=0.01 con respecto al control.

Los animales utilizados en el estudio de inocuidad de las mutantes ts fueron desafiados

por vía i.p. con una dosis >2000 DL50 de la cepa virulenta. Los resultados se describen en

la TABLA 6. En los grupos inoculados con una dosis de 10‘ UFC/animal, hubo distintos

porcentajes de mortalidad post-inmunización, por lo que no se podría descartar que los animales

sobrevivientes hayan sufrido una infección subletal con revertantes de la cepa parental.
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TABLA 6. Porcentaje de protección post-inmnización
con dosis de 107o 10s UFC/animal.

DOSIS H/2/26 11/3/10 C/2/2
(UFC/animal)

II 107 62% (5/8)“ 12% (1/3) 12% (1/3)

ll 10'3 43% (3/7) 67% (4/6)” 100% (2/2)

'A los 14 días de la inmunización los animales recibieron un
desafío por vía i.p con > 2000 Dl50 de la cepa salvaje. A los
5 días del desafío hubo un 0% (0/8) de sobrevida del grupo control.

bDiferencias significativas con p< 0.05 con respecto al control
calculadas mediante el test de Fisher.

Conclusiones parciales:

Las mutantes ts fueron capaces de otorgar protección contra el desafío. La administración

de dos dosis inmunizantes de 107 UFC/animal espaciadas por una semana no incrementó la

inmunidad protectiva otorgada por una sola inmunización. Así mismo al inocular los animales

con 108UFC/animal de las distintas cepas ts se registraron distintos % de muerte, por lo que

el plan de inmunización i.p. más apropiado sen’a la administración de una sola inoculación i.p.

de 107UFC/animal.

3.4. Estudios de protección.

3.4.1. Inmunización de los animales.

En el ensayo que se describe a continuación las cepas ts utilizadas como inmunógenos

fueron H/2/26, C/2/2 y FJI/3, de fenotipos no replicante, replicante y replicación extendida, y
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la cepa S enten'n'dis muerta por calor. Grupos de 13 animales de la cepa CFl recibieron una

inmunización de 107UFC/animal, de cada uno de los inmunógenos. Se determinó el grado de

colonización esplénica 14 días luego de la inmunización en 5 animales de cada uno de los grupos

inmunizados con las cepas ts. Ninguna de las mutantes ts pudo ser recuperada de los bazos de

los animales inmunizados.

3.4.2. Desafío con la cepa virulenta.

Los grupos inmunizados, más un grupo control, que no recibió ningún tipo de

inmunización, fueron desafiados 14 días luego de la inmunización con la cepa parental virulenta,

recibiendo una dosis de 103UFC/animal (equivalente a > 100 DL50). El tiempo promedio de

muerte se incrementó en todos los animales inmunizados con respecto a los controles, sin

embargo se encontraron valores similares entre los diferentes grupos inmunizados (TABLA 7).

TABLA 7. Protección inducida por la inmunización i.p
con mutantes ts de S enten'tidis'.

TPM” Protección (%) Sobrevidac

Control 7 0

E/ 1/3 8 100

C/2/2 9.3 62

H/2/26 3.2 38 (3/3)

SMC 9.2 38 (3/8)

'Grupos de 8 ratones se imunizaron i.p con una dosis de 10'lUFC/animal.

"Tiempo promedio de mortalidad de los animales no protegidos.

eProporción de animales sobrevivientes
(N° de animales vivos_/N°total de animales desañados).
Las diferencias con respecto al control se calcularon el test de Fisher’s.

La protección varió de acuerdo al inmunógeno utilizado,los animales inoculados con la
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mutante E/1/3 tuvieron un 100% de sobrevida, siendo la proporción de sobrevida (N° animales

ob revivientes/No animales desafiados) diferente a la del control (p=0.005). La inmunización

con la mutante C/2/2 otorgó una protección del 62% siendo la proporción de sobrevida diferente

al control (p=0.03). Los animales inmunizados ya sea con la mutante H/2/26 o con SMC tuvie

ron un 38% de sobrevida, no obstante esta diferencia no fue significativa con respecto al control.

3.4.3. Determinación del grado de colonización esplénica, luego del desafío

con la cepa virulenta.

A los 4 días del desafío se evaluó la colonización del bazo en animales de los grupos

inmunizados y del control. En la Fig.7 se observa que el número de UFC de S.

enteritidishalladas en bazo, fué notablemente menor en los animales inmunizados con las

mutantes ts. Cuatro días después del desafío la mediana del N° de UFC/bazo, hallados en los

animales no inmunizados fue de 5,4 x 10° (rango: 8 x 105 a 2 x 107). En los animales

inmunizados con E/ 1/3 y C/2/2, la mediana del N° de UFC/bazo fue de 9 x 103 y 8 x 103

respectivamente (rangos: 5 x 102a 2 x 10‘ para E/1/3, y 7.5 x 103 a 8 x 103para C/2/2). En

los animales inmunizados con la mutante no replicante H/2/26 la mediana del N° de UFC/bazo

de la cepa salvaje fue de 2 'x 104 (rango= 2 x 103 a 1 x105), mientras que en los animales

inmunizados con SMC la mediana de UFC/bazo recuperada fue de 4 x lO6(rango = 9 x 10‘ a

3 x 107). La mediana del N° de UFC/bazo hallado en los animales inmunizados con la cepa

El 1/3 resultó significativamente menor con respecto al encontrado en los animales que no habían

sido inmunizados. La protección conferida por los distintos inmunógenos estuvo indirectamente

relacionada con el grado de colonización del bazo por la cepa virulenta.
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Figura 7. Relación entre la protección inducida por la inmunización i.p. con 107UFC/animal
y el número de UFC de la cepa virulenta hallado en el bazo luego del desafío con > 100 DLSO
de la cepa parental virulenta. Los inmunógenos descriptos en la abcisa se encuentran en orden
creciente de índice de duplicación.
Las barras abiertas representan la protección determinada en grupos de 8 animales, mientras que
las barras cerradas representan la mediana del número de UFC de grupos de 5 animales.
La mediana del N° de UFC/bazo de los animales inmunizados con las mutantes E/ 1/3, fué
significativamente menor (p<0.05 determinada con la prueba de Wilcoxon Rank Sum).
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3.5. Determinación de anticuerpos específicoscontra S. enteritidis.

Se determinó la presencia de anticuerpos (IgG) circulantes, específicos en los animales

incluídos en el estudio de protección (3.4.2.). las muestras se tomaron 14 días luego de la

inmunización. En la TABLA 8. se hallan los valores encontrados. Puede observarse que las

mutantes ts indujeron mayores niveles de anticuerpos que la cepa parental muerta por calor.

TABLA 8. Determinación de anticuerpos circulantes
específicos (IgG) contra S. enten'tidis.

Inmunógeno Título de anticuerpos‘

Ninguno < 1/128

SHK" l/ 128

H/2/26 1/2048

C/2/2 1/4096

El 1/3 1/2048

‘El título de anticuerpos está expresado como la mayor
dilución del suero que presenta una absorbancia mayor o
igual al punto de corte (promedio del Bco + 2 desv. std.).

Conclusiones parciales:

La inmunización con las mutantes ts de fenotipo replicante E/1/3 y C/2/2, indujo una

protección significativa contra el desafío. La colonización esplénica de la cepa virulenta cuatro

días posteriores al dessafío, se relacionó en forma inversa con la inmunidad protectiva inducida

en los grupos que recibieron los distintos inmunógenos.
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Objetivo 4

Permanencia de las mutantes ts y de la cepa salvaje en el huésped luego de la inoculación

por vía oral.

Los experimentos que se describen a continuación se llevaron a cabo con el fin de conocer

tanto la permanencia como el grado de colonización del huésped, luego de la inoculación oral

con las diferentes cepas ts, y con la cepa salvaje.

4.1. Permanencia de la cepa salvaje post-inoculación p.o. con dosis bajas.

Los ensayos preliminares se realizaron con el propósito de determinar la dosis más

adecuada para los estudios de permanencia tanto de la cepa salvaje como de las mutantes. La

dosis utilizada en estos experimentos fue de S x 10° UFC/animal.

4.1.1. Permanencia en heces.

A las 5 horas de la inoculación los 4 animales analizados mostraron Salmonella en materia

fecal. A las 24 h sólo en 2 de 5 animales se detectó Salmonella, y a las 48 h no se detectó la

cepa en ninguno de los 5 animales estudiados.

4.1.2. Permanencia en Placas de Peyer.

La colonización de las PP se estudió desde el día 1 al día 5 post-inoculación, en todos los

días analizados sólo 1 de 5 animales inoculados resultó colonizado. El número de UFC/PP fue

del orden de 102al pn'mer día, aumentando al orden de 103al segundo día y manteniendose en

ese orden hasta el quinto día.



4.1.3. Permanencia en bazo.

La colonización del bazo se detectó a partir del tercer día, en 1 o 2 de 5 animales; el

número de UFC/bazo estuvo en el orden de 103.

4.2. Permanencia de la cepa salvaje en diferentes órganos post-inoculación

p.o. con dosis altas.

Los resultados anteriores demostraron que una dosis de 5 x 10‘ UFC/animal de la cepa

salvaje no produjo una infección homogénea para todos los animales, por lo que se decidió

aumentar el número de UFC a adminisüar.

En la Tabla 9 se encuentran los resultados del análisis de la permanencia de S. enteritidis

en materia fecal post-inoculación p.o. con 2 x 109UFC/animal.

TABLA 9. Permanencia de S. enten'tidis en materia
fecal post-inoculación oral.

(horas) Colonimción‘

0/6 

5 3/5 2 x 10’

24 6/6 5 x 10‘

43 4/4 8 x 10‘

72 2/2 2 x 10’

96 4/4 2 x 10’

a Proporción de animales colonizados
(N° de animales oolonizados/No total de animales inoculados)

hLos valores representan las medianas del número de
UFC/g de materia fecal de los ratones inoculados.



A partir de las 5 horas post-infección, se detectó la presencia de S enteritídis en 3 de los

5 ratones analizados. En los tiempos posteriores, el 100 % de los ratones evidenció Salmonella

en heces.

En la Figura 8, se observa la permanencia de S. enteritz'dis en PP y bazo durante los

primeros 4 días post-infección, entre el quinto y sexto día posteriores a la inoculación se produjo

la muerte de los animales inoculados. Al primer día post-inoculación, la mediana del número

de UFC en PP fue de 3 x lO2 (rango=1—4 x 102) al segundo día el número de UFC se

incrementó'en tres órdenes con una mediana de 2.4 x 105 (rango=2-3 x 105)permanenciendo

constante hasta el cuarto día , ocurriendo la muerte de los animales al día siguiente.

Al segundo día post-inoculación se halló S. enterítidís en bazo, la mediana del número de

UFC/bazo fue de 1.2 x 103(rango= 1.5 x 102 a 1.8 x 103). Luego de cuatro días, la mediana

de UFC/bazo aumentó a 7 x 107(rango = 7.3-5.8 x 107) .
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Figura 8. Permanencia de la cepa salvaje S enteritidis en Placas de Peyer y bazo luego de la
administración p.o. Los animales recibieron una dosis de 2 x 109 UFC. Se muestran las
medianas del número total de UFC halladas a los diferentes tiempos. Los números sobre cada
una de las barras indican la proporción de ratones colonizados/total inoculados.
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4.3. Permanencia de diferentes cepas ts post-inoculación p.o. con dosis
altas.

