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Niveles de IgA fecal en ratones inoculados con cepas atenuadas
de Salmonella Typhimurium

Fecal IgA levels in mice inoculated with attenuated strains of Salmonella
Typhimurium
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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la actividad inmunogénica de tres
cepas vivas atenuadas de Salmonella Typhimurium aislados de cuy, mediante la evalua-
cion de la excrecion de IgA fecal en ratones. El estudio se realizo con 28 ratones hembra
de la cepa Balb/c de cuatro semanas de edad, divididos en cuatro grupos (siete ratones
por grupo): cepa 1, cepa 2, cepa 3 y grupo control (PBS). Cada ratén fue inoculado con
10° UFC/100 pl de las cepas atenuadas por via oral mediante el uso de una sonda
orogastrica. Se recolectaron muestras de heces frescas a los dias 1, 9, 15y 21 dias pos-
inmunizacion. La cuantificacion de IgA fecal fue realizada mediante una prueba de ELISA
in house indirecto. Los resultados indican que los ratones inoculados con las cepas 1 y
2 presentaron una mayor actividad inmunogénica (IgA fecal) frente al grupo control.
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The present study aimed to evaluate the immunogenic activity of three life attenuated
strains of Salmonella Typhimurium isolated from guinea pig, by evaluating the excretion
of faecal IgA in mice. The study was carried out with 28 four-week-old female mice of the
Balb/c strain, distributed into four groups (seven mice per group): strain 1, strain 2, strain
3 and control group (PBS). Each mouse was inoculated with 10° CFU/100 pl of the
attenuated strains using an orogastric probe. Fresh stool samples were collected at days
1,9, 15 and 21 post-immunizations. The quantification of faecal IgA was carried out by an
indirect in-house ELISA test. The results indicate that the mice inoculated with strains 1
and 2 presented a higher immunogenic activity (faecal IgA) compared to the Control

group.
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INTRODUCCION

El cuy (Cavia porcellus) es un roedor
mamifero que cuenta con una poblacion de
17.4 millones de individuos en el Peru, segiin
el Instituto Nacional de Estadistica e Infor-
matica (INEI) (2018), siendo el Pert uno de
los principales exportadores de carne de cuy
en Sudamérica. Sin embargo, esta actividad
pecuaria sufre grandes pérdidas econdémicas
a causa de problemas sanitarios causados por
la salmonelosis, siendo el serovar Typhimu-
rium el reportado con mayor frecuencia en
anteriores investigaciones (Zuiiiga et al.,
2001; Morales et al., 2017).

El ingreso de Salmonella en el cuy se
da a través del tracto intestinal, de alli que la
respuesta inmune de mucosas juega un rol
importante frente a dicho patéogeno. La
inmunoglobulina A (IgA) es la inmunoglobulina
mas abundante en las mucosas, siendo reco-
nocida como la primera linea de defensa (He
et al., 2007; Brandtzaeg, 2010; Boyaka,
2017). Bajo un enfoque preventivo, el uso de
vacunas puede ser importante para disminuir
el impacto de la salmonelosis en los cuyes.
Dentro de los tipos de vacunas que se cono-

cen, las cepas atenuadas son muy convenien-
tes porque simulan una infeccion sin ocasio-
nar sintomatologia clinica, suficiente para es-
timular una respuesta inmune a nivel de mu-
cosa entérica (Chatfield et al., 1989; Simon
etal.,2012). Por otro lado, Kiros et al. (2012)
destacan la importancia del uso de modelos
animales para el desarrollo de vacunas con
el proposito de determinar la calidad y canti-
dad de la respuesta inmune a la vacunacion.

En el Perti no se dispone de informa-
cion respecto a una vacuna comercial efecti-
va para la prevencion de la salmonelosis en
los cuyes, tampoco de ensayos en el desa-
rrollo de una vacuna lo cual es necesario para
conocer su capacidad de proteccion, por lo
que su desarrollo, evaluacion y comercia-
lizacion es de imperiosa necesidad. Por ello
es necesario realizar evaluaciones previas de
los candidatos vacunales en animales de ex-
perimentacion a fin de conocer su real capa-
cidad de generar una respuesta inmune. Es
por tal motivo que el presente estudio tuvo
por objetivo evaluar la actividad inmunogénica
de tres cepas atenuadas de Salmonella
Typhimurium sobre los niveles de excrecion
de IgA fecal en ratones.
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MATERIALES Y METODOS

Lugar de Ejecucion

El ensayo experimental se llevo a cabo
en el bioterio del Laboratorio de Biologia y
Genética Molecular de la Facultad de Medi-
cina Veterinaria (FMV) de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM),
en Lima, Peru.

