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LISTA DE ABREVIATURAS y SIMBOLOGIAS

Abs absorbancia

BCG bacilo Calmette-Guerin
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IFN interferon
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Lm Listeria monocytogenes
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pg. microgramo(s)

ul microlitro(s)

mAb monoclonal antibody (anticuerpo monoclonal)
mg miligramo(s)

ml mililitro(s)

mm milimetro(s)

Mtb Mycobacterium tuberculosis

M molaridad

min minuto (s)

MN mononucleares

Nb Nocardia brasiliensis

Nba suero activado de Nocardia brasiliensis
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nm nanémetros

PBS amortiguador salina fosfato
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PMN
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Se
St
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Sti
Stf
Stfa
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Salmonella typhimurium Fluorescente
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sistema nervioso central

solucion salina

duodecil sulfato de sodio

unidades formadoras de colonia



INTRODUCCION

Los actinomicetos son bacterias que abundan en el suelo en donde degradan productos
organicos de origen vegetal y animal, un nimero reducido de estos microbios producen
enfermedad en el hombre y en algunos animales. En este grupo de gérmenes se encuentran las
bacterias del género Nocardia, entre las que producen patologia humana se incluyen la
N. asteroides que produce la enfermedad sistémica llamada Nocardiosis, la N. brasiliensis que
generalmente produce la enfermedad localizada llamada actinomicetoma y con menor
frecuencia la N. otitidiscaviarum, cavie y pseudobrasiliensis. Quizas los mas grandes retos para
el diagnéstico de infecciones por bacterias del género Nocardia son que las enfermedades que
producen son muy variadas, no especificas y sobre todo que se piensa poco en ellas como
agentes productores de infecciones. En los ultimos afios el nimero de infecciones por estas
bacterias se ha incrementado especialmente en personas con un sistema inmune comprometido
como los enfermos transplantados que reciben inmunosupresores, en personas con Sindrome de

Inmunodeficiencia Adquirida, etc.

Por su parte Listeria monocytogenes ha sido desde hace mucho tiempo un gran problema
de salud publica. Después de una serie de brotes en los afios 80’s algunas medidas fueron
tomadas para reducir la contaminacion de alimentos y aparentemente este patégeno fue
controlado. Sin embargo, en la actualidad se han presentado un gran nimero de casos
demostrando que ésta bacteria aln es un riesgo significativo para la salud. Esto se debe en parte
a que la L. monocytogenes es ubicua en la naturaleza y ademads tiene la capacidad para crecer a
temperaturas de refrigeracion. Su naturaleza es muy virulenta y presenta una tasa de mortalidad
de mas del 20%, mucho mayor en comparacién a la tasa de mortalidad por salmonelosis
(0.04%), aun cuando la intoxicacion alimentaria por salmonelosis representa el mayor nimero

de casos (500 veces mayor al niimero de intoxicaciones alimentarias por L. monocytogenes).

Las infecciones por Salmonella son atin en la actualidad un problema de salud publica a
nivel mundial. Las especies de Salmonella enterica comprenden un grupo de microorganismos

patégenos para los humanos y otros animales.



En humanos, la ingestion de algunas especies de Salmonella (serovares) provocan
infeccién en el intestino delgado, asi como gastroenteritis. Un pequefio nimero de serovares de
este microorganismo pueden causar infeccién sistémica y fiebre entérica. La fiebre tifoidea en
humanos, causada por S. fyphi, es el prototipo de dicha enfermedad. Sin tratamiento, S. fyphi
representa un gran problema de salud para los humanos, y en los paises en vias de desarrollo la
fiebre tifoidea es afin una importante causa de morbilidad y mortalidad. La infeccién en ratones
con Salmonella typhimurium causa infeccion sistémica que se asemeja en gran medida a la

fiebre tifoidea en humanos.

Como podemos ver los tres microorganismos anteriormente descritos son bacterias
intracelulares y patogenas para el ser humano. En el caso de L monocytogenes y
S. typhimurium tenemos en la actualidad grandes problemas en la salud piiblica debido a su alta
tasa de morbilidad, siendo dos de los enteropatdgenos que se presentan con mayor frecuencia.
Por su parte, N. brasiliensis nos enfrenta a serios problemas en el drea de diagnéstico y
tratamiento, siendo un microorganismo que rara vez es considerado como productor de
enfermedades; sin embargo es un problema real y cada vez mas frecuente en paises en vias de

desarrollo como México.

Hasta hace muy poce tiempo multiples estudios habian demostrado que la defensa mas
importante contra los microorganismos intracelulares estaba dada por la inmunidad celular
(7, 22, 36). En muchas ocasiones se reporté que la inmunidad humoral no era de utilidad en
éstas infecciones e incluso en algunos casos las empeoraba (44). Sin embargo, en los ultimos
afios algunos experimentos han abierto otro panorama en lo que a defensa contra patogenos
intracelulares respecta, proponiendo que es posible que la inmunidad humoral juegue un papel
importante en el caso de algunas bacterias patégenas como las utilizadas en el presente estudio
(56). Recientemente se publicé que anticuerpos del isotipo IgM inducidos en forma activa o en
inmunidad pasiva contra N. brasiliensis protegian completamente contra la infeccion

experimental en ratones BALB/c.



Los anticuerpos del isotipo IgM se producen como respuesta contra
antigenos T independientes, pero también en la respuesta a la primoinfeccion o en la primera
inmunizacién contra un antigeno T dependiente, en este Gltimo caso después ocurre un cambio
(switch) hacia IgG, dejando memoria inmunoldgica, esta caracteristica es la base del éxito de la
vacunaciéon ampliamente utilizada en todo el siglo pasado. En cambio los antigenos T
independientes no inducen memoria y siempre inducen respuestas del isotipo IgM. Los primeros
anticuerpos IgM que aparecen solo unos dias después de la infeccién o inmunizacién son de
afinidad muy baja y en general poli reactivos a diferencia de los anticuerpos también IgM que
aparecen después de estos, su especificad es mayor y su poli reactividad menor, ahora sabemos

que estos dos tipos de IgM son producidos por células B diferentes (45, 61, 63).

El objetivo de este trabajo, fue investigar la importancia de la inmunidad humoral en la
protecciéon contra tres microorganismos intracelulares patégenos para el ser humano,
especificamente si los anticuerpos IgM anti-L. monocytogenes y anti-Salmonella enterica

serovar Typhimurium protegen contra el micetoma inducido por N. brasiliensis en ratones
BALB/ c.



ANTECEDENTES

1) Nocardia brasiliensis.

1.1 Etiologia del actinomicetoma

El género Nocardia es un grupo de bacterias de la Familia Nocardiaceae perteneciente al
Orden de los Actinomycetales. Este grupo de bacterias tienden a formar filamentos y a
ramificarse. Los actinomicetos nocardioformes descritos en la 19° edicion del Manual de
Bacteriologia de Bergey incluye en el grupo 22 a los Géneros: Nocardia, Gordona,
Rhodococcus y Tsukamurella (Sandoval-Trujillo 1993, Alshamaony y col. 1976).

Las Nocardias se caracterizan por ser microorganismos Gram-positivos, aerobios, que en
estado temprano de crecimiento muestran células ramificadas y filamentosas. Las células |
pleomoérficas son comunes en cultivos viejos caracterizados por fragmentos filamentosos
bacilares o cocoidales. Algunas cepas son acido-alcohol resistentes que crecen en medios
simples, dando colonias opacas o pigmentadas que pueden dar apariencia lisa, rugosa, pastosa o
dura (Lépez Martinez y col., 1992).

El habitat natural de estos microorganismos es generalmente el suelo y constituyen el
25% del total de la biomasa de todos los actinomicetos. Estos actinomicetos tal vez sean el
grupo de bacterias con mas trascendencia para la vida del hombre en vista de los innumerables
procesos biologicos en los que participan. Las Nocardias pueden crecer en muy diversos
sustratos orgdnicos y en rangos de temperatura muy amplios, ademds de utilizar tanto el
nitrégeno organico como el inorganico; la mayoria son sensibles al pH 4cido pero los favorecen
los medios ligeramente alcalinos. Estos microorganismos pueden vivir desde la superficie de la
tierra hasta profundidades cercanas a los dos metros y producen la descomposicién de residuos
vegetales y animales (Gonzalez- Ochoa, 1960).

En cuanto a la frecuencia de especies de Nocardia aisladas de diferentes tipos de suelo
en México, la mas abundante fue en las tierras de cultivo de cafia de azicar (15.83%) en
relacion a otros tipos de tierra y Nocardia brasiliensis fue la especie mas abundante en todos los
casos (Gonzalez- Ochoa 1960). Por lo cual se considera que los suelos, sobre todo en las zonas

tropicales son el reservorio natural de los agentes de micetoma actinomicotico.



1.2 Patogenia de las infecciones por actinomicetos.

Existen diferentes tipos de infecciones producidas por actinomicetos por ejemplo:
a)Nocardiosis pulmonar, b) Nocardiosis sistémica, c¢) Nocardiosis del SNC,
d)Nocardiosis extrapulmonar, €) Nocardiosis cutanea, subcutdnea y linfocutdnea y
f) Actinomicetoma (Mahgoub y col., 1973).

El micetoma es una enfermedad la cual fue primeramente descrita por Gill en Madura en
un distrito de la India en 1842, de ahi el nombre de “Pie de Madura”. Es una enfermedad
granulomatosa crénica que se caracteriza por una inflamacién persistente, con areas de abscesos
multiples que se abren y drenan un material seropurulento en donde pueden encontrarse
microcolonias del agente causal llamados granulos o granos macroscépicamente visibles, de
tamafio cercano a lmm de didmetro y colores variables con células inflamatorias rodeando
colonias microscépicas del organismo infectante. El estudio histolégico de la lesidn muestra
infiltracién de PMN (neutréfilos) y MN (linfocitos y macréfagos) al igual que fibroblastos que
circunscriben la lesién. Dichos granos son acimulos del agente causal los cuales son expulsados

a través de uno o varios tractos sinuosos presentes en la lesién (Beaman y col., 1995).