Cabe aclarar que al administrar dosis de 107 UFC/animal y 109 UFC/animal, la

permnencia de las cepas ts en los diferentes organos fue muy escasa, por lo que se inocularon

los animales con dosis mayores. Se analizó la permanencia de las mutantes ts H/2/26, C/2/2 y

E/1/3 en materia fecal, PP y bazo, luego de la inoculación p.o. con 10‘° UFC/animal.

4.3.1. Permanencia en heces.

En la Tabla 10. se hallan los resultados de la permanencia de las mutantes en heces.

Tabla 10. Permanencia de S. enteritüiis ts en materia fecal
post-inoculación oral con 10 ‘° UFC/animal'.

Tiempo H/2/26 C/2/2 E/l/3
(horaS)

5 4/5h 1/5 4/5

24 1/4 3/4 4/5

43 0/4 0/5 . 1/5

72 0/5 0/5 0/5

'Un grupo de 25 animales recibió la dosis indicada de cada una de las cepas ts.
A los tiempos indicados se analizó la

presencia de las cepas en materia fecal en subgrupos de 5 animales.

"N° de animales colonizadosÍN° total de animales analizados.

Se puede observar que al igual que en el caso de la cepa parental Salmonella fue detectada

en heces a partir de las 5 horas post-inoculación. Dicha colonización perduró hasta 24 horas

post-infección para H/2/26 y C/2/2, prolongándose hasta 48 horas post-inoculación para E/l/3.



4.3.2. Permanencia en PP.

Solo la cepa C/2/2 pudo detectarse significativamente en PP (Tabla 11). Durante los tres

primeros días post-inoculación, el número de UFC detectadas varió entre 600 y 52. A la

mutante de fenotipo no replicante, H/2/26, se la detectó sólo al primer día post-inoculación,

mientras que a E/ 1/3, se la encontró hasta el cuarto día post-inoculación pero el número de UFC

halladas fue menor a 5.

4.3.4. Permanencia esplénica de las diferentes cepas ts.

La colonización del bazo fue muy escasa luego de la inoculación oral y sólo con cultivos

de enriquecimiento de los homogenatos de bazo pudieron ser detectados los microorganismos.

Al tercer y cuarto día post-inoculación se pudieron detectar las mutantes H/2/26 y E/ 1/3, en 3

de 5 animales inoculados, a la cepa C/2/2 sólo se la pudo hallar al tercer día en uno de cinco

animales inoculados,

Tabla ll. Colonización de las Placas de Peyer post-inoculación oral
con diferentes cepas ts 

CEPA Día l‘ Día 2 Día 3 Día 4

E/l/3
Prop. col" 1/5 0/5 1/5 1/5

Mediana UFC 3 0 1.5 1.5
Rango

C/2/2
Prop. col 5/5 2/5 3/5 0/5

Mediana UFC 6 x 102 1.5 x102 52.5

Rango 2-8 x 10: 1-5 x 102 6-74 0

H/2/26
Prop.col 3/5 0/5 0/5 0/5

Mediana UFC 19.5 0 0 0
Rango 3-46 0 0 0

'Días post-inoculación oral con: 10‘0 UFC de la cepa E/ 1/3, 5 x 10’ de C/2/2 y 4 x 101° de la mutante H/2/26.

hProporción de animales colonizados (No de animales colonizados/N° total de animales inoculados).



4.4. Estudios adicionales de caracterización.

El aumento de la dosis p.o de lO7UFC/animal a 10loUFC/animal produjo en general un

aumento de la proporción de los animales colonizados y del número de UFC halladas en los

diferentes órganos. Sin embargo si se tiene en cuenta la alta dosis administrada, la cantidad de

microorganismos recuperados, resultó muy baja. Por este motivo se decidió investigar ciertas

características de las cepas ts que podn'an estar disminuyendo la viabilidad de las mismas en el

huésped.

4.4.1. Viabilidad al pH ácido.

Una posible explicación a la menor colonización observada es que las cepas ts tuvieran

una sensibilidad mayor al pH del estómago que la cepa salvaje. Se realizó un experimento en

vitro con la cepa C/2/2 y la cepa salvaje en la que se observó que la incubación durante una

hora a 37°C en solución fisiológica + ClH con pH=2.4, produjo un porcentaje de mortalidad

similar para las dos cepas. Por lo tanto la baja proporción de mutantes halladas en PP no se

podria atribuir a una hipersensibilidad al pH del estómago.

4.4.2. Movilidad.

Se ha descripto anteriormente que existe (Liu S. L. y col., 1988; Jones B.D., 1992) una

relación entre la movilidad, presencia de flagelos, y la virulencia de Salmonella. Al estudiar la

movilidad de las cepas ts no se encontraron diferencias entre las tres cepas ts y la cepa salvaje.

Conclusiones parciales:

Tanto la viabilidad a pH ácidos como la movilidad no se vió alterada en las cepas ts con

respecto a la cepa parental, sin embargo resultó muy escasa la recuperación de las mutantes
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luego de inocularlas vía p.o. Por lo que se decidió utilizar la ruta i.g. con el fin de incrementar

el inóculo bacteriano que llegaría al intestino.

Objetivo 5

Análisis de la permanencia de las cepas ts luego de la inoculación i.g.

Los'animales se inocularon como se describe en la metodología, la dosis administrada

fue de 10‘°UFC/animal. Se analizó la presencia de las cepas ts en los diferentes órganos, a los

días 1, 4, y 8 post-inoculación.

5.1. Excreción en heces.

La excreción de las cepas ts en heces siguió el mismo patrón que cuando se inocularon

p.o. Al primer día las tres cepas se detectaron en materia fecal en todos los animales estudiados,

al cuarto día sólo 3 de 5 animales inoculados con E/l/3 presentaron a la cepa ts en heces.

5.2. Permanencia en PP.

En la Figura 9A se describe la permanencia de las diferentes mutantes en PP. Un día

después de la inoculación i.g. la mediana del número de UFC en PP fue de 2 x 103para E/1/3,

5.8 x 103para C/2/2 y 60 para la mutante ts H/2/26. Al día 4 la mediana de UFC/PP para la

cepa E/l/3 fue de 12, y para la mutante C/2/2 esta resultó ser 320, mientras que no se pudo

detectar a la cepa H/2/26. A los 15 días de la administración i.g. sólo la mutante E/l/3 estuvo

presente en las PP, la mediana de UFC fue de 2.

5.3. Permanencia esplénica.

En la Figura 9B se muestran los datos de la permanencia esplénica de las mutantes.
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Cuatro días luego de la inoculación i.g. se aislaron del bazo a las cepas E/ 1/3 y H/2/26 (las

medianas del número de UFC fueron 150 y 105 respectivamente). A los 15 días la mediana de

UFC/bazo fue de 52.5 para la cepa E/l/3 y 45 para la mutante 1-1/2/26.No se pudo hallar a la

cepa C/2/2 en el bazo salvo al día 8 en un único raton (15 UFC).
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Figura 9 . Permanencia de las mutantes ts E/l/ 3, C/2/2 y H/2/26 en Placas de Peyer (A) y en
bazo (B), luego de la administración i. g. Los animales recibieron l x 101°UFC/animal de las
cepas C/2/2 y H/2/26, y 5 x 109UFC/animal de E/ 1/3. Se muestra la mediana del número total 
de UFC halladas en los diferentes tiempos para cada una de las cepas ts. Los números sobre
cada barra indican la proporción de animales colonizados /total.



5.4. Estudios complementarios a la permanencia de las cepas ts

post-inoculación p.o. e i.g.

De los estudios anteriores surge claramente la deficiencia de la cepa C/2/2 para colonizar

el bazo tanto luego de la administración p.o. como i.g.. Se decidió entonces investigar la

capacidad de esta mutante de colonizar el bazo luego de la administración i.p.

Las tres mutantes infectaron el bazo después de la inoculación i.p.. Las medianas del

número de UFC no resultaron diferentes entre las mutantes. Al día 1 de la inoculación los

valores de las medianas fueron de 1,8 x 105para la cepa C/2/2, 1.1 x 105para H/2/26 y 2 x 105

para la mutante E/ 1/3. A los 5 días los valores de las medianas fueron de 8 x 103para C/2/2,

7 x 103para H/2/26 y 7.4 x 103para E/l/3.

Conclusiones parciales:

Las tres mutantes ts anlizadas con respeto a su relación con el huésped post-inoculación

p.o. o i.g., presentaron diferentes patrones de permanencia. La administración de los

microorganismos por la vía i.g., incrementó el grado de colonización así como la permanencia

de las distintas cepas ts. Sin embargo la distribución de las diferentes ts en los distintos órganos

del huésped fue similar para las dos vías de inoculación ensayadas.



Objetivo 6

Inmunidad otorgada por las diferentes mutantes luego de la administración p.o. ó i.g.

6.1. Estudios de protección utilizando como vía de inmunización la ruta

p.o.

Dado que la permanencia de las mutantes ts en PP post-inoculación p.o. se extendió entre

l y 4 días, se diagramó un plan de inmunización que consistió en la administración de dos dosis

de 10‘° UFC/animal, espaciadas por un intervalo de tres días (Plan A,Figura 10). En el caso

de la mutante H/2/26, que permaneció menos tiempo que el resto en las placas de Peyer, se

inmunizó a un cuarto grupo de animales con tres dosis de 10loUFC/animal (Plan B, Figura 10).

A los 21 días de la última inmunización p.o., se realizó un desafío con la cepa virulenta,

por vía oral. La dosis del desafío fué : 1.2 x 10‘ UFC/animal, equivalente a 240 DL50.

Con el fin de aumentar la protección se implementó otro plan de inmunización que

consistió en un régimen de administraciones p.o. igual al empleado en el experimento anterior,

y una semana antes del desafío se realizó una inoculación i.p. con una dosis de 107UFC/animal

(Plan C, Figura 10).
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Figura 10. Distintos planes de inmunización utilizados con las mutantes E/ 1/3, C/2/2 y H/2/26,
según se descn'be en el texto. La dosis de lO'O UFC/animal se inoculó vía p.o., la dosis de
107UFC/animal se administró por la vía i.p.



En la Figura 11 está representada 1aprotección como el porcentaje de sobrevida (N° de animales

vivos/N° total x 100) a los 30 días del desafío.
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Figura 11. Protección inducida luego de 1a inmunización oral o mixta contra un desafío ora]
con 240 DL50 de la cepa virulenta. Grupos de 8 a 10 animales fueron inmunizados como se
describe en la metodología. Las proporciones de sobrevida resultaron diferentes a la del grupo
control con : * p <0.05 y ** p=0.001.



Los animales inmunizados p.o. con la cepa H/2/26 no resultaron protegidos contra el

desafío. En cambio una inmunización mixta (p.o.+ i.p.) con la misma mutante, protegió al

44% de los animales. La tasa de sobrevida (N° de sobrevivientes/N° inoculados) fue diferente

al grupo control (p=0.02), pero no fue diferente a la sobrevida de los animales inmunizados p.o.

con H/2/26. La inmunización oral con la cepa C/2/2 no resultó efectiva. Las proporciones de

sobrevida luego de la inmunización p.o. o mixta con C/2/2 no fueron diferentes a la del grupo

control. El 40% de los animales inmunizados p.o. con la cepa E/1/3, sobrevivieron al desafío

con la cepa parental. La proporción de sobrevivientes resulto diferente al grupo control con un

p<0.05. La inmunización mixta con esta mutante incrementó la protección a un 70%, la

proporción de sobrevida fue diferente a la del grupo control (p=0.01), pero no resultó diferente

a la proporción de sobrevida del grupo inmunizado p.o.