Animales

Se utilizaron ratones albinos hembras de
cuatro semanas de edad de la cepa BALB/c,
adquiridos de Instituto Nacional de Salud
(INS). Los animales fueron colocados
aleatoriamente en jaulas metalicas (una caja
por grupo) de 40 cm? (piso) x 15 cm de altu-
ra. Fueron alimentados ad libitum con ali-
mento peletizado formulado especificamente
para crianza de ratones de laboratorio. Los
ratones fueron sometidos a un periodo de
acondicionamiento y cuarentena de 14 dias.
El proyecto consider? las normas del Comité
de Etica y Bienestar Animal (CEBA) de la
Facultad de Medicina Veterinaria de la Uni-
versidad Nacional Mayor de San Marcos, y
aprobado segun constancia CEBA 2020-6.

Cepas Atenuadas de Salmonella Typhi-
murium

Se utilizaron tres cepas vivas atenua-
das de Salmonella Typhimurium, que se
mantuvieron en congelacion de -80 °C y que
previamente se habia comprobado que care-
cian de capacidad patogénica e invasiva. La
cepa 1 carecia de capacidad para la sintesis
de aminoacidos esenciales, la cepa 2 habia
perdido la capacidad de supervivencia en
macrofagos y la cepa 3 carecia de capaci-
dad de invasion.

Grupos Experimentales
Los ratones fueron distribuidos aleatoria-

mente en cuatro grupos experimentales, cada
uno con siete animales. Los tratamientos (A,
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B y C) correspondieron ratones inoculados
con una cepa viva atenuada de S.
Typhimurium (cepa 1, cepa 2 y cepa 3, res-
pectivamente) y un grupo control (inoculado
con PBS estéril).

Preparacion del Indéculo

Para la reactivaciones de las cepas ate-
nuadas, se tomo una alicuota de 50 pl que fue
inoculada en un tubo conteniendo 10 ml de
caldo Luria Bertani (LB) e incubado por 18
horas a 37 °C. Posteriormente, se transfirid
todo el cultivo a frascos conteniendo 500 ml
de caldo LB y fue incubado por 18 ha 37 °C
en agitacion constante usando una incubado-
ra de agitacion orbital (MaxQ™ 4450,
Thermo Scientific). Luego se homogenizo el
caldo LB y se dispens6 en tubos estériles
conicos de 50 ml. Los tubos fueron
centrifugados a velocidad media (5000 g) en
una centrifuga Multifuge X3R (Thermo
Scientific), se descarto el sobrenadante y el
material sedimentado fue resuspendido en 2
ml de solucion de glucosa al 20% hasta llegar
a una concentracion de 10° UFC/100 ul de
solucion. La concentracion fue obtenida me-
diante medicion por espectrofotometria en un
espectrofotometro Genesys 10uv a 600 nm
usando, ademas, un control de concentracion
conocida.

Inoculacion de Ratones

Después del periodo de cuarentena y
adaptacion al ambiente del bioterio (1 sema-
na), los ratones correspondientes a los gru-
pos tratamiento (Grupos A, B y C) fueron
inoculados con 100 ul de la cepa atenuada
con 10° UFC/animal via oral utilizando una
sonda orogastrica 18G de 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 laborato-
rio: Raton» del Instituto Nacional de Salud
(INS, 2008). De igual manera se procedio a
administrar 100 uLL PBS por vial oral a los
animales correspondientes al grupo control.
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Muestras y Extraccion de IgA Fecal

Se recolectaron muestras fecales los
dias 1,9, 15 y 21 pos-inoculacion de la cepa
atenuada colocando a los ratones en cajas
metalicas desinfectadas. Las muestras fue-
ron colocadas en tubos de microcentrifuga
de 1.5 ml y procesadas mediante extraccion
de proteinas fecales para la medicion y lec-
tura de IgA contra Sa/monella Typhimurium
mediante un ELISA indirecto in house.