Estas infecciones son de naturaleza supurativa y tienden a localizarse a nivel de piel y
tejidos subyacentes o en pulmén (Welsh y col. 1994, Lopez- Martinez y col. 1992).
Nocardia brasiliensis es el principal agente causal del actinomicetoma en México
(Sandoval- Trujillo, 1993).

El actinomicetoma o micetoma actinomicotico causado por N. brasiliensis tiende a
afectar en forma mas predominante a grupos de personas entre los 20 a los 40 afios de edad en
una proporcién hombre: mujer 5:1. Las ocupaciones predominantes fueron las de los
agricultores (60.2%) y las amas de casa (21.3%) quienes realizan también labores en el campo
(Welsh y col., 1994),



2) Inmunoproteccién contra las infecciones por patégenos intracelulares.

La inmunidad contra las infecciones bacterianas se logra mediante anticuerpos, a menos
que las bacterias sean capaces de crecer dentro de las c€lulas, caso en el que la hipersensibilidad

de tipo retardada adquiere gran importancia (Kuby, 2004).

En el caso de ciertas enfermedades bacterianas toxigenas (Rollenhagen y col. 2004)
podemos ver que la proteccién inmune se manifiesta por medio de anticuerpos dirigidos contra
las toxinas proteinicas, los cuales tiene un efecto protector y en presencia de complemento
neutralizan la infeccién, por ejemplo en las infecciones causadas por C. tetani, C. botulinum,
Vibrio colera, C. diphteria. Este mismo fenémeno es observado en enfermedades causadas por
bacterias encapsuladas como S. pneumoniae, Haemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae,

Neisseria meningitidis y en enfermedades virales tales como la hepatitis o la influenza.

Desde el afio de 1962 en estudios realizados por Mackaness, se encontré que especies
intracelulares tales como Salmonella, Brucella, Mycobacterium y Listeria son capaces de
sobrevivir y multiplicarse dentro de los macréfagos peritoneales de raton (Mackaness 1962).
Por lo cual se ha visto que en las bacterias intracelulares como las antes mencionadas, es la
respuesta inmune celular la que juega un papel importante en la proteccion contra la enfermedad
(Badovinac P.V. y col 2000, Guo- Fu y col., 2004).



2.1 Inmunoproteccién contra Listeria monocytogenes.

Listeria monocytogenes es una bacteria Gram-positiva no formadora de esporas que es
ubicua en la naturaleza. Es un patogeno facultativo capaz de causar enfermedad en animales
domésticos, salvajes y humanos (Grange, 1996). Dado que es entero-invasiva, infecta
naturalmente por la via oral desde la cual puede causar un amplio espectro de enfermedades
desde enteritis localizadas, hasta una infeccion diseminada que puede involucrar cualquiera o
todos los 6rganos mayores incluyendo el cerebro (Grange 1996, Bloom y col. 1992).

El modelo en raton de la listeriosis fue descrito por Mackaness hace mas de 40 afios,
donde se analizaron los mecanismos de la inmunidad antibacteriana adquirida que no depende
de la produccidn de anticuerpos sino del desarrollo de la hipersensibilidad tardia (DTH) a
antigenos bacterianos. En éste estudio se establecié que después de una infeccién la poblacion
bacteriana aumenta en el bazo y el higado durante los 3 primeros dias y que, en el cuarto dia
post-infeccion, el ratén desarrolla hipersensibilidad a los antigenos de Listeria y el crecimiento
de la bacteria cesa. Se encontro que éste periodo de absoluta resistencia a Listeria duraba por 3
semanas, después de las cuales el animal permanece hipersensible a la Listeria pero es incapaz

de resistir a una dosis de L. monocytogenes (Mackaness, 1962).

Osebold y col. intentaron sin éxito transferir resistencia pasiva con suero contra

Listeria monocytogenes en un modelo murino de listeriosis (Osebold y Sawyer, 1957).

Posteriormente en el afio de 1964 se realizaron experimentos con la intencién de
transferir pasivamente resistencia adquirida a L. monocytogenes utilizando para ello ratones de
la cepa Swiss-Webster, basindose en ensayos realizados con anterioridad por Rowley y col.
donde se demostré que la resistencia adquirida de ratones a ciertos patégenos entéricos era
debida a anticuerpos especificos los cuales estin presentes no solo en el suero sino también
unidos a las células. Sin embargo, los estudios con L. monocytogenes resultaron negativos para
la presencia de un anticuerpo protector en ¢l suero o en las células de animales inmunizados de
diversas maneras (Miki y Mackaness, 1964).



Afios mas tarde en 1977, Kearns y Hinrichs reprodujeron los resultados que Mackaness
obtuviera en 1962, afiadiendo algunos ensayos tratando de explorar la posibilidad de que otras
preparaciones antigénicas fuesen efectivas en el establecimiento de la inmunidad a Listeria.
Para ello utilizaron cepas avirulentas y cultivos de éste microorganismo tratados con formalina,
obteniendo como resultado que ninguno de los dos anteriores inmundgenos eran efectivos en el

desarrollo de la resistencia adquirida contra Listeria monocytogenes (Kearns y Hinrichs, 1977).

La proteccion cruzada contra Listeria monocytogenes fue observada en un estudio en el
cual se observé que el crecimiento de éste patégeno en el higado y bazo de ratones infectados
con Nocardia, era restringido de una manera mas efectiva que en ratones no infectados.
El desarrollo de hipersensibilidad retardada al antigeno de Nocardia fue correlacionado al
incremento de la resistencia a Listeria, sugiriendo que ambas propiedades son la consecuencia

de un mismo evento inmunolégico (Melendro y col., 1978).

Esta misma proteccion cruzada fue observada afios antes por Krick en sus estudios de
resistencia a la infeccién con Nocardia asteroides, donde un grupo de ratones que recibieron
macréfagos de ratones previamente inmunizados con células viables de éste patégeno

resistieron a la infeccién con L. monocytogenes (Krick y Remington, 1975) .

En estudios realizados por Filice y col. se encontr6 que MN y PMN de individuos
normales fueron capaces de destruir el 90% de la L. monocytogenes y S. aureus en las primeras
horas de incubacidén, no obstante el nimero de bacterias viables que se encontraron después de
las 4 horas fue solamente el 10 y 21% respectivamente (Filice y col. 1980). Estas células
fagociticas eliminan la mayor parte de los microorganismos a través de las vias dependientes e

independientes de oxigeno (Simon y Sheagren 1971).

En el afio de 1987, Akira y col. encontraron que la transferencia de suero inmune de
ratones infectados con L. monocytogenes aumentd significativamente la resistencia a esta
bacteria, ayudando a la eliminacion de la misma en el bazo y disminuyendo la mortalidad en

ratones de la cepa C3/H.



Sin embargo se encontré6 mediante diversas técnicas (ELISA y Sepharosa anti-Ig), que

éste factor sérico no era una inmunoglobulina (Akira y col., 1987).

Nakane y cols. encontraron por medio de ensayos inmunoenzimdticos y técnicas
inmunohistoquimicas que el IFN-y endégeno era producido en ratones en los primeros dias (del
1 al 4) de la infeccion con L. monocytogenes y no tardiamente como habia sido reportado con

anterioridad por Gessner y col. (Nakane y col., 1990).

Estudios hechos por Conlan y col., demostraron que el crecimiento de
Listeria monocytogenes en el higado durante las primeras 24 horas, estaba asociada con la
acumulacién de un nuimero grande de neutréfilos en el sitio infeccioso y a su vez con la |

presencia de L. monocytogenes en ese sitio (Conlan y col., 1991 y 1992).

La inmunidad asociada con la DTH es referida como inmunidad celular, y se cree que
este tipo de inmunidad constituye la principal defensa contra infecciones causadas por bacterias
intracelulares, contrario a las bacterias patdgenas extracelulares, porque es conocido que la DTH

se genera en respuesta a la listeriosis en raton.

Por esta razon la listeriosis en ratén podria servir como un modelo para estudiar la
inmunidad hacia enfermedades tales como salmonelosis, brucelosis y tuberculosis las cuales son
causadas por bacterias patégenas intracelulares. La inmunidad adquirida de estas infecciones
esta también asociada con la adquisicion de un estado de hipersensibilidad tardia que el huésped
es capaz de expresar en una reaccidén inflamatoria en el sitio de la inyeccion del antigeno
bacteriano a las 24 horas, en contraste con el estado de hipersensibilidad inmediata que es
mediada por anticuerpos, en el cual el huésped es capaz de dar una reaccion entre 1 a 3 horas en
respuesta a la inyeccién del antigeno bacteriano.

Se sabe que la DTH puede ser transferida de animales sensibilizados a animales no
sensibilizados con células linfoides pero no con suero, mientras que la hipersensibilidad

inmediata es transferida con suero (Gregory y col., 1996).



La rapida eliminacion de los patdégenos bacterianos de sangre periférica y la subsiguiente
eliminacion de ese patdgeno del higado es generalmente atribuida a los macréfagos. Se ha visto
que el porcentaje de neutrdfilos aumenta rapidamente seguido después de una inoculacién via
intravenosa del microorganismo alcanzando un maximo a las 2 horas post-infeccion y entonces

el declinamiento va acompariado con la eliminacién de la bacteria (Gregory y col., 1996).