6.2. Estudios de protección utilizando la ruta i.g. para la inmunización.

La inoculación de los animales se realizó como se describió en la metodología. El esquema

de inmunización implementado consistió en la administración de una ó dos dosis de 101°

UFC/animal espaciadas por 7 días. A los 21 días de la última inmunización se realizó el desafío

p.o. administrando una dosis equivalente a 100 DLSO de la cepa virulenta.

El 30% de los animales inmunizados con una dosis de H/2/26 sobrevivió el desafío (Figura

12), sin embargo esta diferencia no fue significativa. La inoculación de dos dosis inmunizantes

con esta cepa indujo un 14% de protección.

Cuando se utilizó a la cepa C/2/2 como inmunógeno ninguno de los animales inmunizados

sobrevivió al desafío.

La inmunización con una dosis de E/1/3 indujo un 70% de protección, siendo en este caso

la proporción de sobrevida diferente a la del grupo control(p=0.001). Dos inmunizaciones i.g.

con E/1/3 confirieron una protección del 90% de los animales; la proporción de sobrevida fue

diferente a la del grupo control (p=0.0001).
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Figura 12 Protección en contra del desafío oral con la cepa S enten'tidis salvaje, luego de la
inmunización i.g. con las mutantes ts H/2/26, C/2/2 o E/ 1/3. La proporción de sobrevida (N°
de sobrevivientes/N° total de animales) fue diferente de la del grupo control: (*) p = 0.001 y
(**) p = 0.0001.

6.3. Inmunidad humoral específica post-inoculación i.g.

6.3.1. Determinación de anticuerpos a los 6 días de la inmunización.

Anticuerpos circulantes:

Las tres mutantes indujeron una respuesta humoral sistémica. A los 6 días de la
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inmnización i.g. la inmunoglobulina específica presen-te en mayor cantidad fue la IgG, también

se detectaron IgA e IgM (Fig.13).

Anticuerpos locales:

También se determinaron anticuerpos locales en fluidos intestinales. Las tres mutantes

indujeronla producción de IgA específica local. Los animales inmunizados con C/2/2 presentaron

IgG, mientras que aquellos inmunizados con E/ 1/3 también presentaron IgM.
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Figura 13. Niveles de IgA, IgG e IgM circulantes (A) y locales (B) luego de la inmunización
i.g. con mutantes ts de S enterítidis. Las muestras de plasma y lavados intestinales se
obtuvieron a los 6 días dela última inmunización. Las muestras provenientes de un mismo grupo
se combinaron. Las unidades de ELISA se definieron como la absorbancia a 405 nm x dilución".
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6.3.2. Cinética de aparición de anticuerpos sistémicos específicos en

animales inmunizados i.g. con la cepa ts E/1/3.

Se analizó la respuesta de anticuerpos específicos circulantes, a los 7, 14 y 21 días de

comenzado el plan de inmunización i.g. con la mutante E/ 1/3. Las determinaciones se

realizaron combinando las muestras provenientes de animales de un mismo grupo. En la Figura

14 se observan los niveles de IgA, IgM e IgG específicos detectados en plasma.
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Figura _14. Niveles de IgG (A), IgA e IgM (B) circulantes anti-S enterítidis, luego de la
inmunización i.g. con la cepa E/ 1/3. Los animales recibieron 10loUFC/ ml de la mutante en los
días 0 y 7. Las unidades de ELISA se definieron como la absorbancia a 405 nm x dilución".
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Las tres inmunoglobulinas mostraron un aumento apreciable al día 21 respecto a los

niveles previos a la inmunización. Se observó un incremento de dieciete y siete veces en los

niveles de IgG e IgA específicos con respecto a los niveles basales de estos anticuerpos. Por

otro lado, la IgM mostró un aumento de 14 veces al día 14 y de 20 veces al día 21.

6.4. Células productoras de anticuerpos específicos.

A los 6 días de la inmunización i.g. con la mutante E/ 1/3, se determinó la presencia de

células productoras de anticuerpos (ASC) en ganglio mesente'rico y bazo. Los resultados se

detallan en la Tabla 12.

Tabla 12. Células productoras de anticuerpos especificos, luego de la inmunización i.g. con
la mutante ts E/l 3.

Origen de las Inmunoglobulina Control Imnunizado
células

Ganglio IgA 0.7‘ 33
mesentérico IgG 0.l 159

IgM o. l 0.2

Bazo lgA 1620 4100
IgG 5320 7600
lgM 9o 10

Número de ASC/10° células analizadas.

Conclusiones parciales:

En base a los resultados de los estudios de permanencia post-inoculación oral, se

diagramó un plan de inmunización tal que se prolongase la permanencia de las cepas en los

ganglios linfáticos asociados al intestino (placas de Peyer).

Al implementar tanto un plan de imunización oral como mixto la inoculación de la cepa E/l/3

3-36



indujo una protección significativa (40% y 70% respectivamente).

La inoculación i.g. de las mutantes aumentó la permanencia de las cepas en los diferentes

órganos. Este aumento en la colonización y permanencia de las mutantes ts, se correlacionó

en el caso de la cepa E/l/3 con un incremento en la protección conferida.

A los 6 días de la inmunización i.g. con cualesquiera de las cepas utilizadas, se

detectaron anticuerpos específicos en los lavados intestinales y en circulación. En los animales

inmunizados con la cepa E/ 1/3, se determinaron células productoras de anticuerpos en ganglios

linfáticos mesentén'cos y en bazo.

Estos resultados coinciden con los ensayos de protección i.p, en los que como en este caso

la mutante con un mayor N° de generaciones a 37°C (E/ 1/3), confirió la mayor protección.

Las expen'ancias desarrolladas hasta aqui, permiten definir a la mutante ts E/1/3, cuyo fenotipo

es de replicación extendida, como la cepa más adecuada para la construccion de una vacuna

atenuada en base a mutaciones ts.

Estudios tendientes a la construcción de la cepa que se utilizará

COITlOvacuna

Objetivo 7

Estudios de transferencia de mutaciones ts seleccionadas al genoma salvaje mediante la

transducción con el fago HTP22.

Los estudios descriptos previamente se llevaron a cabo con las cepas ts obtenidas

directamente de la mutagénesis. En el caso de utilizar una cepa con fines vacunales sería

conveniente que la mutación ts se encontrara en un genoma libre de otras posibles mutaciones.

7. Transducción de las mutaciones ts al genoma de la cepa patógena

original.



7.1. Mutación ts 11/2/26.

La obtención del lisado transductor se realizó como se describe en la metodología, el

lisado con mayor titulo se obtuvo al utlizar una m.o.i de 0.1 UFP/UFC. El título del lisado

transductor utilizado fue de 5 x 109 UFP/ml. Las m.o.i utilizadas resultaron ser de 18

UFP/UFC y 180 UFP/UFC. Para la menor m.o.i la proporción de transductantes halladas fué

apróximadamente de 12.5%, mientras que para una m.o.i de 180 está proporción se incrementó

a un 33%.

7.2. Mutación ts C/2/2.

El lisado transductor tuvo un título de 2 x 10lo UFP/ml, las m.o.i fueron de 2.5

UFP/UFC y 25 UFP/UFC. En este experimento el tiempo transcurrido entre el cambio de la

temperatura de incubación y el agregado del antibiótico fue de 4.5 hs. Antes de agregar el

antibiótico se hizo una dilución de los cultivos con medio fresco a 37°C tal que la D.O de los

cultivos fuese cercana a 0.2. En este caso el número de transductantes detectados en el

screening disminuyó con respecto al anterior experimento siendo encontrándose el fenotipo ts

en un 1% de colonias analizadas, trabajando con la mayor m.o.i.

7.3. Mutación ts E/1/3.

Dado el prolongado tiempo de crecimiento residual de la mutante E/l/3 la transferencia

de la mutación ts se realizó con algunas variantes en base a los esquemas descriptos

anteriormente. En el paso I la incubación se realizó a 37°C durante 8 hs, este tiempo es igual

al tiempo de crecimiento residual de la mutante E/l/3 a 37°C. En consecuencia, luego de dicha

incubación se debieron diluir los cultivos tal que la DO de los mismos estuviese alrededor de

0.2. El título del. lisado transductor utilizado fue de 2.8 x lOlo UFP/ml, a partir de este se

realizó una dilución 1/5, y la m.o.i utilizada resultó ser igual a 10 UFP/UFC. Un 8% de las

transductantes analizadas resultó ts.



7.4. Características de las cepas ts transductantes.

Las mutantes ts "limpias" fueron analizadas para determinar si se conservaban las

características de crecimento de las cepas ts originales. Las curvas de crecimiento se realizaron

como se describe en la metodología. En las figuras 14, 15 y 16 se hallan las curvas de cada una

de las transductantes ts y de las respectivas cepas ts originales. En la Tabla 13 se resumen los

resultados de los estudios de caracterización.

Las transuctantes ts obtenidas mediante transducción generalizada con el fago HTP22

seguirían manteniendo, sin grandes diferencias las características de las cepas ts originales.

TABLA 13. Características del crecimiento en medio líquido de las
transductantes ts y las cepas ts origianales.

CEPA TMG (min) TCR ID IR
(hs)

C/2/2 55 4.25 3 2 x 10'7
C/2/2 L 50 4.25 3 1.5 x 10'7

H/2/26 60 0 0 2 x 10's
H/2/26 L 60 0.25 0 1.8 x 10"

E/1/3 70 7.5 S 1.5 x 10‘7
E/1/3 L 65 6 4
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Figura 14. Curvas de crecimiento dela mutante H/2/26 y de la transductante H/2/26 L. A los
tiempos indicados se midió la turbidez del cultivo. En el tiempo indicado con la flecha se
cambió la temperatura de incubación del cultivo de 28°oC a 37°C.
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Figura 15. Curvas de crecimiento de la mutante C/2/2 y de la transductante C/2/2 L. A los
tiempos indicados se midió la turbidez del cultivo. En el tiempo indicado con la flecha se
cambió la temperatura de incubación del cultivo de 28°C a 37°C.
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Figura 16. Curvas de crecimiento de la mutante E/ 1/3 y de la transductante E/l/3 L. A los
tiempos indicados se midió la turbidez del cultivo. La temperatura de incubación del cultivo fue
de 37°C.

6.5. Evaluación de la protección otorgada por las mutantes ts

transductantes,transferidas al genoma salvaje.

El objetivo de estos experimentos fue determinar si se seguía manteniendo la inmunidad

protectiva otorgada por las mutaciones ts una vez transferidas a1 genoma salvaje original.

El esquema de inmunización consistió en la administración de dos dosis i.g. de cada una

de las cepas, espaciadas por una semana. A los 21 días de la última inmunización se realizó el

desafío oral con 100 DL50. Los resultados se detallan en la Tabla 14.



TABLA 14. Protección conferida por las cepas ts transductantes'.

II CONTROL H/2/26L C/2/2L E/l/3L E/l/3

Exp N°1 0/7 3/6 0/7 5/3' 6/7'
(0%)b (50%) (0%) (62.5 es) (90%)

Exp N°2 0/3 2/3 ND 4/3' 6/7'
(0%) (25 9:5) (50%) (90%)

'Sobrevida registrada a los 30 días del desafío (N° de ratones vivos/N° total de ratones
desafiados)

h(N°de ratones vivos/N° total de ratones desafiados) x 100
Diferencias significativas con respecto al control con: (*) p<0.05 y ("'*)p<0.01, calculadas
mediante la prueba de Fisher’s.

