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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad inmunogénica de tres cepas
atenuadas de Salmonella Typhimurium de origen cobayo sobre los niveles de excrecion
de IgA fecal en ratones. El estudio se realiz6é con un total de 28 ratones hembra de la
cepa BALB/c de cuatro semanas de edad divididos en cuatro grupos (7 ratones por
grupo): Grupo 1 (Cepa 1), Grupo 2 (Cepa 2), Grupo 3 (Cepa 3) y Grupo Control (PBS).
Inoculando 10° UFC/100ul de cepa atenuada via oral por medio de una sonda
orogastrica. La cuantificacion de IgA fecal, la cual se llevé a cabo mediante la coleccion
de heces los dias 1, 9, 15 y 21, fue realizada mediante ELISA in house indirecto. Los
resultados arrojaron que el Grupo 1 y el Grupo 2 tuvieron actividad inmunogénica sobre
los niveles de excrecion de IgA fecal en ratones frente al grupo Control, siendo el Grupo
1 quien mostr6 una mayor respuesta en todo el ensayo. Este experimento nos suministrd
de valiosa informacion respecto a las cepas atenuadas para su evaluaciéon como posibles

candidatos vacunales con la finalidad de poder realizar futuros ensayos en el cobayo.

Palabras clave: Vacuna atenuada, Cavia porcellus, inmunogenicidad,

inmunoglobulina A, Typhimurium (Fuente: MeSH)



ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate the immunogenic activity of three
attenuated strains of Salmonella Typhimurium of guinea pigs origin on the levels of
fecal IgA excretion in mice. The study was performed with a total of 28 four-week-old
female mice of the BALB / ¢ strain divided into four groups (7 mice per group): Group
1 (Strain 1), Group 2 (Strain 2), Group 3 (Strain 3) and Group (PBS). The quantification
of fecal IgA, which was carried out through the collection of feces on days 1, 9, 15 and
21, was performed by indirect in-house ELISA. The results showed that Group 1 and
Group 2 had immunogenic activity on the levels of excretion of fecal IgA in mice
compared to the Control Group, with Group 1 showing a greater response throughout
the trial. This experiment provided us with valuable information regarding the
attenuated strains for their evaluation as possible vaccine candidates in order to be able

to carry out future tests in the guinea pig.

Key words: Attenuated vaccine, Cavia porcellus, immunogenicity, immunoglobulin

A, Typhimurium (Fuente: MeSH).
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INTRODUCCION

El cobayo (Cavia porcellus) es un mamifero roedor originario de la zona andina
de América del Sur y que en la actualidad cuenta con una poblacién de 17,4 millones
aproximadamente segun Instituto Nacional de Estadistica e Informatica (INEI) (2018). El
cobayo, debido a su elevado valor nutritivo, contribuye a la seguridad alimentaria de la
poblacidn rural de escasos recursos (Chauca, 1997; INEI, 2012) pero que en la actualidad
también se enfoca en una crianza comercial para abastecer la demanda nacional e
internacional de carne, siendo el Pert uno de los principales exportadores de carne de

cobayo en Sudamérica.

A pesar del crecimiento continuo de esta actividad pecuaria se ha visto afectada

por problemas sanitarios causados por distintas enfermedades infecciosas en donde la



salmonelosis es la de mayor importancia por su alta mortalidad (mayor al 90%) y
morbilidad (mayor al 50%) lo que conlleva a fuertes pérdidas econdmicas.
Investigaciones realizadas mencionan que es el serovar Typhimurium el reportado con

mayor frecuencia (Zuniga, 2001; Morales, 2017).

En el aspecto sanitario, el uso de vacunas puede ser importante para prevenir la
salmonelosis en cobayos. El uso de cepas atenuadas como candidatos vacunales son
convenientes porque simulan una infeccién sin ocasionar sintomatologia clinica, pero
suficiente para estimular una respuesta inmune (Chatfield er al,, 1989; Simon et al.,

2012).

La respuesta inmune de mucosas juega un rol importante frente a los patogenos
intestinales, siendo la inmunoglobulina A (IgA) la mas abundante en tejidos de la mucosa
y responsable de dicha respuesta, siendo reconocida como la primera linea de defensa (He

et al., 2007; Brandtzaeg, 2010; Boyaka, 2017).

Simon et al, (2011) senalé que el uso de modelos murinos en ensayos de
vacunacion con cepas atenuadas es valioso porque permite acelerar el proceso de
desarrollo de dichas vacunas. En la misma linea Zhang et al., 1997; Harrison et al., 1997;
Heithoft er al,1999; Curtis et al, 2009 demostraron que ratones susceptibles
inmunizados por via oral con Salmonella Typhimurium atenuadas mostraron un alto nivel
de proteccion cuando el raton fue desafiado subsecuentemente con una cepa patogena de

S. Typhimurium.



Actualmente, en el Peru no se dispone de informacion respecto a una vacuna
comercial efectiva para la prevencion de la salmonelosis en cobayos, por lo que su
desarrollo, publicacién y comercializacion es de imperiosa necesidad. Para ello realizar
evaluaciones previas de los candidatos vacunales en animales de experimentacion es de
suma importancia. Es por tal motivo que tenemos como objetivo evaluar la actividad
inmunogénica de tres cepas atenuadas de Salmonella Typhimurium sobre los niveles de

excrecion de IgA fecal en ratones.



REVISION BIBLIOGRAFICA

1. Produccion de cobayos y situacion actual en el Peru

El cobayo es un mamifero roedor nativo de la zona andina de algunos paises como
Pert, Ecuador, Colombia y Bolivia. Compone un alimento de alto valor nutritivo, y
econdomico en su crianza, que aporta a la alimentacion de la poblacion rural de escasos

recursos (Chauca, 1997).

En el Peru se localiza la mayor poblacion de cobayos, contando con un aproximado de
12 millones, seglin el censo nacional agropecuario del 2012, no obstante informacion
publicada por el INEI (2018) indica que se cuenta con mas de 17,4 millones de cobayos,

esto se debe a su capacidad de adecuacion (Chauca, 1997; INEI, 2012) y al potencial



mercado internacional para la carne de cobayo que viene mostrando un crecimiento anual
3,9 en volumen, siendo en la actualidad uno de los mayores exportadores de la carne de
cuy en Sudamérica, con una produccion anual de 21103 toneladas de carne de cobayo

segun el Ministerio de Agricultura y Riego del Pert (Minagri) (2019).