La importancia de los macrofagos en la expresién de la resistencia adquirida contra una
segunda infeccion con Listeria monocytogenes fue estudiada en ratones por Samsom y cols.

Ellos eliminaron selectivamente los macréfagos residentes del higado y bazo mediante
una inyeccién de liposomas con diclorometileno difosfonato, sin afectar la cantidad de otras
células como granulocitos, monocitos o linfocitos de sangre periférica ni su migracion al sitio de
inflamacién. En el dia 3 después de la infeccidén secundaria, el namero de microorganismos en
el higado y bazo de los ratones tratados con ésta inyeccioén de liposomas era cuatro veces mayor
que en los ratones control (cuyos macréfagos no fueron eliminados). De esta manera se
concluyé que los macréfagos son requeridos para la expresion de la resistencia adquirida contra

L. monocytogenes (Samsom y col., 1996).

Edelson y Unanue reportaron que el tratamiento de ratones con un anticuerpo
monoclonal (mAb) contra listeriolisina O (LLO) toxina formadora de ‘poros de
L. monocytogenes, conferia resistencia contra este microorganismo intracelular. Los macréfagos
infectados en presencia del mAb anti-LLO mostraron una reduccion significativa en el
crecimiento intracelular de Listeria. El mAb anti-LLO no opsonizé Listeria pero, actué dentro
de los macréfagos para neutralizar la LLO (Edelson y Unanue, 2001).En el 2002
Sashinami y col. encontraron que las células dendriticas de bazo de ratones infectados con
L. monocytogenes in vivo, funcionaron como inmundgeno efectivo con el cual es posible

inducir inmunidad especifica de antigeno (Sashinami y col., 2002).
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2.2 Inmunoproteccién contra Salmonella.

Las especies de Sal/monella son bacilos anaerobios facultativos, Gram negativos,
flagelados y estdn caracterizados por sus antigenos O, H y Vi. Existen mas de 1800 serovares

conocidos, los cuales son considerados como subespecies.

Las infecciones por Salmonella continiian siendo importantes para la salud mundial
(Clare y col., 2003).Practicamente todas las especies de Salmonella son patégenas para las
personas, una de ellas S. #yphi, causa la grave enfermedad humana que es la fiebre tifoidea, y
otro pequefio nimero de especies transmitidas por los alimentos ¢ por animales domésticos a
humanos causan gastroenteritis. Salmonella typhimurium es la causa mis comun de

salmonelosis en los seres humanos (Brock, 1998).

Los primeros experimentos concernientes a la transferencia pasiva de resistencia
adquirida a patégenos entéricos fueron realizados en el afio de 1964 por Jenkin y col. Ellos
encontraron que en el modelo de fiebre tifoidea en ratones, en el cual ocurre el parasitismo
intracelular, la resistencia adquirida dependia de la produccién de anticuerpos especificos los
cuales presentaron una marcada tendencia a ser adsorbidos a la superficie de las células
hospederas (Jenkin y Rowles, 1964).

En el afio de 1972 se estudié la inmunidad a la infeccidon por Salmonella typhimurium,
mediante la caracterizacién de sus antigenos en la proteccidn activa por medio de electroforesis
en gel de poliacrilamida. En este estudio se encontré que los microorganismos viables inducian
la mejor proteccién, utilizando también fracciones subcelulares de las cuales los ribosomas
fueron el mejor inmundgeno. Los antigenos con bajas cantidades de proteinas no indujeron
proteccion, asi como los antigenos con altas concentraciones de proteina
(Houchens y Wright, 1972).
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Posteriormente se realizaron experimentos utilizando ratones de la cepa Swiss, los cuales
fueron inmunizados con bacterias muertas con acetona de Salmonella typhosa, S. typhimurium e
hibridos de Salmonella typhimurium virulentos para ratones. Los resultados obtenidos a partir
de estos estudios sugieren que los antigenos de Salmonella utilizados, son importantes en la

proteccion contra la infeccién por éste microorganismo (Diena y col., 1974).

En 1984 se estudid la inmunoproteccion contra 8. typhimurium por medio de diversas
vacunas combinadas de éste microorganismo con mutantes S y R de Salmonelig asi como E,

coli, lipopolisacaridos y otros componentes celulares (Schlecht, 1984).

Killion y Morrison inmunizaron ratones de la cepa C3H/HeJ con complejos de
Lipopolisacarido (LPS) —Proteina asociada a Lipido A (LPA), previo a la infeccién con una
dosis letal de Salmonella typhimurium. Sus resultados demostraron que estos ratones
hipersensibles a Salmonella fueron efectivamente protegidos contra varias dosis letales 100 y
50%, mientras que el grupo inmunizado solamente con LPS mostrd menos proteccion

(Killion y Morrison, 1986).

Estudios de proteccién pasiva de calves contra la infeccién experimental con
Salmonella typhimurium fueron realizados, encontrando que al vacunar un grupo de vacas con
S. typhimurium muertas por formalina aproximadamente 7 semanas y 2 semanas antes del parto,
se conferia proteccidn a sus crias al ser sometidos a una dosis de éste patégeno aun cuando las

crias habian consumido calostro de sus madres durante solo 48 hrs (Jones y col., 1988).

La mayoria de la Salmonella esta localizada dentro de los fagocitos en los granulomas
de higado y bazo (Richter-Dahlfas, 1997). En trabajos realizados con Salmonella se encontré
que el crecimiento de esta bacteria solamente es controlado por el sistema reticulo endotelial en
ratones y es llevado a cabo por el gen Nramp-l1 expresado por los macréfagos
(Lang y col. 1997).
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Cano y col. encontraron que Salmonella typhimurium posee reguladores de los factores
de virulencia, los cuales estan involucrados en una respuesta disefiada para atenuar la tasa de
crecimiento intracelular en células no fagociticas. Esta respuesta de atenuacion del crecimiento

va acompaifiada de funciones que aseguran la viabilidad de la bacteria (Cano y col., 2001).

El modelo de raton de Salmonella enterica serovar Typhimurium ha facilitado un mejor
entendimiento de los mecanismos de patogénesis y de inmunidad que estan involucrados en la
infeccién, que puedan acercarse mas al tratamiento y al desarrollo de vacunas contra la

salmonelosis en humanos y animales (Simon y Clare 2003).

Recientemente Okamura y col. estudiaron la respuesta diferencial de los macréfagos en
las infecciones provocadas por Salmonella enterica serovar Enteriditis (SE) y Typhimurium
(ST) en el cual determinaron fagocitosis bacteriana.

Ellos encontraron que los macréfagos fagocitan en un porcentaje similar a SE y ST en
presencia o ausencia de IFN-gamma, también se encontré que el nimero de SE vivos estaba
significativamente reducido comparado con ST en presencia o ausencia de IFN-gamma, ademas
de incrementarse la necrosis de los macréfagos en la presencia de IFN-gamma y ST. Existen
reportes donde se ha visto que la infeccion por Salmonella actia sinérgicamente con IFN-

gamma en la induccion de la produccion de 6xido nitrico (Okamura y col., 2005).
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2.3 Inmunoproteccion contra Nocardia brasiliensis.

En el caso de la infeccién causada por Nocardia brasiliensis no se conoce mucho en

cuanto a la inmunoproteccion.

Los primeros experimentos relacionados con la inmunoproteccién contra actinomicetos
fueron realizados con Nocardia asteroides en 1975, en donde observaron la resistencia a la
infeccion por este microorganismo en ratones previamente inmunizados con células viables de
N. asteroides. En este estudio no pudo transferirse la resistencia por medio de suero o células de
bazo procedentes de ratones donadores inmunizados. Ademds, se encontré que un grupo de
ratones que recibieron macréfagos de ratones inmunizados con N. asteroides eran resistentes a

la infeccién con L. monocytogenes (Krick y Remington, 1975).

En 1980, Melendro y col. estudiaron la resistencia a la infeccién con Nocardia
brasiliensis en ratones inmunizados con células viables o muertas de la bacteria y con BCG.
Después de 20 dias de la inoculacién, los ratones presentaron una resistencia significativa a la
infecciébn en comparacién con los ratones no infectados o no inmunizados. El grado de
resistencia parecia estar correlacionado con la respuesta de hipersensibilidad tardia en los
animales vacunados. Los niveles de anticuerpos para Nocardia eran muy similares en el grupo
tratado con Nocardia o con BCG, indicando que éstos no juegan un papel muy importante en la

resistencia a la infeccion por N. brasiliensis (Ximénez y col., 1980).

En afios recientes Blander y Horwitz publicaron sus hallazgos de proteccion inmune
inducida con la inmunizacién activa con proteinas extracelulares de Legionella pneumophila
(Blander y Horwitz 1995). Horwitz y col. extendieron sus observaciones a un modelo animal de
infeccién con M. tuberculosis y propusieron que también la inmunizacién con una proteina

extracelular era capaz de inducir proteccién contra esta enfermedad (Horwitz y col. 1995).
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Resultados similares fueron observados con Leishmania donovani (Blander y Horwitz
1991) asi como también con Candida albicans (Tavares y col. 2003) especificamente con la
proteina P43 donde anticuerpos generados contra esta proteina evitan la aparicion de candidiasis
sistémica después de la infeccidon con dosis subletal y letal de dicho microorganismo en ratones

de BALB/c.