Conclusiones parciales:

A1transferir las mutaciones ts a1genoma original, las transductantes ts obtenidas siguieron

manteniendo las características de crecimiento tanto en medio sólido como líquido de las cepas

ts originales. La transductante E/1/3L presentó un ID=4 a diferencia de la cepa E/1/3 original

la que presenta un ID=5.

La protección otorgada por las mutantes H/2/26L y C/2/2L coincidió con lo obtenido con

las mutantes "sucias" pero no ocurrió lo mismo con 1acepa E/1/3L. A pesar que la sobrevida

de los animales inmunizados con E/1/3L resultó significativa con respecto al control el

porcentaje de protección fue menor al otorgado por la cepa ts original.



Objetivo 8

Incorporación de una segunda mutación atenuada en el genoma de la mutante E/1/3, con

el fin de incrementar la inocuidad de la cepa.

8.1. Obtención de cepas thy-.

La cepa ts E/1/3 confirió una adecuada protección en todos los estudios realizados. Por

este motivo es que se la consideró propicia para ser utilizada como vacuna. Con el fin de

incrementar la inocuidad de esta cepa, es que se decidió incorporar en esta mutante y en su

transductante una segunda mutación, que disminuiría la virulencia en el caso de que ocurriese

la reversión de la mutación ts.

En la Tabla 15 se describen los resultados. Las frecuencias de aparición de mutantes resistentes

al trimetoprim variaron entre l - 5 x 10*. De las colonias resitentes al agente selectivo, tanto

de la cepa salvaje S enterttidís como de la cepa E/ 1/3L, 1 de cada 5 fue auxotrofa para timidina.

A1analizar las colonias resistentes al trimetoprim provenientes de la cepa E/ 1/3, 3 de cada 5

colonias fueron auxotrofas para timidina.

TABLA 15. Obtención de cepas auxotrofas para timidina.

II CEPA FREC TRIMETra FREC THY- b

II ¿entenidis 5 x 10° 0.2

II E/l/3 L l x 10'6 0.2

n E/1/3 5 x 10" 0.6

a Frecuencia de aparición de colonias resistentes al trimetoprim

b Proporción de colonias resistentes al trimetoprim que son thy-(crecimiento
en medio mínimo suplementado con timina y falta de crecimiento en medio
mínimo, sin suplemento)



8.2. Cálculo de los índices de reversión para cada una de las mutaciones

en forma independiente y para las dos conjuntamente.

En estos experimentos se analizó la frecuencia de reversión de las mutaciones ts y thy-,

en las cepas E/1/3 y E/1/3L, aisladas en el punto anterior, que acarrean las dos mutaciones.

Por un lado se estudió la reversión individual de cada una de las mutaciones y por otro lado se

investigó la aparición revertantes para las dos mutaciones. El pocedimiento utilizado se

describe en la metodología. En la Tabla 16 se resumen los resultados obtenidos.

TABLA 16. Indice de reversión de las mutaciones thy-' y ts",
en las distintas cepas.

II CEPA IR TI-IY- IR ts IR ts y "mv-e

II E/l/3 THY- 4 x 1o6 1 x 107 < row

E/1/3L THY- 5 x 106 2 x 107 < row

II SENT THY- 4 x 106 - _

'El indice de reversión de la mutación thy- se calculó sembme un
alto número de colonias en placas 'de medio mínimo que se incubaron a 37oC
(Sent thy-) o 28"C(EM “’V-y E/1/3L thy-).
bLa reversión de la mutación ts se realizó como se describió en los
experimentos de índice de reversión.
cLa reversión de las mutaciones ts y thy se calculó sembrando un alto
número de colonias en placas de medio mínimo que se incubaron a la
temperatura restrictiva (37“7"

8.3. Inocuidad de la doble mutante E/1/3L thy-.

El objetivo de este experimento fue el de verificar la atenuación de la doble mutante. Para

tal fin se utilizó la vía i.p. inoculando a un grupo de 5 animales con una dosis de 2 x lO7

UFC/animal. Los animales estuvieron en observación durante 45 días, en este período los

animales no presentaron signos de enfermedad y la sobrevida de los mismos fue del 100%
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8.4. Inocuidad de la mutante S. enteritidis thy-.

La atenuación de la mutación thy- se determinó calculando la DLSO i.p. de la cepa S.

enterítidís thy-. Se inocularon grupos de 5 animales con dosis graduadas de la cepa. La

sobrevida se midió a los 30 días de la infección de los ratones. La DL50 por vía i.p. de la cepa

S. enteritidís thy- en ratones de la cepa S enteritidis Swiss fue 3.2 x 102UFC/animal. Teniendo

en cuenta que la DLSO de S. enteritidís 5694 es < lO UFC/animal, la mutacion thy- habn'a

conferido ala cepa S. enteritidis una atenuación 320 veces mayor que la cepa virulenta.

Conclusiones parciales:

La frecuencia de reversión de las mutaciones ts y thy- individualmente fue del orden de

5 x 10'6 y 2 x 10'7por lo tanto, la reversión de ambas mutaciones tendn’a que estar en el orden

de 10"2 (coincidin'a con los datos experimentales de dan un IR<10-‘°). El haber disminuido

la reversión a1fenotipo salvaje virulento de la cepa E/l/3 a una proporción de 10-12la habilitaría

para ser utilizada como cepa vacuna.

Al analizar la atenuación de la cepa doble mutante, se vió que la alta inocuidad presentada

por la cepa ts E/ 1/3, se siguió conservando al incorporarle una segunda mutación al genoma.

En el caso de qu ocurriese la reversion de la mutación ts, la cepa seguiría conservando la

mutación thy-, en cuyo caso teniendo en cuenta que la DLSO de S. emeritidis 5694 es <10

UFC/animal, la mutación thy- por si sola conferiría a la cepa S. enteritidis una atenuación

> 320 con respecto a la cepa virulenta.



Estudio de los mecanismos de inmunidad en la salmonelosis

mediante la utilización de cepas ts con diferentes

propiedades.

Objetivo _9

Papel de la respuesta inmune humoral local y sistémica, luego de la inmunización i.g. con

mutantes ts con diferente capacidad protectiva.

Los siguientes estudios se llevaron a cabo con el fin de precisar el rol de los anticuerpos,

en especial los sintetizados a nivel local (intestinal), en la inmunidad protectiva otorgada por

cepas ts de S. enteritidis.

9.1. Inmunógenos y esquema de inmunización empleado.

Las cepas bacterianas. utilizadas como inmunógenos fueron la mutante C/2/2, que no

confirió protección en los ensayos de desafío, la mutante E/1/3 que protegió al 90% de los

animales en un experimento tipo de desafío, y la cepa parental muerta por calor (SMC).

Se inmunizó en forma i.g. a un grupo de 20 animales, administrando dos dosis de 10'° UFC/ml

espaciadas por una semana, de cada uno de los inmunógenos, según se describe en la

metodología.

9.2. Obtención de las muestras y evaluación de anticuerpos específicos.

A los 7, 14, y 21 días de finalizado el plan de inmunización a S animales de cada uno de

los grupos se les tomó muestras de plasma y se les hicieron lavados intestinales. En estos

experimentos las muestras fueron procesadas en forma individual.



9.2.1. Anticuerpos específicos locales anti-Salmonella.

En la Figura 15 se hallan los niveles de IgA local específica anti-S enteritídis. A los 7

días de haber finalizado el plan de inmunización, sólo los animales inmunizados con la cepa

C/2/2 presentaron niveles de IgA local específica diferentes a los hallados en el grupo control

(p<0.01), aumentados dos veces con respecto al control. Al día 14 en los animales

inmunizados tanto con la cepa E/ 1/3 como C/2/2, se detectaron niveles significativos (p <0.0l)

de IgA local específica que fueron 7 y 4 veces superiores al nivel basal del grupo control. A

día 21 la inmunización con C/2/2 indujo niveles de anticuerpos específicos significativos

(p<0.01) semejantes a los detectados en el día 7. En los animales inmunizados con SMC, sólo

se detectaron al dia 21 valores de absorbancia superiores a los del grupo control, pero que no

resultaron en una diferencia significativa.
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Figura 15. Niveles de IgA local a los 7, 14 y 21 días de la inmunización Lg. con E/l/3 y
C/2/2. A los tiempos indicados se tomaron muestras de lavado intestinal de 3 a 5 animales, las
que se procesaron en forma individual. Los valores representan los promedios de las
absorbancias obtenidas para las muestras individuales. *: Diferencias significativas con un
p<0.01, analizadas con el test T de Student.

9.2.2 Anticuerpos específicoscirculantes anti-Salmonella.

A los 7, 14 y 21 días post-inmunización se determinó la presencia de anticuerpos

específicos en el plasma de los animales a los que se les realizaron los lavados intestinales. Se

encontraron Ig especificas de los tipos IgA, IgM e IgG en aquellos animales inmunizados con

cualquiera delasdos mutantes, en cambio los que fueron inmunizados con SMC sólo presentaron

anticuerpos IgG específicos (Figura 16).
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Figura 16. Niveles de IgM (1), IgA (2), e IgG (3) en plasma a los 7, 14 y 21 días de la
inmunización i.g. con E/1/3 y C/2/2. A los tiempos indicados se tomaron muestras de plasma
de 3 a 5 animales, las que se procesaron en forma individual. Los valores representan los
promedios de las absorbancias obtenidas para las muestras individuales. *: Diferencias
significativas con un p <0.01, analizadas con el test T de Student.



A los 14 días de la inmunización se detectaron niveles significativos de IgA circulante

específica en los animales inmunizados con la cepa C/2/2 mientras que a los 21 días estos se

hallaron en los animales inoculados con las cepas E/1/3 y C/2/2.

Solamente la cepa E/l/3 indujo niveles significativos de IgM especificos al día 21 post

inmunización. A1analizar la presencia de IgG específica en circulación, se observó tanto en los

animales inmunizados con la cepa C/2/2 como con la E/ 1/3, un incremento de los niveles en

función del tiempo.

A los 21 días de la inmunización se detectó la mayor cantidad de IgG, estos niveles

resultaron significativos tanto en los animales inmunizados con la mutante C/2/2 como en

aquellos inmunizados con E/1/3. Los valores hallados al día 21 resultaron mayores al utilizar

como inmunógeno a la cepa E/ 1/3. En los animales inmunizados con SMC se pudo detectar IgG

específica aunque los niveles hallados resultaron notablemente menores con respecto a los

hallados en aquellos inoculados con las mutantes.

9.3. Evaluación del grado de colonización esplénica post-desafío oral con la

cepa virulenta.

Al día 21, 5 animales .de cada uno de los grupos inmunizados y grupos controles, fueron

desafiados p.o. con 80 a 100 DL50de la cepa parental. A los 5 días del desafío se determinó

el grado de colonización esplénica (como una medida de la protección otorgada por las mutantes)

tanto de los animales inmunizados como de los controles. En la Figura 17 se grafican las

medianas del número de UFC/bazo hallados en los animales de los diferentes grupos. La

mediana del número de UFC/bazo del grupo inmunizado con FJI/3, resultó significativamente

diferente (p=0.001), ya sea respecto del grupo control como de los grupos inmunizados con la

cepa C/2/2 ó SMC.
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figura 17. Colonización del bazo 5 días posteriores al desafío oral con la cepa virulenta. Se
representan los valores de las medianas de los números de UFC/bazo hallados en 4 a 5 animales
de cada uno de los grupos. * Diferencias significativas con respecto al grupo control con
p=0.03, determinadas por el Rank Sum test.