1.1 Problemas Sanitarios

El desarrollo de la crianza de los cobayos esta limitado por la mortalidad, como
consecuencia de la falta de alternativas eficaces en el area de salud animal para prevenir
y controlar distintas enfermedades (Chauca, 1997). El cobayo estd sometido a distintas
condiciones ambientales y es vulnerable frente a distintos agentes patdogenos que
desencadenan en problemas de salud y cuya repercusion en su productividad es de gran
importancia (INIA, 2019). En la misma linea, Morales (2013) menciona que el aumento
de la crianza intensiva con base en animales mejorados trajo consigo un incremento en la
susceptibilidad del animal frente a factores ambientales, capacidad de adaptacion y
resistencia a agentes patogenos. El cobayo, como todo animal, puede enfermarse a causa
de patdgenos bacterianos, virales y parasitarios presentes y que desencadenan el cuadro
clinico tras periodos de estrés (INIA, 2019). Cabe destacar que dentro de enfermedades
que pueden perjudicar el performance productivo de los cobayos destacan las
enfermedades como colibacilosis, neumonias, bronconeumonias, linfadenitis, entre otras.
Pero es la salmonelosis una de las enfermedades principales, generando un problema
sanitario que causa grandes pérdidas economicas (Morales, 2013). En consecuencia,
Morales et al. (2007) afirmaron que las pérdidas econdmicas causadas por esta

enfermedad llegan al 53% por morbilidad y al 95% por la mortalidad.



2. Salmonelosis

2.1 Caracteristicas generales

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae, siendo el tracto
intestinal de hombres y animales su habitat principal. Dada la gran capacidad de
adaptacion, los integrantes de este género logran infectar un extenso rango de hospederos
(Garcia, 2011). Son bacilos gramnegativos, anaerobios facultativos, de 0.7a1.5x2 a5
um de tamafio, no formadores de esporas, generalmente moéviles por flagelos peritricos
(Calvete, 2015). Mas de 2500 serotipos se han descrito, siendo Typhimurium y Enteritidis
los aislados frecuentemente en humanos y animales, lo cual repercute en su importancia

para la salud publica (Prescott, 2008; Murray, 2009).

2.2 Patogénesis

2.2.1 Biologia celular de la invasion de Salmonella

Salmonella Typhimurium es un notable patdgeno que causa diferentes enfermedades
que van desde gastroenteritis hasta una enfermedad sistémica, capaz de infectar a diversos
hospederos, incluyendo al humano (Uzzau et al., 2000). La destreza de invadir células
epiteliales pertenece a los mecanismos mas llamativos en el desarrollo de la patogénesis,
en especial las células M de las placas de Peyer en el epitelio intestinal (Jones, 1994). No
obstante, Santos et al, (2002) comprobaron que Salmonella es capaz de invadir
enterocitos e incluso células caliciformes. Curiosamente, Tahoun et al (2012)

evidenciaron que Salmonella no so6lo es capaz de atacar a las células M para su posterior



invasion, sino también de promover rapidamente la diferenciacioén de enterocitos a células
M, lo que indica una mejora en la capacidad de invasion y colonizacion del agente
patogeno, para ello Tahoun et al. (2012) explico que la proteina efectora bacteriana SopB
interviene en la llamada “transicion epitelial-mesenquimal” que estd asociada con una
pérdida gradual de marcadores epiteliales y una obtencion de marcadores de células M,
siendo SopB necesario y suficiente para provocar la diferenciacion de células M debido
a que activa la via de senalizacion Wnt/B-catenina que induce al sistema RANKL(ligando
del receptor activador para el factor nuclear kB)/RANK, y esto desencadena la activacion
autocrina del factor de transcripcion Slug que juega un papel importante en la regulacion
de la transicion epitelio-mesenquimal y que al final marca la transdiferenciacion en

células M.

Santos et al., (2015) sugiere que Salmonella esta altamente adaptada a la invasion de
la célula huésped debido a los datos publicados por Reis et al, (2003) en el que se
evidencio que el tiempo necesario para que Salmonella invada y alcance el ambiente
intracelular de las células epiteliales es de unos pocos minutos. Lo que significa que el
sistema funcional de secrecion tipo III (T3SS) codificado por la isla de patogenicidad
(SPI) 2 (T3SS-2) de Salmonella no tifoidea es necesario para dar ese rapido paso a traveés
de la capa epitelial, cuyo mecanismo de salida a través de las membranas celulares basales
permanece desconocido, pero recientes estudios han evidenciado que para la invasion de
éste patdgeno a las células epiteliales se requiere un sistema funcional de secrecion tipo
III (T3SS) codificado por la isla de patogenicidad (SPI)-1 (T3SS-1) cuya expresion esta
regulada por sefiales ambientales (osmolaridad, pH, concentracién de oxigeno, bilis,
concentracion de magnesio y acidos grasos de cadena corta) (Bajaj et al., 1996; Miiller et

al., 2012). Ademas, la induccion de la expresion de T3SS-1 en el lumen intestinal que



beneficia a la manifestacion de un fenotipo invasivo en este periodo de la infeccion es
producido por un equilibrio entre las sefiales ambientales. Los sistemas reguladores de
dos componentes como BarA/SirA detectan estas sefiales ambientales y activan el
regulador transcripcional de SPI-1 HilA, asi como otros reguladores, lo que lleva a la SPI-
1 a una regulacion ascendente (Altier, 2005). Santos et al., (2015) afirma que el {leon es
probablemente un espacio preferible por Salmonella para invasion, diseminacion y
colonizacion, debido a que Altier (2005) publicdé que hay un mayor tropismo tisular de
Salmonella no tifoidea en dicho segmento intestinal porque no posee abundantes acidos
grasos biliares y de cadena corta, que actuan como supresores ambientales de la expresion

de SPI-1, en comparacion con el duodeno.

La transcitosis es un conjunto de procesos realizados por las células M que ayuda al
progreso de la respuesta inmune mucosal, pero también los deja altamente susceptibles al
ataque de diversos patogenos entéricos. Salmonella usa a las células M como puertas de
ingreso a través del epitelio intestinal; este libre acceso a la adherencia e internalizacion
de Salmonella se da gracias a que las células M carece de glicocalix y borde en cepillo en
la superficie (Jepson, 1998). Dicho con palabras de Labhiri et al., (2010) las células M son
una via de ingreso a las células dendriticas y macrofagos para el establecimiento de una
infeccidn intracelular y una diseminacion sistémica de parte de Salmonella.

Citando a Labhiri et al., (2010) la adhesion de Salmonella a las células M, provoca
significativos cambios fisicos en la célula, siendo la invasion de Salmonella un estimulo
que genera, en la superficie apical de las células M, una reorganizacion del citoesqueleto
que trae por consecuencia la internalizacion bacteriana y la citotoxicidad de las células al
no recuperar su citoarquitectura inicial. Luego de la internalizacion se da el transporte de

la bacteria hacia las células linfociticas subyacentes. Como consecuencia de ello Jones et



al., (1994) afirma que tras la destruccion de las células M hay una ruptura de la
arquitectura del epitelio asociado al foliculo (FAE) que permite una infeccion a los

enterocitos contiguos por parte de Salmonella.