En el caso de las infecciones causadas por bacterias intracelulares, especificamente en el
caso de las infecciones causadas por Nocardia brasiliensis, recientemente se encontraron
evidencias de que los anticuerpos IgM juegan un papel protector en la infeccién causada por
este microorganismo (Salinas-Carmona y Pérez-Rivera 2004). Sin embargo, existen estudios
realizados desde 1992 por Salinas-Carmona y col. donde se identificaron algunas proteinas
inmunodominantes (P24, P26 y P61) a partir de un extracto crudo de N. brasiliensis cepa
HUJEG-1 registrada en el ATCC 700358 (Salinas-Carmona y col. 1992). Tales proteinas fueron
reconocidas solamente por los sueros de los pacientes con micetoma y no por sueros de

pacientes con tuberculosis y lepra (Vera-Cabrera y col. 1992).

Ademas Salinas-Carmona y col. lograron inducir el micetoma experimental en modelos
de ratones BALB/c infectandolos con N. brasiliensis HUJEG-1 (ATCC 700358) (Salinas-
Carmona y col. 1999). '

Posteriormente fue posible determinar que de las proteinas inmunodominantes, la
proteina P61 y la proteina P38 con actividad caseinolitica son extracelulares, ya que se
identificaron en el filtrado de cultivo mientras que la P24 solamente se encuentra en el extracto
proteico. En experimentos de transferencia pasiva de sueros hiper-inmunes provenientes de
ratones BALB/c inmunizados con bacterias muertas por calor a ratones BALB/c posteriormente
infectados con N. brasiliensis, los resultados mostraron proteccién parcial en el establecimiento

experimental del micetoma en dichos ratones (Salinas-Carmona, Torres-Lopez 1996).
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Mas tarde se hicieron experimentos de transferencia pasiva de sueros hiper-inmunes
provenientes de ratones inmunizados con extracto crudo de N. brasiliensis obtenidos a
diferentes tiempos post-inmunizacioén (30, 60, 90 y 120 dias) y transferidos a otros ratones
BALB/c los cuales posteriormente fueron infectados con N. brasiliensis para inducir el
micetoma experimental. Los resultados obtenidos con la transferencia de sueros de 90 y 120
dias fue que ninguno de los ratones que recibieron tales sueros quedaron protegidos ya que
todos los animales desarrollaron micetoma, mientras que los resultados con la transferencia de
los sueros de los dias 30 y 60 mostraron una proteccion parcial (Licoén-Trillo, Castro-Corona y
Salinas-Carmona 2003).

Al analizar la presencia de anticuerpos anti- N. brasiliensis por medio de ELISA, los
sueros de los 90 y 120 dias presentaron titulo alto de anticuerpos clase IgG mientras que en los
sueros del dia 30 y 60 post-inmunizacion se detectaron pocos anticuerpos de clase IgG (Salinas-

Carmona y col. 1993).

Para la defensa del huésped contra las infecciones por microorganismos intracelulares
entre ellos Nocardia, se han propuesto como esenciales tanto los efectores de la resistencia

innata como los de la inmunidad adquirida especifica (Beaman y col. 1995).

Existen trabajos con microorganismos intracelulares entre los cuales estin
Mycobacterium, Corynebacterium y Nocardia entre otros, los cuales han concluido que es la
respuesta inmune celular la que tiene un papel importante en la proteccién contra la enfermedad,
mientras que ¢l papel que juega la respuesta inmune humoral al parecer no es importante, hay

quienes han reportado que mas que ayudar empeoran las lesiones (Ortiz-Ortiz y col. 1984).

Sin embargo, recientemente en experimentos de inmunizacién activa y pasiva con
antigenos de N. brasiliensis se encontré que solamente en el suero y las células obtenidas en los
primeros dias de la inmunizacion existe un efecto protector lo cual evita el establecimiento del

micetoma experimental en ratones BALB/c (Salinas-Carmona y Pérez-Rivera 2004).
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Tales resultados indican que la respuesta inmune mediada por IgM si juega un papel
importante en la proteccion contra las enfermedades causadas por microorganismos en este caso

por Nocardia brasiliensis.

Existen otros trabajos realizados con virus y Dbacterias tales como
Legionella pneumophila, Mycobacterium y Nocardia brasiliensis, donde se ha visto que la
respuesta inmune innata juega un papel importante en el establecimiento de la enfermedad

(Zinsser).

La proteccidén observada en los trabajos realizados por Salinas-Carmona y col. es al
parecer debida a IgM producida en los primeros dias de la respuesta inmune. Tales resultados
mostraron que existen dos picos en la produccion de la IgM a los 7 y 15 dias de la
inmunizacién. Se sabe que la IgM producida en los primeros dias de la respuesta inmune innata
no es especifica (poli reactiva) y es producida por una subpoblacion de células Bla, mientras

que la IgM especifica de antigeno es producida por otra subpoblacién.

Sin embargo, aliin no se conoce si la proteccidén observada en los primeros dias es debida

a la IgM polireactiva o a la IgM especifica.
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HIPOTESIS

Los anticuerpos IgM inducidos por antigenos particulados de

| L. monocytogenes y Salmonella enterica serovar Typhimurium

previenen de manera inespecifica el establecimiento de la

infeccidn por N. brasiliensis en ratones BALB/c.
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OBJETIVO GENERAL

| Determinar la proteccion y la especificidad in vivo € in vitro

de los anticuerpos IgM inducidos por diferentes

microorganismos intracelulares.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Inmunizar a ratones BALB/c con bacterias muertas por calor con diferentes
microorganismos intracelulares: Listeria monocytogenes, Salmonella enterica serovar
Typhimurium (cepas SL3261 y SL3261 piEGFP) y Nocardia brasiliensis,

2. Obtener los sueros de los animales inmunizados a diferentes tiempos: 0, 7, 15 y 30 dias
post- inmunizacion.

3. Determinar IgM total y especifica de antigeno mediante nefelometria y técnica
inmunoenzimatica (ELISA).

4. Evaluar la actividad neutralizante de los sueros previamente obtenidos en los dias
0, 7, 15 y 60 post- inmunizacién de ratones BALB/c inmunizados con bacterias muertas
por calor con los microorganismos: Listeria monocytogenes, Salmonella enterica serovar
Typhimurium y MNocardia brasiliensis sobre cultivos bacterianos de dichos
microorganismos.

4.1 Determinar dicha actividad en forma directa, evaluando el efecto del suero del
microorganismo sobre el cultivo del mismo para el caso de los cuatro
microorganismos.

4.2 Realizar la determinacién de la actividad neutralizante en forma cruzada,
evaluando el efecto de los diferentes sueros obtenidos sobre cada uno de los
cultivos.

5. Evaluar el efecto protector de la inmunizacién activa y pasiva inducida por
antigenos particulados de los diferentes microorganismos en el establecimiento y

evolucion de la infeccidn por Nocardia brasiliensis en ratones BALB/c.
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MATERIAL Y METODOLOGIA

1. Material biolégico.

1.1 Animales de experimentacién. Se utilizaron ratones de la cepa BALB/c hembras y
machos de 12 a 14 semanas de edad con un peso promedio de 20g. Esta cepa fue gentilmente
donada por el Dr. Hanson de los Institutos Nacionales de Salud (NIH, USA) en 1982 la cual ha
sido mantenida en el bioterio del Departamento de Inmunologia a una temperatura de 24°C en
jaulas de acrilico de 37 cm x 15.5 cm en una relacién de 8 animales por caja. Todos los

animales son alimentados ad limitum con agua y nutricubos para roedores.

1.2 Cepas bacterianas.

a) Listeria monocytogenes.
b) Salmonella enterica serovar Typhimurium cepas SL3261-piEGFP y SL3261.
¢) Nocardia brasiliensis cepa ATCC 700358 (HUJEG-1).

Las cepas de Salmonella enterica serovar Typhimurivm (SL3261-piEGFP y
SL3261) fueron gentilmente donadas por el Dr. César Gonzalez Bonilla. La cepa de
Listeria monocytogenes fue donada por la Dra. Alma Yolanda Arce del Laboratorio de
Inmunoinfectologia del Departamento de Inmunologia de la Facultad de Medicina
U.A.N.L. La cepa de N. brasiliensis ATCC 700358 (HUJEG-1) se aislé de un paciente
con micetoma en el Servicio de Dermatologia del Hospital Universitario “Dr. José E.
Gonzilez”, fue identificada por el Dr. Manuel Rodriguez Quintanilla y confirmada por
June Brown del Laboratorio de Actinomicetos del Center for Disease Control (CDC,
Atlanta). Esta cepa de referencia estd depositada en la Coleccion Americana de Células
Tipo (ATCC # 700358) y se mantiene en cultivos en agar Sabouraud.
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1.2.1 Obtencion de la suspensién unicelular.

Nocardia brasiliensis fue cultivada en medio BHI por 3 dias a 37°C y posteriormente se
dividié en alicuotas que fueron conservadas a —70°C en leche descremada al 2%.

1.2.1.1 Determinacién de la dosis infectante en UFC/ ml de Nocardia brasiliensis.

Fue necesario determinar el nimero de UFC/ ml de la suspension unicelular de
Nocardia brasiliensis, para posteriormente ajustar a una concentracion de
10x10° UFC/ ml y después infectar con 0.1 ml en el cojinete plantar a los ratones
BALB/c.

1.2.1.1.1. Micrométodo de Miles y Misra para cuantificar unidades
formadoras de colonias. .

Para conocer las UFC/ ml que contenia el inoculo de Nocardia brasiliensis, se
utilizé6 el método de vertido en placa en el cual se pipetdé 1ml de diluciones seriadas
1:10, 1:100, 1:1000, 1:10 000 y 1:100 000 de la suspensién unicelular de
Nocardia brasiliensis e inmediatamente se vertieron 10 ml del medio de cultivo
Agar-BHI estéril previamente fundido y enfriado hasta 40°C.

Inmediatamente se mezclaron agitando en forma circular las placas y después de
que el medio de cultivo solidificé en las placas, se colocaron hacia abajo y se incubaron
a 37°C por 3 dias.