Conclusiones parciales:

Se detectaron niveles significativos de IgAs en los animales inmunizados con la cepa

C/2/2, siete catorce y veiniún días posteriores a la finalización del plan de inmunización. La

mutante E/ 1/3, indujo niveles significativos de IgAs sólo a los 14 dias de la inmunización. A

diferencia de la anterior determinación de anticuerpos locales descripta en ,no se detectaron IgG

o IgM en los lavados intestinales. Esta descripto que las concentraciones de IgG e IgM

intestinales pueden resultar muy variables debido a su suceptibilidad a enzimas proteolíticas, y
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pasado un mes de almacenamiento es muy difícil su detectarlas (Panosian y col., 1985).

Solamente la cepa El 1/3 indujo niveles significativos de IgM circulante los que se hallaron

al día 21 post-inmunización.

Las dos mutantes produjeron una respuesta IgG específica circulante, cuyos niveles

aumentaron con el tiempo detectándose los niveles más altos en el día 21, resultando mayores

en los animales inmunizados con la mutante E/1/3.

Objetivo 10

Evaluación de la inmunidad celular específica otorgada por cepas ts que otorgan diferente

inmunidad tanto protectiva como humoral.

10.1. Ensayos de proliferación celular

10.1.1 Inmunización con la cepa E/1/3.

Se inmunizaron en forma i.g. con la cepa E/1/3, a grupos de 6 animales. A los 21 y 28

días post-inmunización se analizó en grupos de 3 animales la proliferación celular específica de

células provenientes de bazo y ganglio mesentérico.

En la Tabla 17 se describen los resultados de las experiencias de proliferación celular, la

que se calculó en base a los índices de estimulación, (cpm incorporadas por células + Ag ó Con

A/ cpm incorporadas por las células + medio RPM). Se analizó la estimulación de las células

provenientes del bazo y ganglio mesentérico de animales controles e inmunizados, al enfrentarse

ya sea con el antígeno específico SMC y otro no relacionado como Pseudomonas aeruginosa

muerta por calor (PMC) (control negativo). También se enfrentaron las células con un mitógeno

para células T como la Con A (control +). Sólo cuando las células estuvieron frente al antígeno

específico es que los índices de estimulación (S.I.) de las células de bazo y ganglio mesentérico

de los animales inmunizados fueron diferentes a los de los animales controles.

En la Tabla 18 se observa que los S.I. de las células provenientes de animales inmunizados
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al estar frente al antígeno específico fueron significativamente diferentes con respecto a los S.I.

de las mismas células frente al antígeno no específico PMC.

TABLA 17. Proliferación celular calculada en base a los índices
de estimulación [cpm (cél + Agll (cpm cél + rpmi)]

lr BAZO CONT. BAZO INMUN. GANGLIO GANGLIOCONT. INMUN.

II SMC: 1.35 5.98(p=0.006) 2.5 9.3 (p=.042)

PMC: 1.45 2.16 1.23 1.18 I

ConA: 27 20 14.3 16 I

TABLA 18. Comparación de los índices de estimulación de las células provenientes
de bazo y ganglio mesentérico de animales inmunizados (B.I. y G.1.)

frente a SMC y PMC.

II B.I. + SMC 13.1. + PMC G.1. + SMC G.I.+ PMC

5.93 . 2.16 9.3 1.2

II 'P = 0.02 P = 0.006

'Diferencia calculada en base a la comparación del índice de estimulación
de las células de bazo de animales inmunimdos frente a SMC con respecto a PMC.

10.1.2. Imnunización con la cepa C/2/2.

Se inmunizarm en forma i.g. con la cepa C/2/2, a grupos de 6 animales. A los 21 y 28

días post-inmunización se analizó en grupos de 3 animales la proliferación celular específica de

células provenientes de bazo y ganglio mesentérico.

En la Tabla 19 se comparan los S.I. de las células de animales inmunizados al estar enfrentados
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con SMC o con PMC. En este caso, no se observaron diferencias significativas.

TABLA 19. Comparación de los índices de estimulación de las células provenientes
de bazo y ganglio mesentérico de animales inmunizados

(B.I. y G.1.), frente a SMC y PMC.

"13.1. + SMC 13.1.+ PMC G.1. + SMC G.I.+ PMC

1.46 1.3 3.16 3.3
II

H .p = 0.55 p = 0.67 J

'Diferencia calculada en base a la comparación del índice de estimulación de las células
de bazo de animales inmunizados frente a SMC con respecto a PMC.

10.2. Determinación de la producción de lFN-T.

Se evaluó la producción de [FN-1 en los sobrenadantes de los cultivos de células

originados a partir de animales inmunizados con la cepa E/ 1/3 (descriptos en el punto 10.1.1.).

Los niveles basales de [FN-r producidos por las células de bazo o ganglio mesentérico en

contacto con el medio de cultivo variaron ente < 100 pg/ml y 250 pg/ml. Al enfrentar las

células provenientes de animales controles al antígeno específico (SMC), los valores de IFN-r,

producidos variaron entre 200-500 pg/ml. En los sobrenadantes de las células originarias de

ratones inmnizados, los valores de IPN-1 fueron mayores a 4000 pg/ ml, tanto en los

sobrenadantes de las células de bazo como de ganglio mesentérlco.

Conclusiones parciales:

La inmunización i.g. con la mutante Eli/3 indujo una respuesta celular de memoria, que

se evidenció por la proliferación celular in vitro frente al antígeno específico.

Los índices de estimulación de las células provenientes de bazo y ganglio mesentérico de
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animales inmunizados con la cepa E/1/3 resultaron significativamente mayores, con respecto a

los de los animales controles.

Al inmunizar los animales con la cepa C/2/2, la células tanto de ganglio mesentén'co como

de bazo presentaron índices de estimulación que no presentaron diferencias cuando se

enfrentaron con el antígeno específico con respecto a otro antígeno no relacionado.

En presencia del antígeno específico, los sobrenadantes de las células provenientes de

animales inmunizados con E/l/3 se detectaron altos niveles de IFN-T (>4100 pg/ml),

comparados con los de los animales controles (200-500 pg/ml).



4. Discusión



Se estima que las enfermedades diarreicas son las responsables de hasta un cuarto

de las muertes de niños de paises del tercer mundo. Cada año ocurren entre 3.7 - 4.6 millones

de muertes innecesarias (Black, R.E., 1993) Este tipo de enfermedades se ubican dentro de las

cinco primeras causas de muerte en Lationoamérica. La diarrea causada por infecciones

entéricas bacterianas es también la enfermedad más común experimentada por los viajeros

internacionales.

Dentro de los agentes bacterianos causantes de diarreas, la salmonelosis ha cobrado una

gran importancia en los ultimos años. Su incidencia a nivel mundial ha llegado a su nivel más

alto en 1979 y a partir de ahí no decreció (Fernández M.C., y col., 1991). Mientras que el

número de casos de fiebre tifoidea disminuye en la población de las grandes ciudades, el de las

infecciones alimentarias provocadas por Salmonella aumenta, debido principalmente al cambio

de hábitos nutricionales, al comercio mundial de alimentos y a deficiencias en su elaboración,

almacenamiento y distribución (Eíguer T. y col., 1990). En los E.E.U.U. los aislamientos de

Salmonella typhi se redujeron de 5500 en 1942 a menos de 500 en 1991. Por otro lado otros

serotipos de Salmonella se han aislado en una proporción que va en aumento desde menos de

500 en 1942 hasta 10.000 a 60.000 casos en 1985 (Shipman L., 1990). Desde 1986 se ha

evidenciado un notable incremento en la incidencia de las infecciones causadas por la

serovariedad enteritidis, que hasta ese momento se aislaba esporádicamente en Argentina.

Dicho fenómeno coincidió a nivel internacional, llamando la atención las infecciones

alimentarias colectivas ocurridas en diversos países, además de la Argentina como, Francia,

Gales, España y E.E.U.U. (Bol. Microbiol. España, 1985; Bulletin épidemiologique, 1987;

Coyle E.F., y col., 1988).

S. enteritidis tiene un amplio rango de huésped, hay algunas evidencias de que algunas

cepas están desarrollando una predilección por las aves de corral. Está bien documentada la

transmisión vertical (desde gallinas a su progenie o huevos) para S. enteritidis. Este tipo de

transmisión aumenta rápidamente la incidencia de la enfermedad en el ganado avícola.

Los síntomas de la infección por S. enteritidis incluyen diarrea, cefalea, dolor abdominal,

náuseas, fiebre y vómitos. La proporción global de casos fatales es menor al 1% pero esta

proporción se ve aumentada al 8% en personas de edad avanzada (St. Louis M.E. , y col. , 1990).



Esta cepa de Salmonella tiene la capacidad de invadir órganos fuera del tracto intestinal, más

comúnmente que otras variedades. Debido a estas características es que pueden surgir

complicaciones, tales como artritis reactiva crónica en un 2% de los pacientes y más

comúnmente infecciones focales en varios órganos (Guthn'e R.F., 1992).

Mientras que para la prevención de la fiebre tifoidea existen en la actualidad diversas

vacunas de uso comercial, no ocurre lo mismo para la prevención de la salmonelosis en animales

de consumo humano.

El objetivo general de este trabajo fue el de desarrollar un prototipo de vacuna atenuada

de S. enteritidis. Los estudios de inmunidad y protección se realizaron utilizando un modelo

animal murino. En un futuro se planea utilizar a la cepa E/1/3 para la prevención de la

salmonelosis en animales de granja.

Los mecanismos de inmunidad contra la salmonelosis invasiva, todavía esta en discusión,

en particular con respecto a los roles relativos de la inmunidad celular con respecto a la humoral

en la protección. Por otro lado, los mecanismos por los cuales las vacunas atenuadas confieren

inmunidad no están del todo claros, como tampoco se cononcen la naturaleza de los

inmunógenos protectivos, siendo desconocidos los requerimientos de una cepa para ser una

buena vacuna viva (Hormaeche C.E. y col., 1991). La obtención de mutantes ts con diferentes

caracteristicas en cuanto a inmunidad y permanencia en el huésped sirvió como herramienta para

el estudio de estos mecanismos.

Cuando se ha comparado la mejor protección otorgada por vacunas atenuadas de

Salmonella con respecto a la generada por preparaciones celulares muertas, se la ha justificado

por la propiedad de las primeras de poder sostener una estimulación antigénica sostenida. Las

mutantes ts de fenotipo replicante son capaces de sostener una replicación limitada in vivo, esto

permite una estimulación prolongada del sistema inmune.

Se obtuvieron mutantes ts de diferentes fenotipos, con índices de duplicación que variaron
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entre 0 y 7. Se pudo observar que las cepas ts mantuvieron las principales características de la

cepa salvaje.

Estudios desarrollados con vacunas de Salmonella han demostrado que la presencia de

la cadena polisacan'dica antigénica O, es un requisito importante para otorgar protección

(Lindbeg A.A., y col., 1983). La conservación de los antígenos de superficie en las cepas ts

se evidenció por la presencia in vitro de los factores 9 y 12.

Por otro lado, los estudios de inmunización i.p. infieren la conservación de una buena

parte de los antígenos protectivos, ya que la vacunación con dichas mutantes otorgó protección,

que en el caso de E/1/3 fue del 100%, contra el desafío con la cepa virulenta. Asimismo en

los animales inmunizados con las mutantes ts, se pudo detectar niveles importantes de Ac

específicos contra S.enteritidis, lo que indica la conservación de gran parte de los Ag en las

cepas ts.