2.2.2 Supervivencia intracelular y diseminacion tisular

Posterior a la invasion de las células del epitelio intestinal Santos et al., (2002) afirma
que Salmonella se establece dentro de una vacuola unida a la membrana hasta alcanzar la
lamina propia. Posteriormente a la internalizacion de Salmonella en la vacuola, la bacteria
padece un considerable cambio en su perfil de expresion genética. En el ambiente
intracelular, los genes SPI-1 estan reprimidos, mientras que hay un aumento de SPI-2
(Altier, 2005). Teniendo al sistema regulador de dos componentes PhoP/PhoQ como uno
de los mecanismos reguladores mas importantes debido a que detecta los cambios en el
medio ambiente (luz intestinal frente a la vacuola del citoplasma) y es considerado un
interruptor genético porque genera un perfil de expresion genética que ayuda a la
supervivencia intracelular, mientras reprime el fenotipo invasivo (Altier, 2005). Para la
supervivencia intracelular la SPI-2 codifica un sistema de secrecion tipo III (T3SS-2), el
cual es semejante estructuralmente al T3SS-1, y cuyas proteinas efectoras estan
principalmente implicados en mecanismos que favorecen la supervivencia y replicacion
intracelular. Si bien varias publicaciones han descrito que T3SS-1 y T3SS-2 tienen
funciones completamente diferentes, se ha demostrado que existen algunas funciones

repetidas y superpuestas asignadas a estos dos sistemas (Moest y Méresse, 2013).

Salcedo et al., (2003) afirman que Salmonella se encontrard localizada cerca del

nucleo y del aparato de Golgi en etapas posteriores en las células del epitelio intestinal.



Y teniendo en cuenta a Salcedo, Swart y Hensel (2012) sefialan que un rol importante en
la supervivencia intracelular es el desarrollo de filamentos inducidos por Salmonella
(Sifs) promovidos por dicha bacteria. Como lo expresa Salcedo et al., (2003) las SIF son
estructuras membranosas tubulares ensamblado a la vacuola que contiene a Salmonella
(SCV), lo que le facilita la captacion de nutrientes, la movilizacion de Salmonella de una
célula huésped a otra y proveen el espacio fisico para la replicacion bacteriana. No
obstante, Schroeder er al., (2011) sefiala que la red tubular inducida por Salmonella
contiene otros tres tipos de tabulo: Clasificacion de los tabulos de nexina, tiabulos de la
proteina de membrana transportadora secretora 3 (SCAMP3) inducida por Salmonella y
tubulos negativos a la proteina de membrana asociada al lisosoma 1 (LAMP1). A su vez,
afirma que las diversas proteinas efectoras de Salmonella tienen un rol importante en la

formacion y maduracién de la red tubular.

Odendall et al., (2012) refiere que Salmonella recluta activamente actina, que sirve
como una abundante malla para sostener, de manera estable, el SCV. Mientras que el
efector T3SS-2 SteC activa la via las MAP quinasas MEK y ERK, la quinasa de cadena
ligera de miosina (MLCK) y la miosina IIB, lo que conduce a una reorganizacion del

citoesqueleto, cuya importancia radica en mantener la integridad del SCV.

Tam et al., (2008) considera a Salmonella como un patdégeno intracelular facultativo
que ha evolucionado para desarrollar mecanismos que conlleven a evadir los mecanismos
bactericidas de los fagocitos. También hace mencion que posterior a cruzar los epitelios
intestinales, la Salmonella encuentra diversos tipos de fagocitos capacitados, que incluyen
a los macrofagos, células dendriticas y neutréfilos. En la misma linea de Tam, Santos y

Bédumler (2004) sefialan que la Salmonella no sobrevive bien en neutréfilos, no obstante,
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los macréfagos permiten el crecimiento intracelular de la bacteria en mencién. La T3SS-
2 funcional es responsable de manera considerable en la supervivencia y la replicacion
intracelular de la Salmonella, cuyas proteinas efectoras son competentes de segregar el
SCV del sistema endosomico, impidiendo de forma selectiva la fusion de las
fagolisosomas (Swart y Hensel, 2012; Bakowski et al., 2008). A su vez, Swart y Hensel
(2012) destacan la capacidad de Salmonella de interferir con la habilidad de las células
dendriticas para estimular a las células T virgenes, evadiendo asi la inmunidad adaptativa

del hospedero.

Si bien Tam (2008) y Santos y Baumler (2004) mencionan que los macréfagos y las
células dendriticas son reconocidos como células diana para Salmonella, Souwer et al.,
(2012) sugiere que las células B especificas de patdgenos ejercen como portadores para
la propagacion sistémica de Salmonella. También menciona que, aunque Salmonella no
pueda replicarse en las células B sobreviven bien en su ambiente intracelular, incluso
sefiala que las células B excretan automaticamente la Salmonella intracelular, lo que se
cree es un mecanismo de liberacion del patdgeno en 6rganos distantes de la infeccion

como el bazo y el higado.

Worley et al., (2006) indica que para la diseminacion sistémica de Salmonella es
fundamental el T3SS-2 funcional. También destaca que Ssel, un efector secretado por
T3SS-2, desempefia un rol significativo en la difusion. En el mismo contexto,
McLaughlin et al., (2009) destaca el papel importante de Ssel en la persistencia cronica
de Salmonella. Worley et al., (2006) afirma que Ssel obstaculiza el patron migratorio de
los fagocitos intestinales que contienen a la Salmonella. Aunado a esto McLaughlin et

al., (2009) sefiala que Ssel inhibe la migracion de macrofagos y células dendriticas al unir
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directamente el motivo IQ del factor huésped que contiene la proteina activadora de

GTPasa 1 (IQGAP1) cuya funcion es regular la migracion celular.

2.3 Epidemiologia

La Salmonella posee una amplia distribuciéon a nivel mundial siendo capaces de
provocar alteraciones patologicas en animales y en humanos. Dentro de los serotipos
frecuentemente aislados que no estan adaptados a un hospedero especifico destaca el
serotipo Typhimurium, causando peligrosos brotes de salmonelosis en los animales y
brotes de gastroenteritis en humanos a nivel mundial (Radostits, 2002). En la misma linea
Chero (2015) senalé que S. Typhimurium es el patégeno principal en cobayos
reproductoras al primer parto en la granja donde realizd el estudio. Asi mismo, Diaz
(2016) obtuvo tnicamente S. Typhimurium como resultado de su trabajo usando un
protocolo de PCR multiple como método de deteccion rapida para Salmonella
Typhimurium y Enteritidis. Finalmente, Marcelo et al. (2017) obtuvo como resultado
mediante un PCR multiple que el 100% de sus cepas trabajadas de Salmonella spp.