El niimero de colonias de cada placa se cont6 con la ayuda de un cuenta-colonias
(Québec Darfield Colony Counter, Reichter- Jung) y la cantidad de UFC/ ml se
determiné por multiplicacién del mimero promedio de colonias que crecieron en una

superficie de un cm? por el 4rea de la placa utilizada.

1.3 Obtencion de antigenos particulados de Listeria monocytogenes, Salmonella enterica
serovar Typhimurium y Nocardia brasiliensis.
1.3.1 Bacterias muertas por calor.

Listeria monocytogenes, Salmonella enterica serovar Typhimurium fueron
sometidas a 60°C por 1 hora, después se lavaron 2 veces con Buffer Salina- Fosfato (PBS).
Nocardia brasiliensis se someti6 a 121°C por 15 minutos y posteriormente se lavo 2 veces
con Buffer Salina- Fosfato (PBS).
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2. Esquema de inmunizacién general.
Para la realizacién de estos experimentos se utilizé un esquema que ha sido determinado
en el Departamento de Inmunologia. Se utilizaron 3 grupos de 10 animales, mas un grupo de
control dando un total de 40 ratones BALB/ ¢.

3. Obtencién de sueros hiperinmunes contra antigenos particulados de
Listeria monocytogenes, Salmonella enterica serovar Typhimurium y
Nocardia brasiliensis.

Para la obtencion del suero hiper- inmune de los dias 0,7, 15 y 60 dias, se realizé
una sola inmunizacién con antigenos particulados (BMC) y después se sangraron todos
los animales a partir del plexo retroorbitario. El suero obtenido se filtré por 0.22pum y se
congelé a —20°C hasta su uso. Finalmente se hizo la mezcla de los sueros homélogos

obtenidos con el fin de determinar su volumen.

3.1 Analisis de los sueros hiper- inmunes.
Una vez recolectados los sueros hiper-inmunes contra los antigenos particulados, se

determinaron los anticuerpos tipo IgM total y especifico de antigenos.

3.1.1 Determinacion de anticuerpos IgM total.

Mediante una técnica de nefelometria con rayos laser se determinaron los
anticuerpos IgM totales en los sueros obtenidos de los ratones inmunizados con
antigenos particulados provenientes de Listeria monocytogenes,
Salmonelia typhimurium, Salmonella typhimurium GFP y Nocardia brasiliensis. Para la
realizacién de esta técnica se utilizaron cubetas de poliestireno a las cuales se agregaron
200ul de los sueros problemas diluidos 1:5 y posteriormente se les agregd 100ul del
antisuero anti- IgM (SIGMA) dilucioén 1: 10. Las muestras se incubaron a temperatura
ambiente por 30 min y se leyeron utilizando un Nefelémetro (Behring).

Las lecturas resultantes se obtuvieron en voltios.
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3.1.2 Determinacién de IgM especifica de antigeno.
Para la determinacién de la IgM especifica de antigeno se realizé una prueba

inmunoenzimatica (ELISA), para la cual se utilizaron los pardmetros ya establecidos en
una técnica de ELISA previamente estandarizada para la determinacion de anticuerpos
contra antigenos de N, brasiliensis (Salinas-Carmona y c¢o0l.1993). Ademas se
estandarizaron dos nuevas técnicas de ELISA para determinar anticuerpos contra

antigenos de Salmonella typhimurium y Listeria monocytogenes.

Para ello utilizamos placas de poliestireno de fondo plano (Costar) con 96 pozos
y basicamente seguimos la metodologia originalmente descrita por Engvall y Perlmann
con algunas modificaciones adaptadas en nuestro laboratorio y publicadas previamente.
El extracto proteico en concentracién de 0.2 g por micropozo, disueltas en amortiguador
de acetatos pH 5 se dej6é en incubacién a 4°C durante toda la noche; después se
realizaron 5 lavados con una solucién de salina y fosfatos pH 7.2 en presencia del
detergente Tween 20, diluido 1:1,000. Los pozos se bloquearon luego con una solucién
de leche descremada al 5% en salina-fosfatos y se volvié a lavar con la solucién antes
mencionada. Los sueros de personas sanas se diluyeron 1:500 y se incubaron a 37°C por
una hora. Después se agregaron 200ul de un conjugado comercial de peroxidasa con
anti-inmunoglobulina G humana y de nuevo se incubé por una hora a 37°C. Luego de
lavar la placa de nuevo, se agregd una mezcla de sustrato cromdégeno compuesta de
peréxido de hidrégeno y O-fenilendiamina (Sigma). La reaccion se terminé con 4cido
sulfurico IN y la absorbancia se leyd en un espectrofotéometro a 492 nandémetros
(PMQ3 Zeiss). El mismo procedimiento se utilizé para los cuatro microorganismos

(N. brasiliensis, L. monocytogenes, S. typhimurium 'y S. typhimurium GFP ).
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4. Efecto de la inmunizacién activa y pasiva en el establecimiento y evolucién de la

infecciéon por Nocardia brasiliensis.

4.1 Inmunizacién activa.
Para estudiar el efecto de la inmunizacidén activa se utilizaron bacterias muertas
por calor (BMC) de los siguientes microorganismos: Listeria monocytogenes,

Salmonella enterica serovar Typhimurium y Nocardia brasiliensis a ratones BALB/c.

4.2 Inmunizacién pasiva.

Para el estudio del efecto de la inmunizacion pasiva de antisueros anti- antigenos
particulados en el establecimiento y evolucién de la infeccién con Nocardia brasiliensis, se
realizaron experimentos de transferencia pasiva de antisueros contra antigenos de
Listeria monocytogenes, Salmonella enterica serovar Typhimurium y Nocardia brasiliensis,
obtenidos de ratones previamente inmunizados con antigenos particulados (BMC) de los
mismos microorganismos. Los sueros que se utilizaron para este experimento fueron los

obtenidos en los dias 0, 7, 15 y 60 post- inmunizacion,

Este experimento constd de dos etapas:

1) Transferencia pasiva de los antisueros obtenidos de ratones inmunizados con
antigenos de Listeria monocytogenes, Salmonella enterica serovar Typhimurium
y Nocardia brasiliensis (donadores) a otro grupo de ratones (receptores).

2) Infeccion con Nocardia brasiliensis.
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5. Evaluacion del efecto neutralizante de los sueros de ratones BALB/¢c inmunizados
con bacterias muertas por calor con Listeria monocytogenes, Salmonella enterica
serovar Typhimurium y Nocardia brasiliensis sobre cultivos bacterianos de dichos

microorganismos.

A partir de un cultivo en placa de N. brasiliensis se tom6 una asada la cual fue
inoculada en un matraz Erlenmeyer de 100 ml conteniendo 30 ml de caldo BHI en
condiciones de esterilidad, el cultivo se dejara 3 dias a una temperatura de 37°C.
Una vez transcurrido el tiempo se lavo el cultivo con solucién salina y se homogenizé
utilizando un potter Evelham para tomar 1 ml del inéculo y realizar diluciones seriadas
(1:10, 1:100, 1:1000, 1:10 000, 1:100 000) en tubos conteniendo solucién salina.
Se tomé 1 ml de cada una de las diluciones para vertirla cada una en una caja de Petri a
la cual posteriormente se le afiadieron 10 ml de medio Agar- BHI, las placas se
colocaron en incubacién a 37°C por aproximadamente 3 dias, todo fue realizado en
condiciones de esterilidad. Ya crecidos los cultivos se contd €l namero de UFC/ml, y se

selecciond la dilucién que dio una cuenta deseable (entre 30 y 300 colonias).

Posteriormente se vacié la dilucion seleccionada en tubos Eppendorf y se
centrifugd a 10 000 rpm durante 10 minutos, despusés se tir6 el sobrenadante y se agregd
1 ml del suero tomado a diferentes tiempos (0, 7, 15 y 30 dias), teniendo siempre un
control al cual se le afiadié solamente solucion salina. Estos tubos se incubaron por
30 minutos a 37°C y posteriormente fueron centrifugados a 10 000 rpm por 10 minutos,
después se realizaron dos lavados en solucion salina y se resuspendieron en 1 ml de la
misma. Posteriormente se vacidé la suspensién bacteriana en nuevas placas de Petri
agregando 10 ml de medio Agar-BHI para incubar por 1 o 2 dias a 37°C y finalmente,
con la ayuda de un cuenta-colonias (Québec Darfield Colony Counter, Reichter- Jung),
se contd la cantidad de UFC/ml la cual fue obtenida por multiplicaciéon del nimero
promedio de colonias que crecieron en una superficie de un cm? por el 4rea de la placa

utilizada, determinando asi el efecto neutralizante de los sueros.
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RESULTADOS

1. Determinacién de IgM total y especifica de antigeno mediante Nefelometria y
técnica inmunoenzimatica (ELISA).

Los ratones fueron inmunizados con 0.5 ml de una suspensién celular de BMC
conteniendo 3.36x10" UFC/ml de Salmonella typhimurium GFP, 5.31x10™* UFC/ml de
Salmonella  typhimurium, 1.66x10'° UFC/ml de Nocardia brasiliensis vy
6.43x10" UFC/ ml de Listeria monocytogenes. Para la determinacién de IgM total en los
sueros obtenidos de ratones inmunizados con BMC de los diferentes microorganismos
utilizados en nuestro estudio, realizamos una técnica nefelométrica y en el caso de la
IgM especifica se realizaron ensayos inmunoenzimaticos (ELISA), obteniendo los

resultados que se muestran en la Tabla 1.