El fenotipo termosensible in vitro se mantuvo, independientemente del medio utilizado

para el crecimiento de las cepas mutantes; esto también se mantuvo in vivo, donde las mutantes

no pudieron restaurar el fenotipo salvaje a pesar de encontrarse en un medio tan rico como la

cavidad del peritoneo. Esto último reflejan'a que las lesiones de las cepas ts obtenidas afectan

funciones esenciales, y que su reversión es independiente del medio en el que se encuentren.

La cepa parental S. enteritidis 5694 resultó sumamente virulenta en el modelo murino

utilizado, (DLSO i.p. <10 UF/animal, DLSO p.o. 5 x105 UFC/animal). Al inocular los

animales con dosis i.p. de hasta 107UFC/animal de diferentes cepas ts (equivalente a >106

DLSO/animal de la cepa virulenta) la sobrevida de los mismos fue de un 100%. Las cepas ts,

también resultaron inocuas al ser inoculadas por la ruta de infección natural de Salmonella.

Todas las mutantes ts analizadas fueron avirulentas cuando se inocularon vía p.o. ó i.g. en dosis

equivalentes a 2 x 10‘ DLSO de la cepa parental, sin mostrar los animales inoculados ningún

signo de enfermedad. Estos resultados denotan la elevada avirulencia de las mutantes, además

de demostrar que las frecuencias de reversión in vivo de las cepas ts a la cepa salvaje, son

similares a las que se determinaron in vitro (menos de 10 revetantes podrían haber matado al
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50% de los animales al utilizar la vr'a i.p.).

La dosis inmunizante que otorgó una protección más adecuada contra el desafío i.p. fue

de 107UFC/animal, el haber administrado dos dosis i.p. no incrementó la inmunidad protectiva

otorgada por una sola inmunización. Asimismo al inocular los animales con 10a UFC/animal

de las distintas cepas ts se registraron diferentes porcentajes de muerte, por lo que el plan de

inmunización i.p. más apropiado resultó la administración de una sola inoculación i.p. de 107

UFC/animal. La inmunización con las mutantes ts de fenotipo replicante E/1/3 y C/2/2, indujo

una protección significativa contra el desafío i.p. La colonización esplénica luego de la

administración i.p. de la cepa salvaje es un factor determinante de la sobrevida de los animales

(Muotiola A. , y col., 1989). La colonización esplénica de la cepa virulenta cuatro días

posteriores al desafío, se relacionó en forma inversa con la inmunidad protectiva inducida en los

grupos que recibieron los distintos inmunógenos. Es importante destacar que en el momento del

desafío de los animales no se aisló ninguna de las cepas ts del bazo de los animales inmunizados.

Es sabido que algunas vacunas vivas atenuadas pueden llegar a persistir durante largos períodos

de tiempo en bazo e hígado post-inmunización sistémica, estimulando de esta forma mecanismos

de defensa no específicos (Killar L.M., Eisenstein T.K., 1985).

Los experimentos de permanencia realizados con la cepa parental permitieron determinar

por un lado, las condiciones óptimas para realizar las experiencias con las cepas mutantes y

además tener un mayor conocimiento acerca del ciclo de infección de la cepa parental en el

modelo mun'no utilizado. La pemanencia de la cepa salvaje S. enteritidis 5694 en ratones Swiss,

fue similar a la permanencia de esta cepa en ratones CD-l (Carter P.B. y Collins F.M., 1974).

La ruta de administración de un microorganismo puede determinar el grado de

permanencia del mismo (Nnalue N.A. , 1992). La colonización de las PP y bazo fue de diferente

magnitud dependiendo de la vía de inoculación, no obstante los patrones de permanencia se

conservaron para cada una de las mutantes. Cuando se utilizó la ruta i.g., el número de

mutantes ts colonizantes en PP y bazo se incrementó y a su vez la permanencia se prolongó en

el tiempo. El menor número de bacterias halladas en los tejidos post-inoculación p.o. con

respecto a las encontradas luego de la administración i.g., podría ser debido a la adherencia de
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microorganismos a las superficies mucosas y a la inactivación parcial por los mecanismos de

defensa de las regiones nasofan'ngeas y del tracto gastrointestinal (Wood W.B. y Davis B.D.,

1980). Carter y sus colaboradores (Carter P.B., y col., 1975) han demostrado la participación

de agregados linfoides asociados con el esófago y el tracto respiratorio, luego de la ingestión

de altas dosis de Salmonella .

Los estudios de permanencia de las mutantes ts, inoculadas oralmente

determinaron que en promedio, la permanencia de las diferentes cepas ts en las placas de Peyer

fue de 4 días. En base a estos resultados se diagramó un plan de inmunización tal que se

prolongase la permanencia de las cepas en los ganglios linfáticos asociados al intestino (placas

de Peyer). El plan de inmunización oral confu'ió una protección significativa en los animales

inmunizados con la cepa E/ 1/3. El implementar un esquema de inmunización mixta, con un

refuerzo i.p. una semana antes al desafío, incrementó la protección conferida por dicha mutante.

Esto último no es sorprendente ya que se ha reportado una elevación de la inmunidad local al

realizar un refuerzo parenteral luego de una inmunización local (I-Iohmann A., y col., 1979).

La ruta de administración i.g. aumentó tanto el grado de colonización como la

permanencia de las cepas ts en los tejidos, esto se correlacionó con un aumento en la protección

conferida por la cepa E/ 1/3 y no así con las cepas H/2/26 y C/2/2. No está del todo claro si

la falta de inducción de protección por parte de la cepa C/2/2 es debido a su incapacidad para

colonizar el bazo. Sería improbable que la mutante C/2/2 tuviera una incapacidad de sobrevivir

dentro de las células fagocíticas del bazo, ya que esta cepa colonizó el bazo de los animales

inoculados en forma i.p., en el mismo grado que las otras dos cepas ts analizadas. La ausencia

de la colonización del bazo luego de la inoculación i.g ó p.o.podn'a ser explicada por la

incapacidad de la cepa C/2/2 de llegar al bazo desde las PP. Se ha sugerido que en la

salmonelosis murina la esplenomegalia está relacionada con los mecanismos que inducen una

inmunidad protectiva (O’Callaghan D., y col., 1988; Killar L.M. y Eisenstein T.K., 1985). Sin

embargo, las mutantes pho p de S. lyphimun'um luego de ser inoculadas p.o. no colonizaron el

bazo de los animales, pero aparentemente protegieron a los mismos contra un desafío oral (Galán

J.E. y Curtiss III R., 1989). Se han observado resultados similares con mutantes gal E de S.

typhimurium (Collins L.V. y col., 1991). La mutante I-I/2/26, por el contrario estableció una
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colonización esplénica transitoria, pero no fue capaz de inducir protección.

Son varias las cepas atenuadas de Salmonella capaces de conferir altos niveles de

inmunidad contra desafíos con cepas virulentas en modelos mun'nos. Se considera

recomendable que una vacuna viva de Salmonella sea totalmente avirulenta pero además retenga

la capacidad de crecimiento restringido en los tejidos del huésped (Collins F.M. , 1968). Además

una vacuna oral debe ser capaz de tener crecimento en PP, así como en nódulos linfáticos y en

el bazo (Fierer J., y col.,l988).

Se ha hipotetizado que la eficacia de las vacunas vivas está determinada en gran parte por su

habilidad de permanecer en los tejidos del huéped , sin embargo esta suposición ha sido

ampliamente discutida (Sigwart D.F., y col., 1989; O’Callaghan D., y col., 1988). O’Callaghan

y col. al estudiar mutantes auxotrofas no revertantes de S. typhimuriwn, mostraron claramente

que la permanencia por sí sola no es suficiente para conferir inmunidad. Análogamente, los

resultados obtenidos por Hormaeche y sus colaboradores indicaron que el nivel de protección

otorgada por una vacuna viva depende de otros factores además de la permanencia de la cepa

vacunal en el huésped y de la virulencia de la cepa del desafío (Hormaeche C.E. y col. , 1991).

La cepa E/1/3 se detectó luego de 15 días en las PP y en el bazo en bajos números (menos de

50 colonias). Esta escasa permanencia en los tejidos, sin embargo, fue suficiente para conferir

protección contra un desafío oral. Esto último estaría de acuerdo con los resultados encontrados

por otros ( Fahey K.J. y Cooper R.G., 1970). El haber inducido inmunidad protectiva con una

limitada permanencia de las mutantes ts, representa un hecho ventajoso, ya que una prolongada

sobrevida de bacterias en los tejidos del huéped puede ser adverso y además no hay garantía de

una eliminación total de las cepas vacunales del huésped (Stabel, T.J. y col., 1990; Ohta M.,

y col., 1987).

A pesar de estar muy difundido el concepto de que la inmunidad protectiva contra

la salmonelosis está primariamente mediada por células, las vacunas no viables que inducen

solamente una respuesta humoral confieren ciertos grados de protección contra subsiguientes

desafíos (Herzbeg M.P., y col., 1972). Es sabido que en las fases tardías de la salmonelosis

murina, tanto las ramas humoral como celular del sistema inmune, jugarían roles importantes
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(Dunlap N. E., y col., 1991). La respuesta celular B sería importante presumiblemente en

controlar la bacteriemia en los estadios tardíos de la infección mun'na por Salmonella. Los

anticuerpos circulantes ejercen'an su acción protectiva inactivando los microorganismos

extracelulares antes de que accedan al medio intracelular (Groisman E.A. y col., 1990).

La inmunización i.g. con cualquiera de las cepas ts indujo respuestas humorales

tanto locales como sistémicas. A los 6 días de la inmunización i.g. con cualquiera de las cepas

ts estudiadas se detectó IgA específica en los fluidos intestinales, independientemente del patrón

de colonización de la cepa o de su capacidad protectiva. También se detectaron en circulación

Ig específicas del tipo IgG, IgM e IgA. Luego de la inmunización i.g. con la cepa E/l/3 se

detectaron altos niveles de IgM específica en circulación. Este es un hecho significativo ya es

sabido que anticuerpos específicos del tipo IgM efectúan la principal contribución tanto para la

remoción de Salmonella de circulación como para que estas bacterias sean tomadas por el

sistema reticuloendotelial (Saxen H., 1984). Para varios investigadores, la expresión de

inmunidad celular adquirida es vista como una función celular asistida por anticuerpos, más que

una habilidad de los macrófagos inmunes de inactivar Salmonella (Hsu H.S., 1989; Whitby .L. ,

1959).

Se sabe que células IgA de memoria son inducidas en tejidos linfoides asociados

a la mucosa, probablemente en PP. Estas células luego van a migrar a traves de todo el sistema

linfoide y pueden ser reestimulados por un nuevo contacto con el antígeno para convertirse en

células plasmáticas. A los seis días de la inmunización con E/ 1/3, se pudieron detectar células

secretoras de anticuerpos en nódulos linfáticos mesentéricos y en bazo.

En el estudio de las enfermedades entéricas esta ampliamente aceptado que la

eficacia de una vacuna depende de la inducción de una inmunidad intestinal local (Euro reports,

1982). El rol más destacado de los anticuerpos de las mucosas, especialmente IgAs, sen'a el de

la exclusión inmune. Mediante este mecanismo de defensa se evitaría el contacto del patógeno

con el epitelio intestinal previniendo la posterior colonización e infección del huésped (Holmgren

J., 1991). Sin embargo, en el caso de la salmonelosis no se ha podido establecer claramente la

importancia relativa de los anticuerpos locales intestinales en la protección contra la infección

(Edelman R., y col, 1986). Estudios recientes (Michettiy col., 1992; ShopeS.R., 1991)
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sugieren un papel protectivo de para IgA local en las infecciones causadas por Salmonella,

aunque estos resultados no son concluyentes. En el trabajo realizado por Michetti y sus

colaboradores el sistema utilizado fue relativamente artificial analizando el rol protectivo de

anticuerpos IgAs monoclonales secretados por hibridomas subcutáneos en ratones, además las

dosis de desafío empleadas fueron equivalentes a sólo 10 DLSO. En el trabajo de Shope

y col. , debido al modelo de inmunización pasiva que utilizan no queda claro si la leve potección

observada se puede atribuir a IgAs o a anticuerpos séricos del tipo IgG.