Aisladas de cobayos fueron identificadas como S. Typhimurium.

2.3.1 Vias de Transmision

La Salmonella se transmite por contacto directo e indirecto, siendo los animales
infectados fuentes de dichos agentes patogenos. Estos agentes patdgenos son excretados
e infectan directamente a otros animales o de forma indirecta a través de la contaminacion
del medio ambiente incluyendo alimento y agua. Dicha excrecion del agente patogeno

aumenta con relacion al estrés al que estan sometidos los animales (Radostits, 2002).
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2.3.2 Prevalencia

La prevalencia de esta enfermedad difiere en gran cantidad entre regiones geograficas,
esto depende del clima, la densidad poblacional, entre otras. (Radostits, 2002) y segin
Ortega et al., (2015) debe ser valorada como una de las causas de mortinatalidad en los
cobayos. En los estudios de prevalencia realizado en cobayos Matsuura et al. (2010)
observo en su estudio una prevalencia del 61.5% en granjas de crianza familiar-comercial
en Ancash. En la misma linea, Telles (2017) encontré una prevalencia del 66,76% en

Tacna.

2.3.3 Factores de riesgo ambientales

Se han descrito varios factores de riesgo dentro de los que destacan los alimentos
contaminados como la principal fuente de infeccion, asi como la introduccion de
animales de origen desconocido y el contacto con roedores y aves silvestres, que
intervienen como portadores, contaminando el alimento con sus deposiciones
(Chauca, 1997). En la misma linea, el estudio realizado por Telles (2017) encontrd
diversos factores de riesgo asociados a un manejo deficiente y contacto con otras

explotaciones como aves y cerdos.

2.4 Prevencion y Control

La Salmonella puede sobrevivir en ambientes con amplio rango de pH (4.05 —9.5)

y puede multiplicarse en un amplio rango de temperaturas (7 — 48°C) (Fatica y
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Schneider, 2011) y en un ambiente cerrado a temperatura ambiental de 25°C se ha
demostrado que Salmonella puede sobrevivir hasta 5 afios en agua esterilizada o en
una solucion tamponada con fosfato (Liao, 2003). Aunque generalmente, las
bacterias gram negativas suelen ser susceptibles a muchos desinfectantes como
hipoclorito de sodio al 1%, etanol al 70%, propanol al 70% y glutaraldehido al 2%
(CFSPH, 2005) que ayudan con la prevencion y control de estas; el control de
Salmonella por medio de desinfectantes no resulta efectivo porque en los animales
portadores no se percibe signo clinico de salmonelosis (Richardson, 2000). Es por
ello por lo que Richardson (2000) recomienda, como medida adicional, que los
cobayos que aparentemente sanos deben ser trasladados a otros espacios dentro de la
granja para evitar un nuevo brote, evitando el uso de esos espacios contaminados.
Hoy en dia los métodos preventivos basados en desinfectantes estan siendo
insuficientes para evitar la propagacion de la enfermedad, es por ello que en otras
actividades pecuarias se viene trabajando con el uso de vacunas como método

preventivo (Chandra et al., 2012; Huberman et al., 2019).

2.5 Vacunas

Como lo afirma Tizar (2009) la vacunacion es, de sobremanera, el procedimiento mas
eficaz y rentable para controlar enfermedades causadas por diversos agentes infecciosos.
Siendo la vacuna un producto cuyo objetivo es de generar inmunidad frente a diversos
agentes patogenos induciendo la produccion de anticuerpos y, ejerciendo asi, un

importante efecto en la reduccion de la mortalidad (OMS, 2010).
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2.5.1 Vacuna viva atenuada contra Salmonella

Las vacunas vivas emplean una forma atenuada (o debilitada) del agente
patogeno causante de una enfermedad infecciosa. Dentro de sus ventajas, destaca la
similaridad a una infeccidon natural lo que ayuda a prevenir una posterior enfermedad,

para ello crean una fuerte respuesta inmune y de una extensa duraciéon (HHS, 2017).

En el caso de la afeccion de otras especies por Salmonella se han venido
trabajando en vacunas con el fin de resolver dicho problema. Puede agregarse que
Huberman er al, (2019) evaluaron diferentes programas de vacunacidén con cepas
atenuadas de Salmonella enteritidis en gallinas ponedoras con la finalidad de reducir la
excrecion del agente patogeno, la colonizacion de érganos y la contaminacion de los
huevos, demostrando que el uso de una vacuna viva atenuada de S. Enteritidis, asociado
a medidas de gestion y bioseguridad, puede usarse como una herramienta importante para

reducir las infecciones por S. Enteritidis en gallinas ponedoras.

De modo similar Chandra et al., (2012) evalud la respuesta inmune y la eficacia
protectora de una vacuna viva atenuada de Salmonella que expresaba antigenos de
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis contra el desafio en ratones; concluyendo
que los antigenos atenuadas de MAP que expresa Salmonella es un candidato vacunal
conveniente por las ventajas que ofrece, como la facilidad de fabricacion, el bajo costo y,

sobre todo, el potencial de proteccion doble frente a MAP y Salmonella.
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3. Inmunidad de mucosa intestinal

La mucosa intestinal es el componente mas importante del tracto intestinal porque
en ella se producen la digestion y absorcion de nutrientes y es una barrera fisica que
protege a los Organos internos, ademds, mantiene una interaccion constante con
microorganismos patogenos (Konig, 2011). Siendo la superficie mucosa es el principal
interfaz corporal entre el hospedero y los antigenos externos como los microorganismos

(Fujimoto y Satoshi, 2020).

3.1 Inmunidad innata

Los hospederos han desarrollado diversos sistemas de defensa para evitar la
invasion de microorganismos patégenos, siendo el epitelio intestinal, la capa mucoide y
las células inmunes quienes juegan un rol fundamental en la primera linea de proteccion
de la superficie mucosa (Ganz, 2003; Peterson et al., 2014; Goto et al., 2016). El sistema
de barrera juega un rol fundamental en la proteccion de la mucosa de los antigenos. En
este organo las células epiteliales monocapa forman una barrera fisica y quimica que
consisten en componentes no estructurales como los péptidos antimicrobianos (AMPs)
producidos por las células de Paneth y el moco producido por las células caliciformes.
Ambas barreras proveen proteccion contra microorganismos enteropatdogenos. Las
células inmunes que residen en el intestino proporcionan una tercera barrera defensiva,
ya sea en estructuras organizadas, como las placas de Peyer y Noédulos linfaticos
mesentéricos, o dispersas por todo el epitelio intestinal y la [amina propia (Perez-Lopez
et al., 2016) debido a que expresan esencialmente receptores de reconocimiento de
patrones (PRRs) que incluyen Receptores tipo Toll (TLRs), Receptores de Lectina tipo C
(CLRs), Receptores de tipo RGI-I (RLRs) y Receptores tipo NOD (NLRs). Estos PRRs
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responden cuando la superficie mucosa es expuesta a patogenos, siendo los PRRs quienes
proveen funciones clave que regulan la homeostasis de la mucosa (Fujimoto y Satoshi,

2020).