Microorganismo/ IgM total IgM especifica
suero dia (Volts) (nm Abs)
St0 3.28 1.243
 St7 1.32 1.472
St15 0.89 f.6031
St60 2.24 0.033
StFo0 2.68 1.699
StF7 j 0.57 Eo24
StF15 2.62 1.86
StF60 1.08 1.88
Lm0 2.71 1.702
Lm7 i 0.96 §.049
Lml5 1.13 2.637
Lm60 3.27 2.866
Nb0 4 1.1
| Nb7 1.22 .66
Nb15 5.7 1.644
Nb69 ] .51 1.019

Tabla 1. Valores de IgM total y especifica de los sueros obtenidos a diferentes
tiempos de ratones inmunizados con BMC de S nyphimurium, S. typhimurium GFP,
L. monocytogenes y N. brasiliensis. Los valores mas altos de cada grupo estdn resaltados.
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Figura 1.1. Determinacion de IgM total (nefelometria) en sueros de ratones

inmunizados con BMC de microorganismos intracelulares.
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Figura 1.2. Determinacion de IgM especifica (ELISA) en sueros de ratones

inmunizados con BMC de microorganismos intracelulares.
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2. Evaluaci6én de los sueros obtenidos en los dias 0, 7, 15 y 60 post-inmunizaciéon de
ratones BALB/c inmunizados con BMC de L. monocytogenes, Salmonella enterica
serovar Typhimurium y N. brasiliensis sobre cultivos bacterianos de dichos

microorganismos.

2.1 Efecto del suero del micreorganismo sobre su propio cultivo.

Cantidades de UFC/ ml

Microorganismo/ SUERO SUERO
suero dia ACTIVADO INACTIVADO
Control 53.16x 107 53.16 x 10"
] St0 78.5 x 101 61x 10"
: St7 412 x 10" 49.7 x 10"
St15 : 87.2x 108 37.7x 10"
I St60 58.8 x 1013 52.4x 10
Control 1 33.6x 10" 33.6x 10"
Sf0 ; 36.9x 10" 41.9x 10"
Sf7 27.7x 10" 22.6 x 101
‘ Sf15 1 35x 101 33.2x 10"
“ Sf60 i 27.4x 10" 33.8x 10"
Control 64.32x 10” 64.32 x 10"
LmO ] * "
i Lm7 * *
Lml5 * *
Lm60 = * *
Control = 16.6x 10° 16.6 x 10’
NbO ; 6.7x 10° 11.28 x 10°
Nb7 3.6x10° 4.8x10°
Nbi5 7.4x10° 8.6x10°
E Nb60 @ 7.2x10° 8.9x 10°

* Todas las placas eran incontables.

Tabla 2.1. Efecto ir vitro en UFC/ml del suero obtenido a diferentes tiempos de
ratones inmunizados con BMC de microorganismos intracelulares (sobre su

propio cultivo).
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Porcentajes de inhibicién

Microorganismo/ SUERO SUERO
suero dia ACTIVADO INACTIVADO

St0 0% 0%

St7 1 23 % 7 %

St15 0% 30%

St60 0% 2%

S0 0% 0%

Sf7 3 18 % 33%

'[ Sf15 ; 0% 2%
] S160 19 % 0%
Lm0 ] 0% 0%

Lm?7 { 0% 0%

} Lml5 ] 0% 0%
Lm60 0% 0%

NbO 60 % 33%

E Nb7 ﬁ 79 % 72 %
Nb15 { 56 % 49 %

- Nb60 4 57 % 47 %

Tabla 2.2, Efecto in vitro en porcentajes, del suero obtenido a diferentes tiempos

de ratones inmunizados con BMC de microorganismos intracelulares (sobre su propio

cultivo).

30



120%

100%

80%

60%

40%

Viabilidad (%)

20%
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Dia de obtencién del suero | m Suero inactivado

Figura 2.1.1. Efecto del suero obtenido a diferentes tiempos de ratones
inmunizados con BMC de Salmoneila typhimurium GFP (Sf) sobre su propio cultivo.

Figura 2.1.2. Evaluaciéndel efecto del suero activado (izquierda) e inactivado

(derecha) obtenido a diferentes tiempos (dias 0, 7, 15 y 60) de ratones inmunizados con
BMC de Salmonella typhimurium GFP (S8f) sobre su propio cultivo
(método de Miles y Misra).
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Figura 2.1.3. Efecto del suero obtenido a diferentes tiempos de ratones

inmunizados con BMC de Salmonella typhimurium (St) sobre su propio cultivo.

Figura 2.1.4. Evaluacion del efecto del suero activado (izquierda) e inactivado

(derecha) obtenido a diferentes tiempos (dias 0, 7, 15 y 60) de ratones inmunizados con
BMC de Salmonella  tphimurium (St) sobre su propio cultivo
(método de Miles y Misra).
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Figura 2.1.5. Efecto del suero obtenido a diferentes tiempos de ratones

inmunizados con BMC de Listeria monocytogenes (Lm) sobre su propio cultivo.

120%

100%

3
R

Viabilidad (%)

40%
20%
0%
Control NbO Nb7 Nb15 - Nb60 "
MRS B Suero activado
Dia de obtencién del suero ® Suero inactivado

Figura 2.1.6. Efecto del suero obtenido a diferentes tiempos de ratones

inmunizados con BMC de Nocardia brasiliensis (Nb) sobre su propio cultivo.
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Figura 2.1.7. Evaluacién del efecto del suero activado (arriba) e inactivado
(abajo) obtenido a diferentes tiempos (dias 0, 7, 15 y 60) de ratones inmunizados con
BMC de Nocardia brasiliensis (Nb) sobre su propio cultivo (método de Miles y Misra).
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2.2 Efecto del suero del microorganismo sobre cultivos de los otros

microorganismos,

Cantidades de UFC/ml

Tabla 2.3. Efecto en UFC/ ml del suero obtenido de ratones inmunizados con BMC de
S. typhimurium (ST), S. typhimurium GFP (SF), L. monocytogenes (LM) y N. brasiliensis

(NB) sobre el cultivo de los demas microorganismos (efecto cruzado).

Porcentajes de inhibicién

Tabla 2.4. Efecto en porcentajes, del suero obtenido de ratones inmunizados con

BMC de S. yphimurium (ST), S. typhimurium GFP (SF), L. monocytogenes (Lm) y

N. brasiliensis (NDb) sobre el cultivo de los demas microorganismos (efecto cruzado).
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Viabilidad (%)

Suero ST Suero SF Suero Nb Suero Lm Control
Sueros utilizados

Figura 2.2.1. Efecto neutralizante del suero del dia 7 obtenido de ratones

inmunizados con BMC de microorganismos intracelulares sobre el cultivo de

Salmonella typhimurium.

120

100

8

Viabilidad (%)
3

40
20
0
Suero ST Suero SF Suero Nb Suero Lm Control
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Figura 2.2.2. Efecto neutralizante del suero del dia 7 obtenido de ratones

inmunizados con BMC de microorganismos intracelulares sobre el cultivo de

Salmonella typhimurium GFP.
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Figura 2.2.3. Efecto del suero del dia 7 obtenido de ratones inmunizados con

BMC de microorganismos intracelulares sobre el cultivo de Listeria monocytogenes.
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Figura 2.2.4. Efecto del suero del dia 7 obtenido de ratones inmunizados con

BMC de microorganismos intracelulares sobre el cultivo de Nocardia brasiliensis.

37



3. Evaluacién del efecto protector de la inmunizacién activa y pasiva
inducida por antigenos particulados de L. monocytogenes, Salmonelia typhimurium
y N. brasiliensis en el establecimiento y evolucién de la infeccién por N, brasiliensis
en ratones BALB/c.

Los ratones BALB/c utilizados en este ensayo fueron separados en grupos
de 5 ratones c/u. Cada grupo fue tratado con el suero obtenido en dias
diferentes (dia 0, 7, 15 y 60) por lo cual tuvimos cuatro grupos de ratones por cada
microorganismo (N = 20), ademas del grupo control el cual no recibié tratamiento
alguno, teniendo un total de 85 ratones para este experimento. Todos los ratones
fueron inmunizados intraperitonealmente con 0.1 ml de suero, € infectados en el cojinete
plantar con 0.1 ml de una suspensién bacteriana de N. brasiliensis equivalente a 10x10°
UFC/ml.

El efecto protector de los sueros fue evaluado mediante la medicion de la
inflamaciéon dorso plantar y plantar transversal del pie infectado cada 5 dias,

utilizando para ello un Vemier y obteniendo las medidas en milimetros.

Figura 3.1. Medicién de la inflamacién.
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Figura 3.2. Efecto de la inmunizacién pasiva con Ag particulados de

Salmonella typhimurium en el establecimiento del micetoma experimental en ratones BALB/c.

| % proteccion
®| % inflamacion
0 % micetoma

Figura 3.3. Proteccion contra el establecimiento del micetoma experimental por el suero

de ratones inmunizados con BMC de Salmonella typhimurium (grupo de 20 ratones).
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Figura 3.4. Efecto de la inmunizacion pasiva con Ag particulados de
Salmonella typhimurium GFP en el establecimiento del micetoma experimental en ratones
BALB/c.
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Figura 3.5. Proteccién contra el establecimiento del micetoma eXperimental por el suero
de ratones inmunizados con BMC de Salmonella typhimurium GFP (grupo de 20 ratones).
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Figura 3.6. Efecto de la inmunizacién pasiva con Ag particulados de Listeria

monocytogenes en el establecimiento del micetoma experimental en ratones BALB/c.
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m % inflamacién
O % micetoma

Figura 3.7. Proteccién contra ¢l establecimiento del micetoma experimental por el suero

de ratones inmunizados con BMC de Listeria monocytogenes (grupo de 20 ratones).
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Figura 3.8. Efecto de la inmunizacién pasiva con Ag particulados de

Nocardia brasiliensis en el establecimiento del micetoma experimental en ratones BALB/c.
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Figura 3.9. Proteccion contra el establecimiento del micetoma experimental por el suero

de ratones inmunizados con BMC de Nocardia brasiliensis (grupo de 20 ratones).