El desarrollo de vacunas efectivas en contra de enfermedades infecciosas requiere

de la existencia de mediciones inmunológicas que se correlacionen significativamente con el

grado de protección otorgado por las mismas. Un problema difícil de resolver es el de

relacionar los marcadores de inmunidad de fácil determinación con la eficacia de las vacunas.

En muchos casos se supone una eficacia sin que hayan pruebas fehacientes de la correlación

entre el título de anticuerpos y la eficacia de las vacunas (Levin J .H. y col., 1993).

Actualmente, en las pruebas de campo que se realizan en humanos con la vacuna

atenuada Salmonella typhi Ty21a, se evalúa la inmunogenicidad de la misma, en base a

mediciones directas o indirectas de una respuesta humoral local (Forrest, B.D., 1992; Forrest

B.D.,l993). No existen estudios contundentes que avalen la presencia de IgA local como una

medida predictiva de inmunidad protectiva contra Salmonella.

Asimismo otros autores (Tacket C.O. y col., 1992; Olanratmanee y col., 1992)

examinan la inmunogenicidad de vacunas atenuadas de Salmonella typhi en base a respuestas

séricas de IgG, haciendo referencia a pruebas de campo realizadas en Chile. En estos estudios

se vió una con'alación entre seroconversión de IgG y eficacia de la vacuna para una de las

formas en que se administró la vacuna, en cambio para otras formulaciones de la vacuna a pesar

de haber seroconversión entre los individuos la eficacia fue limitada (Levine M.M y col.,

1989).

Cuando se compararon los patrones de anticuerpos inducidos por cepas ts que

confieren distintos grados de inmunidad protectiva, tanto la cepa C/2/2, como la E/ 1/3 indujeron

niveles de sIgA significativos. En el caso de la mutante no protectiva se encontraron niveles
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significativos de IgAs en los tres tiempos analizados, mientras que en los animales inmunizados

con la cepa protectiva éstos se detectaron sólo a los 14 días de la inmunización. Estos resultados

sugieren que a1 menos en el modelo que se ha utilizado, la presencia de IgA específica local no

es un parámer indicativo de la protección otorgada.

En cuanto a los anticuerpos inducidos a nivel sistémico, en los animales que

recibieron la cepa E/1/3 se detectaron altos niveles de IgM. Estos valores se fueron

incrementando alo largo del tiempo, siendo mayores en el día del desafio, en cambio en la cepa

no protectiva estos niveles resultaron no significativos. Otros autores han demostrado la

capacidad protectiva de anticuerpos del tipo IgM contra Salmonella. En un trabajo reciente

(Watson y col., 1992), la inmunización de ratones con polisacáridos O-especificos conjugados

a proteínas protegió a los animales induciendo anticuerpos específicos de serogrupo. Cuando

estos autores realizaron experimentos de inmunización pasiva con los sueros inducidos por los

conjugados, observaron que los anticuerpos IgM resultaron más protectivos que los del tipo IgG;

lo que coincidiría con los hallazgos realizados por otros (Robbins, J. B. y col., 1965; Saxén,

H.O., 1984).

No todas las vacunas vivas contra Salmonella han resultado ser efectivas, las

razones por las que han fallado son desconocidas. Varios autores, aunque no todos, suponen

que la superioridad de las vacunas vivas es el resultado de la habilidad de éstas para desarrollar

inmunidad mediada por células. Sin embargo, todavía no se ha demostrado claramente la

importancia relativa de los mecanismos celulares versus los humorales en la protección.

Recientes hallazgos indicarían que tanto la inmunidad mediada por células como los anticuerpos

serían necesarios en la inmunidad protectiva contra la salmonelosis en un modelo murino. Las

investigaciones tendientes a caracterizar la inmunidad protectiva inducida por LPS asociado a

porinas (Muthukkumar S., 1993) se demuestra que la inmunización pasiva con células T y el

suero de los animales inmunizados confiere los mayores niveles de protección. La contribución

dada por las células T específicas podría relacionarse con la activación de macrófagos o la lisis

de células blanco. Además de la activación de macrófagos, otros mecanismos de defensa

mediados por factores solubles como el interferón gama secretado por células T, tales como

bacteriolisis dependiente de anticuerpos y fagocitosis podrían jugar un papel importante en la
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inactivación de las bacterias ingeñdas.

Los resultados presentados por Mastroeni, demuestran que tanto anticuerpos como las

células T son necesarios para la inmunidad contra el desafío oral con Salmonella en ratones

suceptibles (Mastroeni P. y col.,1993). Los mecanismos por los cuales operan las ramas

inmunes humoral y celular en una infección secundaria con Salmonella se desconocen aún. En

estudios recientes se ha propuesto que los fagocitos contribuir-fanen la resistencia en infecciones

primarias subletales con especies de Listeria, Francisella y Salmonella lisando hepatocitos

infectados (Conlan J. W., y col, 1992). Si la lisis de las células infectadas también tuviera

importancia en la inmunidad contra una infección secundaria oral, la resistencia en este caso

también requeriría la participación de anticuerpos circulantes. Estos facilitan'an la toma de las

bacten'as por fagocitos con una actividad microbicida aumentada promovida por células T

(Mastroeni P. y col.,1993).

En nuestro modelo pudimos observar que la cepa E/l/3 indujo altos niveles de

anticuerpos circulantes IgM e IgG.

En cambio en los animales imunizados con la cepa C/2/2, no protectiva, los niveles de IgG

específica no resultaron tan altos como en los que recibieron a la cepa E/1/3, aunque fueron

significativos con respecto al control. Sin embargo los niveles de IgM específica no fueron

significativos. Es conocida la propiedad de los anticuerpos IgM de poseer una capacidad

opsonizante 10 veces más activa que anticuerpos del tipo IgG (Robbins y col., 1965; Saxén H.,

1984), es probable que esta diferencia estuviera contribuyendo a la inmunidad protectiva

encontrada en los ratones inmunizados con la mutante E/l/3.

Los ensayos de proliferación celular indican'an que la inmunización con la cepa

E/1/3 fue capaz de inducir una respuesta inmune celular específica de memoria. En cambio los

ensayos realizados con células provenientes de animales inmunizados con la cepa C/2/2,

indicar-fanuna incapacidad de la cepa C/2/2 para montar una respuesta celular de memoria. Se

ha sugerido que tanto la habilidad para inducir anticuerpos opsonizantes como inmunidad

mediada por células serían dos factores importantes para la inducción de una protección óptima

por vacunas de Salmonella. Estas dos capacidades fueron demostradas por la cepa E/1/3.

4-10



El interferón gama (IPN-1'), citoquina inmunoregulaton'a clave, ha mostrado tener

un papel preponderante en la defensa del huésped en contra de van'os patógenos intracelulares,

entre ellos Salmonella. La protección otorgada por IPN-r, en estas infecciones se cree que

estaría dada principalmente por su habilidad de activar macrófagos (Kagaya K., 1989).

La activación de macrófagos mediante la acción de citoquinas, sin embargo, no

sería el único mecanismo. En estudios recientes sobre defensas en contra de patógenos

intracelulares como Leíshmania major y Mycobacterium bovis, se ha descubierto un nuevo

mecanismo de activación de macrófagos que involucra el contacto directo entre linfocitos T

CD4+ y los macrófagos infectados. Se sugiere que éste sería un mecanismo de defensa

importante en las infecciones intracelulares en general (Sypek J .P., y col., 1993).

Son numerosos los trabajos que indican el rol del IFN-r, en la defensa del huésped

en contra de Salmonella typhimurium, se ha demostrado la habilidad de esta citoquina

administrada en forma i.p. para inducir protección en contra de un desafío endovenoso con una

cepa virulenta de Salmonella typhímurium (Sonnenfield G. , y col. , 1987; Matsumura H. , y col. ,

1990). También se ha documentado el aumnento de la susceptibilidad murina a la salmonelosis

al administrar anticuerpos anti-IFN-r (Muotiola A., 1990). Se ha comprobado que luego de la

infección natural con Salmonella typhimurium tanto el tejido linfoide asociado al intestino como

el bazo producen IFN-T, mostrándose que jugaría un papel escencial en la resistencia a las

infecciones del tracto gastrointestinal por Salmonella (Ramarthinam L., 1991).

El IPN-1 participar-ía en la protección de animales inmunizados i.v. con la cepa aro A

y desafiados oralmente con la cepa patógena (Mastroeni P., y col., 1992).

En este trabajo las células provenientes de ganglio mesentérico y bazo de los animales

inmunizados con la cepa E/ 1/3 produjeron in vitro al estar frente al antígeno específico altos

niveles de IPN-1'.

Con el desarrollo de cepas de Salmonella avirulentas pero inmunogénicas, ha sido

posible suministrar por la ruta oral antígenos heterólogos al sistema inmune mucoso y sistémico.

El uso potencial de diversas cepas de Salmonella como vehículos de antígenos heterólogos ha
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sido ampliamente explorado (Schodel F., 1990). La pn'mer mutante de S. typhi utilizada para

administrar antígenos foráneos fue la cepa Ty 21a, que llevaba una plásmido que codificaba para

antígenos somáúcos del grupo D de Shigella (Formal S.B., 1981). También se ha expresado la

subunidad B, no tóxica de la enterotoxina termolábil de Esherichia coli, en cepas aro A de S.

dublin y S. typhimun'um (Clements J .D. y col., 1986; Maskell D.J. y col., 1987).

Asimismo se han expresado genes para proteínas de membrana externa de Pseudomonas

aeruginosa (Duchene M., y col., 1989), el gen codificante de la proteína M de Streptococcus

pyogenes (Poirier T.P., y col., 1988), genes de proteínas de parásitos (Sadoff J.C., y col., 1988;

Yang S.M., y col., 1990), y también genes codificantes de antígenos virales (Schodel F., y col.,

1989).

Los experimentos realizados en este estudio con la cepa C/2/2, revelaron que la

inmunización i.g. no indujo una protección adecuada contra el desafío oral con la cepa virulenta

de S. enteritidis, sin embargo estimuló una respuesta inmune humoral local significativa.

Luego de la inmunización i.g. la cepa C/2/2 fue la que se encontró en mayor número en las PP

por lo menos en los pn'meros días posteriores a la inmunización. En estudios recientes se ha

observado que el evento más importante para el desarrollo de una respuesta inmune en contra

de un antígeno foráneo es la cantidad de antígeno inicial que impacta el tejido linfoide asociado

al intestino y no la permanencia de la cepa vacuna en los tejidos (Cárdenas L., y Clements J.D. ,

1993). Estos resultados alientan el posible uso de esta cepa como vehículo de antígenos

heterólogos.