Considerando que dado la identificacion de patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMP) el sistema inmune innato inicia su accionar defensivo. Estas acciones
inician la inflamacidén y la consecuente movilizacion de células fagociticas (neutréfilos y
macrofagos) que aporta a la destruccion apresurada de los agentes patdogenos invasores.
Si bien esto podria ser adecuado para defender al organismo, no siempre es suficiente
para dar el grado de respuesta inmune esencial que ratifique la resistencia a la infeccion.
Esto requiere de una respuesta mds robusta que reconozca una mayor cantidad de
moléculas de diversos agentes patogenos y que tenga la capacidad de recordarlo. Esta

respuesta adaptativa esta a cargo del sistema inmune adquirido (Tizard, 2009).

Por otro lado, cabe mencionar la importancia de las células M que son un conjunto
de células epiteliales especializadas, caracteristica de FAE, en la captacion de antigenos,
siendo la FAE la tinica regién en el tracto gastrointestinal donde se produce la absorcion
de particulas antigénicas; las células M son muy activas en la fagocitosis y la transcitosis,
por lo que captan bacterias y antigenos luminales que son enviados a las Células
Dendriticas para iniciar respuestas inmunes de la mucosa (Kanaya y Ohno, 2014). Las
células M expresan receptores de IgA en su membrana plasmatica apical y transportan
antigenos unidos a SIgA a las placas de Peyer lo que genera una captacion eficiente por

parte de las células M (Mantis et al., 2002; Rey et al., 2004).
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3.2 Inmunidad adaptativa

La inmunidad adaptativa se caracteriza por una mayor especificidad frente a
diversas moléculas ajenas, también tiene una capacidad “memoria” para poder responder
de una manera potente frente a una exposicion reiterada frente al mismo agente patégeno

(Abbas et al., 2012).

Ocurren dos tipos de respuestas inmunitarias adaptativas dependiendo del agente
patogeno, llamadas inmunidad humoral e inmunidad celular que esté representado por las
células T y las células B con su diferenciacion en células secretoras de anticuerpos. La
inmunidad humoral tiene unas moléculas presentes en el torrente sanguineo y en las
secreciones de las mucosas, que reciben el nombre de anticuerpos, y es el encargado de
la defensa frente a microorganismos extracelulares y sus toxinas. La inmunidad celular
es ejecutada por las células T y estd encargado de la defensa contra microorganismos

intracelulares, como virus y algunas bacterias (Abbas et al., 2012; Mestecky, 2020).

4. Inmunoglobulina A (IgA)

La inmunoglobulina A (IgA) es la inmunoglobulina més abundante en los tejidos
de la mucosa de los humanos y la mayoria de otros mamiferos, siendo la mayor
responsable de la respuesta inmune de la mucosa, reconocida como la primera linea de
defensa para proteger el epitelio intestinal de los patogenos y toxinas entéricas. La IgA
secretora (SIgA) es la que esta presente en las superficies mucosas y consiste en una IgA
dimérica unida a través de la cadena J a los componentes secretores (SC). El componente

secretor protege al SIgA de la degradacion por enzimas proteoliticas microbianas y del

18



huésped en el tracto gastrointestinal y las secreciones corporales (He et al, 2007,

Brandtzaeg, 2010; Boyaka, 2017).

4.1 Funcién

Las células B foliculares y extrafoliculares produce IgA mucosal a través de vias
dependientes de células T (TD) o independientes de células T (TI) (Fagarasan, 2000;
Cerutti, 2008; Faragarasan et al., 2010; Pabst, 2012). Aunque las vias TD generan IgA
monorreactiva con alta afinidad por el antigeno, las rutas TI pueden generar IgA
polirreactiva con baja afinidad por el antigeno (Macpherson et al., 2008). La IgA de alta
afinidad neutraliza algunos virus, como el rotavirus, y bloquea toxinas producidas por
bacterias patdgenas, incluida la toxina del colera (Matson et al., 1993; Bergqvist et al.,
2013). Ademas, la IgA de alta afinidad reduce la motilidad y la invasividad de Shigella

flexneri y Salmonella enterica (Martinoli et al., 2007; Kadaoui y Corthesy, 2007).

4.2 Sintesis de IgA

En el intestino, la IgA se puede generar a través de diversas vias, dentro o fuera
de las estructuras foliculares organizadas que pertenecen a los tejidos linfoides asociados
al intestino (GALT) y con o sin ayuda de las células T CD4+ (Suzuki et al., 2010). Dos
compartimentos funcionales conocidos como sitios inductores y efectores caracterizan la
geografia de la produccidn y funciéon de IgA en el intestino (Macpherson et al., 2008).
Los sitios inductivos primarios incluyen las estructuras foliculares organizadas de las
placas de Peyer (PP) y los sitios inductivos secundarios son denominados foliculos

linfoides aislados (ILF) (Hamada et al., 2002) y también se produce IgA en los foliculos
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de los nodulos mesentéricos (MLN). Suzuki et al. (2010) afirma que mientras las PP, los
ILF y los MLN funcionan como sitios inductores de IgA, la lamina propia (LP) intestinal
sirve como sitio efector de IgA, debido a que apoyan la maduracion y supervivencia de
los plasmablastos y células plasmaticas productoras de IgA que emergen de las PP y

MLN.

5. Ratén como modelo biolégico

El ratén es el animal mas utilizado para experimentos in vivo de medicina y
biologia siendo el modelo elegido para comprender la reaccion de un organismo
mamifero frente a diversos agentes patdgenos, ya sean parasitos, bacterias y virus,
también es utilizado para analizar reacciones inmunoldgicas, oncoldgicas, entre otras. Los
investigadores valoran al raton como un modelo animal por su corto tiempo generacional,
alta performance reproductiva, econdmico y sencillo mantenimiento, lo que lo hace un
modelo animal casi perfecto, siendo los animales mds sofisticados que pueden ser

utilizados (Atchley y Fitch, 1991; Benavides y Guénet, 2003)
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MATERIALES Y METODOS

1. Lugar de ejecucion

El ensayo experimental se llevo a cabo en el bioterio del Laboratorio de Biologia y
Genética molecular de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional

Mayor de San Marcos, Lima, Pert.
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2. Material Experimental y Metodologia

2.1 Animales

Se utilizaron ratones albinos hembras de 4 semanas de edad pertenecientes a la cepa

BALB/c adquiridos de Instituto Nacional de Salud (INS).