Para la extraccion de IgA se coloco 100
mg de heces en un tubo de microcentrifuga
que contenia 1 ml de PBS y 50 ul de un
inhibidor de proteasas Sigma Fast™. Luego
se homogenizo en un vortex durante 15 min,
para luego colocar en una centrifuga refrige-
rada a4 °Cy 10000 g durante 10 min. Final-
mente se recupero el sobrenadante y se al-
macenod a -20 °C para su posterior procesa-
miento.

ELISA Indirecto in house

El desarrollo de la prueba de ELISA in-
directo in house se realizo con base a los
protocolos descritos por Ledesma et al.
(2017) y Moreno et al. (2018).

Para la obtencion del antigeno para la
prueba de ELISA se reactivo una cepa de S.
Typhimurium del banco de cepas de labo-
ratorio, el cual se encontraba conservado
a -80 °C en caldo TSA (Agar Triptona-Soja)
con glicerol al 25%, procediéndose a tomar
una alicuota de 50 pl y colocarlo en 5 ml de
caldo BHI (Infusion Cerebro Corazon), y de-
jandose por 18 horas a 37 °C. El cultivo re-
sultante se transfirio a un frasco conteniendo
100 ml caldo BHI y se incub6 por 18 horas a
37 °C en agitacion constante (80 RPM) en
un incubadora de agitacion orbital (MaxQ™
4450, Thermo Scientific). Posteriormente el
contenido del caldo fue transferido a tubos
de plastico conicos estériles de 50 ml y se
procedio a centrifugar a 5000 rpm por 10 min
a4 °C, eliminando el sobrenadante. El pellet
bacteriano resultante de cada tubo se homo-

genizo en 10 ml de PBS estéril. Se procedio
a lisar las células del pellet bacteriano para
obtener el antigeno usando un sonicador
(Sonicador SFX250, Branson Ultrasonics)
aplicando 7 pulsos de 10 s, con intervalo de
10s. Se centrifugd a 12000 rpm por 30 min a
4 °C recuperandose el sobrenadante. Se mi-
di6 la concentracion de proteina total de la
muestra usando un fluorémetro Qubit
(Invitrogen™),

Se us6 100 pl de proteina total de
Salmonella Typhimurium a una concentra-
cion de 35 pg/ml obtenido en el procedimien-
to anterior para tapizar placas de poliestireno
de 96 pocillos (Nunc Maxisorp® 96 well
plate), incubandose a 37 °C durante 1 h. Pos-
terior a ello, se realizaron tres lavados con
200 pl de solucion de Buffer fosfato salino
con Tween como Buffer de Lavado (PBS-
T). Para bloquear los pocillos se usé 200 pl
de BSA 3% a 4 °C durante 16 h. Posterior-
mente se realizaron tres lavados con PBS-T
para agregar, por duplicado, las muestras pro-
blemas a una concentracion de 100 pl/pocillo
y a una dilucion de 1/200.

Las muestras fueron incubadas a 37 °C
durante 1 h. Luego se realizaron tres lavados
con PBS-T y se adicionaron 100 pl del anti-
cuerpo Anti-IgA de raton marcado con HRP
auna dilucion 1/20000. Las muestras fueron
nuevamente incubadas a 37 °C durante 1 h
para luego realizar tres lavados mas con PBS-
T antes de anadir 100 ul de sustrato
cromogeno (TMB). Posteriormente, las
muestras fueron incubadas durante 10 min a
temperatura ambiente (Ledesma et al., 2017;
Moreno, 2018). Finalmente, se midi6 la den-
sidad optica (DO) de las muestras usando
una longitud de onda de 650 nm en un lector
de microplacas Modelo 680 Bio-Rad.