Los estudios de inmunogenicidad por vía i.p., oral e i.g. indicaron a la mutante E/ 1/3

como la más indicada para ser utilizada como cepa vacuna. El índice de reversión de esta

mutación se corresponde con el de una mutación puntual estando en el orden de 10-7, estos

valores de reversión hacen que el uso de la misma en pruebas de campo no sea adecuado. Para

garantizar la estabilidad de su atenuación se le incorporó a su genoma una segunda mutación

(thy-) con conocido efecto atenuante. Estudios anteriores en los que se utilizó una cepa doble

mutante Thy- Ts- de Shigellaflexneri, indicaron que resultó segura y protectiva tanto en conejos
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como en monos (Ahmed y col., 1990). Es conocida la estabilización de las cepas vivas

mediante la introducción de dos o más marcadores de atenuación (Linde K., y col., 1990; Mitov

I., y col., 1992).

El índice de reversión teórico de la doble mutante al fenotipo salvaje estaria dentro del

orden de 10-" (coincidir-íacon los datos experimentales de un IR < 103°). El haber disminuido

la reversión al fenotipo salvaje virulento de la cepa E/ 1/3 la habilitan'a para ser utilizada como

cepa vacunal, en animales.

La alta inocuidad presentada por la cepa ts E/ 1/3, se conservó al incorporarle una

segunda mutación al genoma.

En el caso de ocurrir la reversión de la mutación ts, la cepa seguiría conservando la mutación

thy-, en cuyo caso teniendo en cuenta que la DLSOde S enteritidis 5694 es < 10 UFC/animal,

la mutación thy- por sí sola conferin'a a la cepa S. enteritídis una atenuación 320 veces mayor

con respecto a la cepa virulenta.

Conclusiones:

De los resultados obtenidos a partir de este trabajo surgen las siguientes

conclusiones:

De dos experimentos de mutagénesis se obtuvieron un total de setenta y nueve

colonias con características de termosensibilidad en su crecimiento, lo que representó en

promedio un 4 % del total de las colonias sembradas.

Se caracterizaron veintiún mutantes para estudios de crecimiento en medio líquido.

De estos se hallaron mutantes de diferentes fenotipos, con índices de duplicación que variaron

entre cero y siete.‘ Las cepas ts descriptas mantuvieron las características de la cepa salvaje

analizadas. El fenotipo terrnosensible resultó independiente del crecimiento de las cepas en

diferentes medios.
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la mutantes ts E/ 1/3 y C/2/2 fueron capaces de otorgar una protección

significativa contra el desafío, al ser inoculadas por vía i.p. La colonización esplénica de la

cepa virulenta cuatro días posteriores al desafío, se relacionó en forma inversa con la inmunidad

protectiva inducida en los grupos que recibieron los distintos inmunógenos por vía i.p.

Las tres mutantes ts, analizadas con respecto a su relación con el huésped post

inoculación p.o. o i.g., presentaron diferentes patrones de permanencia en los diferentes

órganos. La administración de los microorganismos por la vía i.g., incrementó el grado de

colonización así como la permanencia de las distintas cepas ts. Sin embargo la distribución de

las diferentes mutantes en los distintos órganos del huéped fue similar para las dos vías de

inoculación ensayadas.

La inoculación i.g. de las mutantes aumentó la permanencia de las cepas en los diferentes

órganos. Este aumento en la colonización y permanencia de las mutantes ts, en el caso de la

cepa E/ 1/3, se correlacionó con un incremento de la protección otorgada.

La cepa ts que confirió una protección adecuada al ser administrada por la vía i.g. of

capaz de colonizar tanto las PP como el bazo, en cambio a las otras dos cepas ts se las detecto

en PP o en el bazo solamente.

Al implementar tanto un plan de imunización oral como mixto la inoculación de la cepa

E/1/3 indujo una protección significativa de cuarenta y setenta porciento respectivamente.

A los 6 días de la inmunización i.g. con cualesquiera de las cepas ts utilizadas,

se detectaron anticuerpos específicos en los lavados intestinales y en circulación. En los

animales inmunizados con la cepa E/l/3, se detectaron células productoras de anticuerpos en

ganglios linfáticos mesentén'cos y en bazo.

Al transferir las mutaciones ts al genoma original, las transductantes ts obtenidas

siguieron manteniendo las características de crecimiento tanto en medio sólido como líquido de
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las cepas ts originales.

La protección otorgada por las mutantes H/2/26L y C/2/2L coincidió con lo obtenido con

las mutantes "sucias" pero no ocurn'ó lo mismo con la cepa E/1/3L. A pesar que la sobrevida

de los animales inmunizados con E/l/3L resultó significativa con respecto al control el

porcentaje de protección fue menor al otorgado por la cepa ts original.

Se incorporó una segunda mutación atenuada al genoma de la cepas E/ 1/3L y E/1/3. Al

analizar la atenuación de la cepa doble mutante, se vió que la alta inocuidad presentada por la

cepa ts E/l/3, se siguió conservando al incorporarle una segunda mutación al genoma.

Se detectaron niveles significativos de IgAs en los animales inmunizados con la cepa

C/2/2, siete catorce y veiniún días posteriores a la finalización del plan de inmunización. La

mutante E/1/3, indujo niveles significativos de IgAs sólo a los 14 dias de la inmunización.

Solamente la cepa E/1/3 indujo niveles significativos de IgM circulante los que se

hallaron al día 21 post-inmunización.

Las dos mutantes produjeron una respuesta IgG específica circulante, cuyos niveles

aumentaron con el tiempo detectándose los niveles más altos en el día 21, resultando mayores

en los animales inmunizados con la mutante E/1/3.

La inmunización i.g. con la mutante E/l/3 indujo una respuesta celular de memoria, que

se evidenció por la proliferación celular in vitro frente al antígeno específico.

Los índices de estimulación de las células provenientes de bazo y ganglio mesentérico

de animales inmunizados con la cepa E/l/3 resultaron significativamente mayores, con respecto

a los de los animales controles.

Al inmunizar los animales con la cepa C/2/2, la células tanto de ganglio mesentérico
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como de bazo presentaron índices de estimulación que no presentaron diferencias cuando se

enfrentaron con el antígeno específico con respecto a otro antígeno no relacionado.

En presencia del antígeno específico, los sobrenadantes de las células provenientes de

animales inmunizados con E/ 1/3 presentaron altos niveles de IFN-r ( > 4100 pg/ml), comparados

con los de los animales controles (200-500 pg/ml).

En resumen, a partir de este trabajo se obtuvieron y caracterizaron mutantes ts de

diferentes fenotipos, de las cuales la cepa E/ 1/3 de fenotipo replicante confirió la protección más

adecuada. Esta cepa luego de la inoculación i.g. fue capaz de colonizar tanto las PP como el

bazo de los anmales inoculados. Esta cepa indujo una respuesta humoral tanto local como

sistémica. Es de destacar la respuesta humoral del tipo IgM como IgG que se detectó en los

animales que recibieron a la cepa protectiva. A su vez la mutante E/ 1/3 indujo una respuesta

celular de memoria evidenciada por la proliferacion celular frente al antígeno especifico como

por la producción de [FN-r. Para poder utilizar esta cepa en un futuro en pruebas de campo,

es que se le adicionó una segunda mutación que disminuir-ía la virulencia de la cepa en el caso

de que ocurn'ese la reversión de la mutación ts.

Futuro:

Los próximos estudios que se planean llevar a cabo, incluyen por un lado pruebas de

protección en animales de consumo humano, como el ganado avícola, utilime como

inmunógeno a la cepa doble mutante E/l/3.

A su vez dado que los mecanismos de inmunidad protecu'vos en salmonelosis no están

del todo dilucidados, se continuará analizando a los diversos los componentes del sistema inmune

celular en relación con su importancia en la protección otorgada por vacunas vivas atenuadas.
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Asimismo se profundizarán los estudios de inmunidad humoral local y sistémica

utilizando otras cepas atenuadas que confieren protección, en nuestro modelo animal, con el fin

de poder relacionar la presencia de un mismo patrón de inmunoglobulinas con inmunidad

protectiva.
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5. Resumen



Las infecciones entéricas que derivan en enfermedades diarreicas representan uno de los

principales problemas de la salud mundial. En los países del tercer mundo, ocurren por lo

menos mil millones de casos por año, resultando en 5 a 10 millones de muertes. Muchas de

estas infecciones son transmitidas por alimentos contaminados, dentro de las cuales esta la

salmonelosis.

El género Salmonella comprende a bacilos gram-negativos anaeróbicos facultativos,

agentes etiológicos de diferentes enfermedades referidas colecu'vamente como salmonelosis.

La s'almonelosis representa un importante problema de salud en todas partes del mundo.

A diferencia de lo que ocurre en humanos no se dispone de una vacuna comercial contra

Salmonella para uso animal.

Las mutantes bacterianas termosensibles (ts), en su crecimiento son una herramienta

promisoria para la producción de vacunas vivas contra enfermedades bacterianas. La atenuación

de estas cepas se basa en la característica de las mutantes de poder replicarse a bajas

temperaturas (26°C/ 28°C) pero de cesar su duplicación a la temperatura corporal (37°C). La

sensibilidad a la temperatura como método de atenuación ofrecería la ventaja sobre otras

atenuaciones de ser aplicable, en principio, para cualquier patógeno de mamíferos.

En este trabajo se obtuvieron mutantes ts de diferentes fenotipos. Las mutantes

analizadas en los estudios in vivo presentaron características bien diferenciables, en cuanto a sus

propiedadaes inmunogénicas y en cuanto a sus patrones de permanencia en el huésped. La

administración de los microorganismos por la vía i.g., incrementó el grado de colonización así

como la permanencia de las distintas cepas ts. Sin embargo la distribución de las diferentes

mutantes en los distintos órganos del huéped fue similar para las dos vías de inoculación

ensayadas.

La cepa ts que confirió una protección adecuada al ser administrada por la vía i.g. fue

capaz de colonizar tanto las PP como el bazo, en cambio las otras dos cepas ts se las detectó

en PP o en el bazo solamente.

La inmunización i.g., tanto con la cepa protectiva E/l/3 como con la mutante C/2/2, que

no otorgó una inmunidad protectiva adecuada, indujeron IgA en intestino. Solamente la cepa

E/1/3 indujo niveles significativos de IgM circulante los que se hallaron al día 21 post

inmunización. Las dos mutantes produjeron una respuesta IgG específica circulante, cuyos
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niveles aumentaron con el tiempo detectándose los niveles más altos en el día 21, resultando

mayores en los animales inmunizados con la mutante E/l/3.

La inmunización i.g. con la mutante E/ 1/3 indujo una respuesta celular de memoria, que

se evidenció por la proliferación celular in vitro frente al antígeno específico. A1inmunizar los

animales con la cepa C/2/2, la células tanto de ganglio mesentérico como de bazo presentaron

índices de estimulación que no fueron diferentes cuando se enfrentaron con el antígeno específico

con respecto a otro antígeno no relacionado. En presencia del antígeno específico, los

sobrenadantes de las células provenientes de animales inmunizados con E/ 1/3 presentaron altos

niveles de IFN-r (>4100 pg/ml), comparados con los de los animales controles (200-500

pg/ml).

Tanto en los estudios de inmunización sistémica, p.o., o i.g. la mutante E/1/3 confirió

la protección más adecuada, por este motivo es que se seleccionó a esta cepa como posible cepa

vacuna. Se incorporó una segunda mutación atenuada al genoma de la cepas E/1/3L y E/ 1/3.

Al analizar la atenuación de la cepa doble mutante, se vió que la alta inocuidad presentada por

la cepa ts E/l/3, se siguió conservando al incorporarle una segunda mutación al genoma. El

índice de reversión de las dos mutaciones en forma conjunta, resultó menor a 10-“), niveles tan

bajos de reversión propiciarían a esta cepa para ser utilizada como vacuna en animales de

consumo.
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