2.2 Método de crianza

Para la crianza de los animales se contd con un sistema de bioseguridad para
evitar la contaminacion, esto se logré siguiendo las indicaciones del Instituto Nacional de
Salud. Los animales fueron colocados aleatoriamente en jaulas metalicas (1 caja por
grupo) que tienen unas dimensiones de 40 cm? (piso) x 15 cm (altura) cada una. Cada
raton fue asignado nimero (del uno al siete) para su identificacion y para ello se marcod
cada raton con un plumoén indeleble en la base de la cola. Se administr6 alimentacion ad
libitum a base de alimento peletizado adquirido en el Instituto Nacional de Salud y

formulado especificamente para crianza de ratones de laboratorio.

2.3 Monitoreo de los animales

En los dias de cuarentena se realizé un monitoreo con el objetivo de corroborar

que los animales lleguen sin contaminacion cruzada de salmonelosis al inicio del ensayo,

para ello se colectaron muestras fecales de cada raton los dias 0 (llegada de los animales),
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dia 7 y dia 14 (dia anterior a la inoculacion de las cepas atenuadas). Asi mismo, a lo largo

del estudio se monitored a los animales ante la posible presentacion de alguna patologia.

2.3.3 Toma de muestras

Para la toma de muestras fecales se retird a cada raton de su caja metalica y fue
colocado en otra caja metalica de iguales condiciones, previamente desinfectada, de unos
cinco a diez minutos o hasta observar que el animal habia defecado, con el objetivo de
obtener muestras fecales frescas y libres de algin contaminante (orina). Cada raton fue
manipulado levantando ligeramente la cola y masajeando suavemente la zona dorso-
caudal, esto estimulaba el reflejo de deposicion. Para todo lo descrito se utilizo guantes e

instrumentos estériles por cada individuo.

2.3.4 Procesamiento de muestras

Las muestras fecales de cada raton fueron rotuladas segin el numero de
individuo, el grupo al que pertenecian y la fecha. Se obtuvo 2 fecas en promedio, siendo

utilizado solo 1 g en total.

2.3.5 Enriquecimiento Selectivo

Las muestras fecales de cada ratdn fueron colocadas en tubos falcon de 50 mL

que contenian 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis (RV), se incub6 a 42 °C por 24 h.
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2.3.5 Aislamiento en Agar Selectivo y Diferencial

Al dia siguiente, los tubos con caldo RV fueron homogenizados, luego, haciendo
uso de un asa bacterioldgica se extrajo una muestra que fue sembrada por agotamiento en
estria en agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD), se incubo por 24 h a 37 °C. Para luego
observar si habia crecimiento de colonias bacterianas compatibles con Salmonella spp.
Obteniendo como resultado que todas las muestras fueron negativas al monitoreo de

Salmonella spp.

2.4 Cepas atenuadas

Se utilizaron tres cepas atenuadas, que se mantuvieron en congelacion de -80 °C,
que previamente se habia comprobado que carecian de capacidad patogénica e
invasiva, ocasionando la pérdida de su funcion.

e Cepa I: El gen atenuado participa en la ruta metabolica para

sintesis de aminoacidos esenciales.

e Cepa 2: El gen atenuado participa en la respuesta frente al estrés

dentro del hospedero y en la supervivencia en macréfagos.

e Cepa 3: El gen atenuado participa en la capacidad de invasion.

2.4.1 Reactivacion de cepas atenuadas y preparacion del indculo.

Las cepas atenuadas mantenidas en congelacion (-80 °C) fueron retiradas de la
congeladora y, con ayuda de un ansa de siembra, se extrajo una pequefa alicuota que fue

colocado en 500 mL de caldo Luria Bertani (LB), dejandose incubar por 18 h. Tras la
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incubacion, se homogenizo6 el caldo LB y se dispenso en tubos estériles conicos de 50
mL. Luego los tubos fueron centrifugados a velocidad media (5000 g) en la centrifuga
Mikro 20 — Hettich. Posterior a ello, se descarto el sobrenadante y el material sedimentado
fue resuspendido en 2 mL de glucosa al 20% hasta llegar a una concentraciéon de 10°
UFC/100 pl de solucion. La concentracion fue obtenida mediante medicion por
espectrofotometria en un espectrofotometro Genesys 10uv a 600 nm usando, ademads, un

control de concentracidon conocida.

2.4.2 Inoculacion de las cepas atenuadas

Posterior al periodo de cuarentena se administré 100 pl de la cepa atenuada con
10° UFC/animal via oral mediante el uso de una sonda orogéstrica 18G, 2.5 cm de
longitud y 2 mm de diametro (Sigma - Aldrich), siguiendo las recomendaciones descritas
en la guia “Manejo y cuidado de animales de laboratorio: Raton” del Instituto Nacional

de Salud (INS, 2008).

2.5 Coleccion de muestras fecales post inmunizacion

Las muestras fecales de cada raton se colocaban, de manera individual en las
mafianas colocando cada raton en una caja metalica desinfectada recogiendo las heces
que iban defecando los cuales eran colocados en tubos de microcentrifuga de 1.5 mL los
dias 1, 9, 15 y 21, post inoculacion de la cepa atenuada, conservando dichas muestras en

congelacion a -20 °C para su posterior evaluacion.
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2.6 Evaluacion de heces post inmunizacion

En el laboratorio, las heces que fueron colectadas de cada raton fueron
procesadas mediante extraccion de proteinas fecales para, posterior a ello, realizar la
medicion de IgA contra Salmonella Typhimurium mediante ensayo por inmunoabsorcion
ligado a enzima (ELISA) in house indirecta y, por ultimo, su lectura en un lector de

ELISA.

2.6.1 Extraccion de IgA

Para la extraccion de IgA se colocé 100 mg de heces en un tubo de
microcentrifuga que contenia 1 mL de PBS y 50 pl de un inhibidor de proteasas Sigma
Fast™. Luego se coloco en una maquina Vortex para homogenizar la muestra, luego se
colocd en una centrifuga refrigerada a 4 °C y 10000 g por 10 min. Luego se recuper?6 el

sobrenadante y se guard6 a -20 °C para su posterior procesamiento.