42



Figura 3.10. Efecto del suero obtenido el dia 7 de ratones inmunizados con BMC de

microorganismos intracelulares en el establecimiento del micetoma experimental en ratones
BALB/c.
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Figura 3.11. Etapas del desarrollo del micetoma experimental.

En estas imagenes se pueden observar las distintas fases en el establecimiento del
micetoma experimental. Iniciando con inflamacién en los primeros dias después de la
infeccion, pasando por la descamacién y aparicién de abscesos que contienen material
seropurulento, hasta llegar a la lesion tipica del micetoma en la cual se presenta una

excesiva inflamacion asi como extensas areas de necrosis.



4. Anailisis estadistico.

Todos los experimentos de inmunizacién activa y pasiva en ratones BALB/c
inmunizados éon antigenos solubles o particulados, los cuales posteriormente fueron
infectados con N. brasiliensis en el cojinete plantar, se evalvaron clinicamente y se midié la
inflamacién del cojinete plantar utilizando un Vernier. Las lecturas obtenidas en milimetros
fueron utilizadas para graficar los resultados, donde cada punto de la grafica equivale a la
media de 5 ratones por grupo.

Las lecturas obtenidas fueron analizadas estadisticamente, primero mediante la
prueba de Kolmogorov-Smirnov (o prueba K-S) la cual se utiliza para verificar si una
distribucién muestral se ajusta o no a una distribucion tedrica especificada. La hipétesis de
distribuciéon normal se contrasté con esta prueba (K-S) y dependiendo del resultado, se

selecciond la prueba estadistica a utilizar en el procesamiento posterior de nuestros datos.

Los resultados de la prueba de K-S, para normalidad se presentan en la tabla 4.1,
en donde se observa que en cuatro de los ocho periodos en donde se midi6 la variable
respuesta, no se tiene distribucion normal (valor de p < .05). Por lo tanto, se utilizd
estadistica no paramétrica o de libre distribucion para contrastar las hjp(’)tesié de interés. Es
necesario aclarar que la medicion del dia 0 no se incluyé en el anadlisis debido a que no

presentd variabilidad, siendo la constante 4 milimetros.

Tabla 4.1. Estadisticas descriptivas y resultado de la prueba de Kolmogorov — Smirnov

para normalidad (n= 85)

"~ 1.81619

g & 4 :
6.282 6 1.63563 < 11 2.53 .001
7.200 7 2.44609 4 19 1.35 .051
7.147 7 2.21980 3 13.5 1.44 .032
8.112 8 2.33169 1 15 1.20 312
8.300 8 2.71482 1 15 1.53 018
8.988 8 3.44858 £ 19 1.52 .020
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En cada periodo, del dia 5 al dia 60, se efectud la prueba de Kruskal — Wallis
para probar la hipdtesis nula de igualdad de parametros de centralidad en los cinco
grupos o bacterias. Los resultados de dichos contrastes se presentan en la Tabla 4.2, en
donde se observa que solamente en la medicion efectuada en el dia 35, no se presento
significancia estadistica (¢ = .05). Por lo que se procedié a efectuar comparaciones

multiples por pares de grupos o bacterias.

Tabla 4.2 Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis

Chi-Cuadrada . 7.91
Gdel 4 4 4 4 4 4 4
Valor de p. .001 .003 .001 0.095 .001 .001 .001

En nuestro caso la prueba no paramétrica elegida fue la prueba U de
Mann-Whitney, para comparar un resultado ordinal (que en este caso serian las mediciones
de patas cada cierto periodo de tiempo) entre dos muestras independientes (las cuales en este
caso serian el grupo control comparado contra cada uno de los grupos de ratones problemas
o inmunizados con sueros obtenidos previamente de ratones inmunizados con BMC de L.m.,

N.b.,S8.T. 0 S.F.; o bien comparacion de dos diferentes grupos tratados).

Se considerd que los resultados eran estadisticamente significativos cuando el valor de

era menor a 0.05.
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Figura 4.1 En ésta
grafica se muestran los
grupos  divididos por
microorganismo, y se
compara la variabilidad de
acuerdo al dia en el cual se
tomaron las mediciones.
Observamos que en el
grupo control fue donde
mas diferencia hubo, y en
los grupos de L.m. y N.b.
fue donde menos.

En la tabla 4.3 se presentan las medias y las medianas muestrales de los cinco grupos, en
cada periodo o dia de medicion. En esta tabla se observa que el grupo Control es el que tiene el

peor comportamiento seguido por S.F,, contrastando con el desempefio mostrado por L.m. y N.b.

Tabla 4.3 Medias y medianas de la inflamacion del cojinete plantar (mm), por bacteria o grupo

y dia de medicion




La tabla 4.4 nos muestra los valores de p obtenidos al aplicar la prueba no paramétrica de
Mann-Whitney. Como datos relevantes podemos observar resaltados en rojo los resultados obtenidos
al comparar el efecto un grupo de ratones BALB/c tratados con el suero obtenido de ratones
inmunizados con BMC de L.m. contra el grupo de ratones control. Estos resultados nos ayudan a
confirmar que efectivamente fue éste suero el que mejor efecto presenté contra el establecimiento
del micetoma experimental, aiin por encima del efecto que tuvo el suero de N.b. comparado con el
control cuyos valores se resaltan en azul.

Los valores de S.F. y S8.7. contra el efecto del control no fueron estadisticamente
significativos. Cabe mencionar que tampoco hubo diferencia estadisticamente significativa entre el

efecto de L.m. comparado con el efecto de N.b.

Tabla 4.4 Valores de p obtenidos al aplicar la prueba U de Mann — Whitney, por periodo de
medicion
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DISCUSION

Las infecciones por microorganismos intracelulares han representado desde tiempos
inmemoriales un problema muy importante de salud piblica en muchos paises, especialmente
en los paises en vias de desarrollo como el nuestro, en donde ain en la actualidad y pese a los
grandes avances cientificos y tecnologicos se siguen padeciendo multiples enfermedades

producidas por ellos.

La respuesta inmune en las infecciones por microorganismos intracelulares es una serie
de eventos biol6gicos que depende de varios factores presentes tanto en el agente infeccioso
como en el hospedero. Por mucho tiempo se ha aceptado que la respuesta inmune celular juega
el papel mas importante en la proteccidn contra las infecciones por microorganismos
intracelulares, mientras que la respuesta inmune humoral dada por los anticuerpos al parecer no

juega un papel importante en la proteccion contra €stos microorganismos.

Sin embargo, los resultados presentados en este trabajo demuestran claramente que la
respuesta inmune humoral inducida por la inmunizacién pasiva utilizando antigenos
particulados de microorganismos intracelulares tales como Nocardia brasiliensis,
Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium y Salmonella typhimurium GFP; fueron
capaces de prevenir en ratones BALB/c en diferentes porcentajes el desarrollo del micetoma

experimental causado por Nocardia brasiliensis.

Nuestros resultados difieren de los reportados en multiples ocasiones en los cuales se
sostiene que es la inmunidad celular la encargada de la proteccién contra microorganismos

intracelulares.
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En el caso de Listeria monocytogenes, se han reportado estudios desde 1957 en los
cuales se intenté sin éxito transferir pasivamente la resistencia a la infeccidn contra éste
microorganismo en un modelo murino (43). Posteriormente en la década de 1960 éstos
resultados fueron reproducidos por Mackaness en diversos experimentos en los cuales se
encontré que el suero y las células de animales inmunizados con L. monocytogenes carecia de
anticuerpos protectores contra éste patdgeno (35,36). De igual manera Kearns y Hinrichs en
1977 obtuvieron los mismos resultados que Mackaness (28), y asi fue durante la década
siguiente hasta que en 1987 se encontrd que la transferencia de suero inmune de ratones
infectados con L. monocytogenes aumentd significativamente la resistencia a esta bacteria,
ayudando a la eliminacidn de la misma en el bazo y disminuyendo la mortalidad en un modelo
murino. Sin embargo en estudios posteriores se encontré que éste factor sérico no era una
inmunoglobulina (1). La mayoria de los ensayos realizados posteriormente se dedicaron a
estudiar los mecanismos de la inmunidad celular por los cuales se conferia proteccidén contra
¢éste patégeno intracelular, atribuyendo ésta proteccion en gran parte a la accion de los
macrdfagos (11, 12, 21, 54). Melendro y col. en 1978, observaron anteriormente la proteccion
cruzada contra Listeria monocytogenes en un estudio en el cual se encontré que el crecimiento
de éste patogeno en el higado y bazo de ratones infectados con Nocardia, era restringido de una
manera mas efectiva que en ratones no infectados. El desarrollo de hipersensibilidad retardada
al antigeno de Nocardia fue correlacionado al incremento de la resistencia a Listeria, sugiriendo

que ambas propiedades son la consecuencia de un mismo evento inmunolégico (38).

En el presente estudio pudimos comprobar que la inmunizacién pasiva con BMC de
Listeria monocytogenes confiere proteccibn contra el establecimiento del micetoma
experimental en ratones BALB/c, incluso en el mismo porcentaje que la proteccion observada

en ratones inmunizados con BMC de Nocardia brasiliensis.