Analisis Estadistico
Se realizaron curvas de excrecion de IgA
durante el tiempo de estudio, cuyos datos

obtenidos fueron comparados estadisti-
camente dia por dia. Primero se aplico la prue-
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ba de Normalidad Shapiro Wilk (p>0.05), lo
que indica que siguen una distribucion nor-
mal. Luego se aplicé el analisis de varianza y

la prueba de Tukey con una significancia de
0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

La IgA es el principal anticuerpo
secretado en las mucosas y juega un rol fun-
damental en la proteccion y regulacion
homeostatica del epitelio de la mucosa intes-
tinal separando el ambiente exterior del inte-
rior del cuerpo, lo que se conoce como ex-
clusion inmune que es un proceso que evita
que los patdgenos ingresen al organismo
(Corthésy, 2013). Chen et al. (2018) demos-
tr6 que la cepa atenuada de delecion Acrp
(carece de capacidad para le transcripcion
de ADN) de S. Typhimurium al ser adminis-
trada por via oral en ratones en dosis Unica
era capaz de inducir altos titulos de IgA en
mucosa ¢ IgG sérica.

Los grupos vacunados con las cepas
atenuadas mostraron una respuesta
significativamente mayor a partir de la Se-
mana 1 en comparacion con el grupo control
(p<0.05), resultados que fueron similares a
los obtenidos por Chen et al. (2018). La cepa
1 destaco con relacion a las otras, pues con
el paso de las semanas se evidencia una ten-
dencia a mayores DO relacionado con la ex-
crecion de IgA de la mucosa. La cepa 2 evi-
dencio una diferencia significativa de DO
frente al grupo control a partir de la Semana
4, aunque no tan marcada como la cepa 1
(Figura 1). Los resultados se deberian a la
naturaleza de la candidata vacunal, pues al
ser una cepa atenuada tiene potencial
inmunogénico. Por otro lado, la cepa 3 pre-
sentd una pobre respuesta, posiblemente de-
bido a una pérdida total de la capacidad de
colonizacion, invasion y replicacion en el hos-
pedero.
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Haneda et al. (2011) también obtuvie-
ron niveles altos de IgA con una cepa mutante
slyA de S. Choleraesuis. La administracion
oral de la candidata vacunal en ratones de-
mostro una alta inmunogenicidad y expresion
de IgA fecal a partir de la tercera semana.
También demostro ser eficaz para proteger a
los animales frente al desafio con la cepa sil-
vestre. Asimismo, Evora et al. (2016) con
cepas mutantes AlppAB 'y AlppAB AmsbB
encontraron niveles altos de IgA, especial-
mente con la segunda cepa.

La diferencia de DO entre la cepa 1 y
la 2 puede deberse a la naturaleza de las ce-
pas atenuadas, ya que la cepa 2 es defectuo-
sa 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 1 es
defectuosa en la sintesis de aminoécidos esen-
ciales provocando un defecto en la pared
celular que lo vuelve mas sensible e incapaz
de replicarse en las células fagociticas. En
suma, se podria decir que la cepa 2 tiene
mayor grado de atenuacion que la cepa 1.

Los animales del grupo control que fue-
ron inoculados con PBS presentaron IgA fe-
cal durante todo el experimento, a pesar de
que fueron negativos a la presencia de
Salmonella spp durante el monitoreo de cua-
rentena. Esto se podria explicar porque para
la técnica de ELISA indirecto «in house» se
utilizé proteina total de Salmonella
Typhimurium en el tapizado de la fase solida,
por lo que antigenos comunes de distintos
microorganismos entéricos serian captados
por los anticuerpos tipo A circulante.

Finalmente, fue evidente la estimulacion
de las cepas vivas atenuadas de S. Typhimu-
rium en la excrecion de IgA especifica, sien-
do esta una buena evidencia de que pueden
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Figura 1. Resultados del ELISA para los niveles de IgA fecal (DO
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pos-inoculacion de 10° UFC/100 pl de tres cepas atenuadas de Salmonela Typhimurium.
Los puntos representan las medias y las barras de error a errores estandares (SE)

ser buenos candidatos a vacuna para preve-
nir la infeccidn severa por S. Typhimurium.
Los futuros estudios por realizarse deberan
verificar la eficacia de estos anticuerpos en
generar una respuesta protectiva contra la
colonizacion y/o invasion de cepas patogenos
de S. Typhimurium, ya sea bloqueando o dis-
minuyendo la adherencia de la bacteria en el
tracto intestinal y previniendo o disminuyen-
do la severidad de las lesiones causadas por
la infeccion natural.

CONCLUSION

Dos de las tres cepas atenuadas (Ce-
pas 1 y 2) tuvieron actividad inmunogénica,
incrementando los niveles de excrecion de
IgA fecal en ratones.
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