2.6.2 Ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA)

2.6.2.1 Preparacion del antigeno total de Salmonella Typhimurium para ELISA

Los antigenos para el inmunoensayo fueron preparados usando el protocolo
modificado de Ledesma et al., (2017) y Moreno (2018). Para ello se cosechd Salmonella
Typhimurium, que fue colocada en caldo Infusién Cerebro Corazén (BHI) a 37 °C por 24

h. Luego se coloco en tubos Falcon de 50 mL los cuales fueron centrifugados a 8500 g
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por 15 min. Se elimind el sobrenadante y se realizé tres lavados con buffer fosfato salino
(PBS) al pellet residual de los tubos centrifugados, luego se suspendio el pellet en 10 mL
de PBS frio para obtener la lisis bacteriana y posteriormente se realizaron tres ciclos de
congelacion en nitrégeno liquido seguido de descongelacion. Las células bacterianas
fueron sonicados en siete pulsos de 10 segundos cada uno, tomando 10 segundos entre
pulsos para luego centrifugarlo a 11000 g por unos 30 min a 4 °C, luego separamos el
sobrenadante para uso posterior. La totalidad de la proteina de S. Typhimurium fue
cuantificada usando Qubit™ Thermo Scientific. El producto lisado fue colocado en

alicuotas y almacenado a 4 °C hasta su uso respectivo en analisis serologicos.

2.6.2.2 Materiales de ELISA indirecta

Se dispuso PBS a concentracion de 0.1 M, el cual fue util para diluir todos los
reactivos. Se uso una solucion de Tween 20KPL® diluida en PBS a concentracion de
0.05% para el buffer de lavado (PBS-T). El suero problema fue diluido a razén de 1:200
en buffer de dilucion, el cual estd compuesto de albimina sérica bovina (BSA) al 3% en
PBS 0.1 M. Para las pruebas el anticuerpo conjugado que se us6 fue un anticuerpo
secundario policlonal de Anti-IgA de raton concentracion final de 1/20000. Mientras que
siguiendo las recomendaciones de concentracion del fabricante se usd el sustrato
cromégeno 3, 3°, 5, 5’-tetramethylbenzidina (TMB) Sureblue™. Todos los
procedimientos fueron realizados en placas de poliestireno de alta afinidad de 96 pocillos

Corning®.
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2.6.2.3 Procedimiento ELISA indirecto

Para el procesamiento de las muestras se tapiz6 con 100 pl de proteina total de
Salmonella Typhimurium procedente de cultivos bacterianos previamente descritos a 35
pg/mL de concentracion e incubado a 37 °C por una hora. Posterior a ello, se realizé tres
lavados con 200 pul de PBS-T, luego, para bloquear los pocillos se us6 200 pl de BSA 3%
a 4 °C durante 16 h, luego se realizaron tres lavados con PBS-T para agregar, por
duplicado, las muestras problemas a una concentracion de 100 pl/pocillo y a diluciéon de
1/200, lo descrito previamente se incubd a 37°C por una hora; una vez mas se realizaron
tres lavados previos a la adicion de 100 pl del anticuerpo con HRP a diluciéon 1/20000.
De nuevo se incubo6 a 37°C por una hora para luego realizar tres lavados mas antes de
afiadir 100 pl de sustrato cromédgeno (TMB). Por ultimo, las muestras fueron incubadas

por 10 min a temperatura ambiente (Ledesma et al., 2017; Moreno, 2018).

2.6.2.4 Lectura de ELISA

Se midio la densidad optica mediante una longitud de onda de 650 nm en un lector de

lector de microplacas Modelo 680 — Bio-Rad.
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3. Diseiio experimental

Este proyecto se trabajé con 28 ratones divididos en cuatro grupos (cuadro 1),

considerado asi por capacidad logistica,

Cuadro 1 Grupos experimentales: Grupos experimentales y el nimero de animales en
cada grupo

Cantidad de animales por
Grupos Tipo
jaula
Grupo 1 Cepa Atenuada 1 7
Grupo 2 Cepa Atenuada 2 7
Grupo 3 Cepa Atenuada 3 7
Grupo Control PBS 7

Los animales, luego de ser adquiridos, fueron llevados al bioterio del Laboratorio de
Biologia y Genética Molecular de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, luego del cual pasaron por un periodo de cuarentena,
también llamado adaptacion. Al dia siguiente del término del periodo de cuarentena, los
animales fueron inoculados con las cepas atenuadas via oral haciendo uso de una sonda

orogastrica. Seguidamente comenzo6 el periodo de evaluacion que duro6 21 dias.

4. Analisis estadistico

En este estudio se realizaron curvas de excrecion de IgA durante el tiempo de estudio,
cuyos datos obtenidos fueron comparados estadisticamente dia por dia. Primero se aplico

la prueba de Normalidad Shapiro Wilk, para lo cual, los datos arrojaron un P valor mayor
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a 0.05, lo que indica que siguen una distribucion normal. Posterior a ello, se aplico la
prueba ANVA, y en los dias que arrojaron un valor de P menor al 0.05, se utilizé la prueba

de Tukey para las comparaciones multiples post ANV A con una significancia de 0.05.

5. Consideraciones éticas

Este proyecto considero las normas del Comité de Etica y Bienestar Animal (CEBA)
de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos,

por lo cual fue aprobado segun la constancia expedida con codigo CEBA 2020-6.
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RESULTADOS

Las muestras de cada grupo fueron promediadas con el objetivo de tener una medida
representativa y los resultados obtenidos mediante la técnica de ELISA en el primer dia
de evaluacion post inoculacion muestran una ligera diferencia entre los grupos donde el
grupo 1 y el Grupo Control muestran una mayor media de Densidad Optica frente a la
Densidad Optica de los Grupos 2 y 3, sin embargo, no hubo diferencia estadistica (p>0.05)

(figura 1 y cuadro 2).

En el noveno dia de evaluacion post inoculacion los resultados muestran un marcado

aumento de la media de la D.O del Grupo 1, en el cual hubo una diferencia estadistica
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(p<0.05) frente al Grupo 2, pero no hubo diferencia estadistica frente al Grupo 3 y al

Grupo Control (figura 1 y cuadro 2).

En el decimoquinto dia de evaluacion post inoculacion se evidencid la marcada
tendencia en aumento del Grupo 1 en el cual hubo una diferencia estadistica significativa
(p<0.05) frente al resto de grupos. En ese dia también se evidencid una ligera disminucion
de la media de D.O del Grupo Control y del Grupo 3 con relacion al noveno dia de
evaluacion, al mismo tiempo, el Grupo 2 evidenci6 un ligero aumento de la media de

D.O. (figura 1 y cuadro 2).

En el vigésimo primer dia de evaluacion post inoculacion los resultados muestran una
marcada tendencia del Grupo 1 y del Grupo 2 frente al Grupo 3 y al Grupo Control,

arrojando una diferencia estadistica (p<0.05) (figura 1 y cuadro 2).

Cuadro 2. Media de la D.O por Dias y por Grupos y sus Errores Estandares

correspondientes.

GRUPOS Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo Control

DIAS D.O S.E D.O S.E D.O S.E D.O S.E

1 0.398* | 0.151 0.2712 0.103 0.280? 0.106 0.385° 0.146

9 0.537* | 0.203 0.304° 0.115 0.369® 0.140 0.348" | 0.132

£

15 0.682* | 0.258 0.414° 0.157 0.320° 0.121 0.410° 0.155

E3

21 0.887* | 0.336 0.678 0.257 0.322° 0.122 0.338° 0.128

*Promedios de D.O en la misma fila con letras diferentes son estadisticamente diferentes.
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Niveles de IgA
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Bl Grupo3
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1 9 15 21

Dias Post Inoculacion

Figura 1. Resultados del ELISA para los niveles de IgA (DOgs)). Los puntos representan las

medias y las barras de error a errores estandares (SE).
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DISCUSION

La IgA es el principal anticuerpo secretado en las mucosas y juega un rol
fundamental en la proteccion y regulacion homeostatica del epitelio de la mucosa
intestinal separando el ambiente exterior del interior del cuerpo, lo que se conoce como
exclusion inmune que es un proceso que limita el acceso de microorganismos y antigenos
lo cual evita que estos patdgenos ingresen al organismo y se diseminen en el
compartimento sistémico (Corthésy, 2013). Es por ello por lo que el presente estudio tuvo
como finalidad evaluar la actividad inmunogénica de tres cepas atenuadas de Salmonella
Typhimurium de origen cobayo sobre los niveles de excrecion de IgA fecal en ratones
cuantificados mediante ELISA. En la misma linea Chen et al. (2018) demostré que la
cepa atenuada de delecion Acrp de S. Typhimurium, cuando se administra por via oral en

una dosis unica, puede inducir una respuesta inmune protectora, donde los anticuerpos
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sIlgA de la mucosa son inducidos eficientemente. Los grupos vacunados con las cepas
atenuadas mostraron una respuesta significativamente mayor cada semana mas alla de la
semana 1 en comparacion con el grupo control (P <0.05). Los resultados de Chen et al.
(2018) se asemejan a nuestros resultados, destacando el Grupo 1, en donde cada semana
de evaluacion se evidencia una tendencia a mayores densidades Opticas relacionado con
la excrecion de sIgA de la mucosa. De modo similar al Grupo 2, con la diferencia que
este grupo recién en la cuarta semana evidencia una diferencia significativa de densidades
opticas frente al Grupo Control, pero no tan marcada como el Grupo 1, estos resultados,
que los Grupos 1 y 2 presenten densidades Opticas relacionado con la excrecion de IgA
mayores frente al Grupo Control, se podrian explicar debido a la naturaleza de la
candidata vacunal, al ser una cepa atenuada tiene potencial inmunogénico. Sin embargo,
el Grupo 3 difiere a los resultados obtenidos por Chen et al. (2018) y al resto de nuestros
grupos vacunales, esto podria deberse a una pérdida total en la capacidad de invasion y
replicacion de la cepa atenuada en el hospedero, lo que conlleva a una nula capacidad
inmunogénica, esto porque el gen modificado participa en la invasion y replicacion de
Salmonella Typhimurium.

Niveles altos de IgA también se obtuvieron en el estudio de Haneda et al., (2011)
en el cual evaluaron la capacidad protectora de una cepa mutante slyA de S. Choleraesuis
frente a una cepa salvaje de S. Choleraesuis. Primero evaluaron la delecion del gen slvA
en S. Typhimurium para probar la eficacia, seguridad e inmunogenicidad de su candidata
vacunal en ratones, se evaluaron la producciéon de anticuerpos fecales tipo A obteniendo
diferencias significativas a partir de la tercera semana post inoculacion del candidato
vacunal. Basandose en los datos obtenidos de ese ensayo exitoso construyeron una cepa
mutante slvA de S. Choleraesuis (cepa RF-1) para evaluar su capacidad protectora en

cerdos desafiados con una cepa salvaje de S. Choleraesuis, por lo que concluyeron que
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sus resultados demuestran que su candidata vacunal proporciona proteccion significativa
frente al patogeno en mencion. Niveles altos de IgA, comparables con el presente ensayo,
también se obtuvo al inmunizar ratones via oral, utilizando cepas mutantes AlppAB y
AlppAB AmsbB, siendo la cepa mutante AlppAB AmsbB la que obtuvo niveles mas altos

de IgA fecal (Evora et al., 2016).

Por otro lado, la diferencia de D.O. entre el grupo 1 (cepa 1) y el grupo 2 (cepa 2)
puede deberse a la naturaleza de los genes modificados, ya que la cepa perteneciente al
Grupo 2 es defectuosa en la supervivencia y replicacion en las células fagociticas y es
incapaz de generar una respuesta completa al estrés generado por el hospedero, mientras
que la cepa perteneciente al Grupo 1 tiene un gen modificado que la hace defectuosa en
la sintesis de aminoacidos esenciales provocando un defecto en la pared celular que lo
vuelve mas sensible e incapaz de replicarse en las células fagociticas. Haciendo una
comparacion, se podria decir que la cepa del Grupo 2 tiene mayor grado de atenuacion

que la cepa del Grupo 1.

Los animales del Grupo Control que fueron inoculados con PBS muestran IgA
fecal durante todo el experimento, saliendo negativos a Salmonella spp. Durante el
monitoreo de cuarentena, esto se podria explicar porque al utilizar proteina total de
Salmonella Typhimurium en el tapizado en la fase solida del ELISA, se unen a los
pocillos antigenos comunes de distintos patdgenos entéricos los cuales reaccionarian con

los anticuerpos tipo A circulante en las muestras de los animales del Grupo Control.

Finalmente, nuestro estudio demuestra que los candidatos vacunales (Grupo 1y

Grupo 2) ofrecen una actividad inmunogénica sobre los niveles de excrecion de IgA fecal
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en ratones. Siendo el Grupo 1 el de mejor desempeiio aparentemente porque muestra una
mayor respuesta en comparacion con el Grupo 2. Con ello, los resultados de este estudio
sirven de base para futuras investigaciones y pruebas en los propios cobayos, siendo éste

el animal de interés.
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CONCLUSION

Dos de las tres cepas atenuadas (Grupo 1 y 2) tuvieron actividad inmunogénica,

incrementando los niveles de excrecion de IgA fecal en ratones.
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