Los resultados obtenidos en el modelo murino fueron comparados con los resultados
obtenidos in vitro por medio del método de Miles y Misra, donde se encontrd también que todos
los sueros utilizados en el ensayo (dias 0, 7, 15 y 60), indujeron proteccién contra el
establecimiento del micetoma hasta en un 50% observando un mayor porcentaje de proteccion

en el suero obtenido de los dias 0 y 15.
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Sin embargo, al probar el suero obtenido del dia 7 post-inmunizaciéon con BMC de
L. monocytogenes contra su propio cultivo en placa, enconframos que no se inhibié su
crecimiento, asi como tampoco hubo inhibicién al utilizar los sueros de los ratones
inmunizados con los demdas microorganismos utilizados (S. typhimurium, S. typhimurium GFP y
N. brasiliensis). Por lo cual suponemos que de Listeria monocytogenes tiene capacidad
inmunogénica. En afios recientes se ha reportado que las citocinas inflamatorias, incluyendo el
factor de necrosis tumoral (TNF), el interferon gamma (IFN-y), interleucina-1 (IL-1) e IL-6 son
producidas en ratones después de la infeccién con Listeria monocytogenes. Por medio de
diversos anticuerpos neutralizantes especificos de citocinas, se ha demostrado que varias de
estas citocinas enddgenas juegan un papel importante en la proteccion del hospedero en la etapa
temprana de la infeccion (24, 65); lo cual podria explicarnos la proteccion observada in vivo en

el modelo murino para el establecimiento del micetoma experimental.

En el caso de Nocardia brasiliensis, los resultados obtenidos a partir de diversos
experimentos a través del tiempo han sugerido la poca participaciéon de las células B en la
infeccién por este microorganismo. Sin embargo, después de varios estudios, Salinas y col.
encontraron que solamente en el suero y las células obtenidas en los primeros dias de la
inmunizacién existe un efecto protector lo cual evita el establecimiento del micetoma
experimental en ratones BALB/c. Estos resultados nos indican que la respuesta inmune innata si

juega un papel importante en la proteccién contra N. brasiliensis (48, 49, 50, 51, 52,53).

Los resultados presentados en éste trabajo coinciden con los obtenidos anteriormente por
Salinas y col. (53). Ademads, tal y como se menciond anteriormente, el porcentaje de proteccion
obtenido en ratones inmunizados con BMC de N. brasiliensis contra el establecimiento del
micetoma experimental fue igual al que present6 el grupo de ratones inmunizados con BMC de

L. monocytogenes.
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Sin embargo, para el caso de inmunizacién con antigenos particulados de N. brasiliensis
el mayor porcentaje de proteccién fue observado en el grupo de ratones inmunizados con el
suero obtenido en el dia 7 post-inmunizacién, tal y como lo describieron anteriormente en sus
experimentos Salinas y col. (53), aunque también los sueros del dia 0, 15 y 60 confirieron cierta
proteccion contra el desarrollo del micetoma. Ademds de éstos ensayos, se realizaron también
conteos en placa para evaluar el efecto inhibitorio del sucro anti- N. brasiliensis sobre su propio
cultivo corroborando los resultados obtenidos in vivo, y también se probé el efecto de los sueros
obtenidos del dia 7 post-inmunizacién con BMC de S. syphimurium, S. typhimurium GFP y
L. monocytogenes, en donde pudimos observar que los sueros de ratones inmunizados con
Salmonellas no presentaron un efecto inhibitorio significativo sobre el crecimiento de
N. brasiliensis, no asi para el caso del suero de L. monocytogenes en donde encontramos hasta
un 90% de inhibicion del crecimiento de Nocardia brasiliensis en placa, superando incluso el
porcentaje de inhibicién causado por el suero de N. brasiliensis sobre su propio cultivo
(aproximadamente 70%).

En el caso de Salmonella typhimurium ya se habia descrito en diversos estudios la
importancia de la inmunizacién pasiva con diversas vacunas como bacterias muertas por
diferentes técnicas (bacterias muertas por acetona o formalina), asi como diversas fracciones
subcelulares en la proteccién contra la infeccion por éste microorganismo (14, 25, 27, 58).
Sin embargo en los dltimos afios la mayor parte de los experimentos realizados se han enfocado
en el estudio del papel que juegan los macréfagos en la infeccién por éste patégeno intracelular
(9, 32, 41).

En éste estudio realizamos ensayos in vivo e in vitro para conocer el efecto de los
antisueros de S. typhimurium y S. typhimurium GFP en la infeccién por N. brasiliensis,
encontrando que aunque hubo cierto porcentaje de proteccion (aproximadamente 15%) éste no
fue realmente significativo en comparacion del porcentaje de inhibicién del establecimiento de
micetoma (50%). Este porcentaje de protecciéon observado puede ser debido a la IgM
polirreactiva presente en los primeros dias de una infeccién. Como su nombre lo indica, ésta

inmunoglobulina es capaz de reaccionar con una gran cantidad de antigenos y es inespecifica.
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También pudimos corroborar que la inmunizacién pasiva con BMC de
Salmonella typhimurium y Salmonella typhimurium GFP, es efectiva en la inhibicion del
crecimiento del mismo in vitro al realizar cuentas bacterianas en placa, obteniendo un 69% de
inhibicién para ST y un 43.5% de inhibicién para SF. Al probar la capacidad de inhibicién del
suero obtenido el dia 7 post-inmunizacion con BMC de L. monocytogenes y N. brasiliensis
sobre cultivos bacterianos de S. typhimurium y S. typhimuium GFP, observamos que el efecto

inhibitorio no fue realmente significativo para ninguna de las Salmonellas.

Para el caso del suero del dia 0 obtenido de ratones inmunizados con BMC de los cuatro
microorganismos utilizados en el presente estudio, pudimos observar que hubo tanto cierta
proteccion en el establecimiento del micetoma experimental como inhibicion del crecimiento en
placa. Los animales mostraron un titulo alto de IgM inespecifica de antigeno medida por
nefelometria, pero su IgM especifica de antigeno fue baja. Podria ser que la razén por la cual la
IgM inespecifica de antigeno se encontré alta es debido a la inmunizacién de los ratones con

agentes ambientales.

Los mecanismos por los cuales los anticuerpos IgM especificos de antigenos previenen
el crecimiento en placa de los microorganismos utilizados en el presente estudio, pueden estar
directamente relacionados con su capacidad para atrapar a las bacterias y activar el sistema de
complemento. Aunque en nuestros experimentos encontramos que éste efecto no es
necesariamente dependiente del complemento, ya que no se observé una diferencia significativa
en la inhibicién del crecimiento in vivo de los microorganismos al inactivar los antisueros

mediante calor a 56°C por 30 min.

Es necesario realizar mds estudios para esclarecer los mecanismos exactos que
intervienen en la proteccién mediada por IgM inducida por antigenos. Esta informacién sera de
gran utilidad para el desarrollo de nuevas vacunas que protejan contra otros patdogenos

intracelulares.
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CONCLUSIONES

1. Se encontrd que en el ensayo de evaluacién de la actividad neutralizante de sueros obtenidos
de ratones inmunizados con BMC de S. typhimurium, S. typhimurium GFP y N. brasiliensis, el
mayor porcentaje de inhibicién in vitro esti dado por su suero homologo. Observandose ademas
un porcentaje bajo de inhibiciéon del crecimiento in vitre conferido por los otros

microorganismos (S .typhimurium, S. typhimurium GFP, N. brasiliensis y/o L. monocytogenes).

2. En el mismo ensayo pero utilizando L. monocytogenes, no se observé inhibicion in vitro en
el crecimiento de ¢€ste microorganismo al tratarlo con su suero homoélogo; ademas ningiin suero

de los otros microorganismos utilizados pudo inhibir el crecimiento de L. monocytogenes.

3. La inmunizacién pasiva con suero de ratones inmunizados con antigenos particulados de
Salmonella typhimurium, Salmonella typhimurium GFP, Nocardia brasiliensis y
Listeria monocytogenes confieren proteccion parcial contra establecimiento del micetoma

experimental en ratones BALB/c.

4. El suero obtenido de ratones inmunizados con BMC de L. monocytogenes, confiere el mismo
porcentaje de proteccion contra el establecimiento del micetoma experimental que el suero de

N. brasiliensis.

5. La proteccion observada en nuestros experimentos podria ser debida a algin factor que se

produce en los primeros dias después de la infeccidn; por ejemplo: IgM, citocinas, etc.

6. De acuerdo al analisis estadistico los resultados obtenidos en los ensayos realizados en el
presente estudio son estadisticamente significativos, y pudimos comprobar que nuestra hipotesis
inicial es verdadera demostrando que en efecto los anticuerpos IgM inducidos por antigenos
particulados de L. monocytogenes y Salmonella enterica serovar Typhimurium previenen (en
diferentes porcentajes) de manera parcial e inespecifica el establecimiento de la infeccién por

N. brasiliensis en ratones BALB/c.
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PERSPECTIVAS

Debido a la informacién obtenida a partir de éste trabajo, sera necesario abrir una nueva
linea de investigacion enfocada al estudio de los elementos responsables de la proteccion
cruzada presentada por L. monocytogenes en el establecimiento del micetoma
experimental por N. brasiliensis. Estas lineas podrian estar enfocadas al estudio de IgM,
citocinas o la estructura de L. monocytogenes, cuyos componentes estén jugando un
papel importante en el desarrollo o la induccion de una fuerte respuesta inmune la cual

confiere proteccién no observada con los otros microorganismos incluso con Nocardia.

Ademds serd necesario y util el establecimiento de lineas celulares productoras de
IgM anti-microorganismos intracelulares y determinar su eficiencia en el tratamiento de

enfermedades infecciosas.

Los resultados obtenidos a partir de este estudio aportan conocimiento importante al
campo de la seroterapia y al desarrollo de nuevas vacunas que logren prevenir el
establecimiento de las infecciones por N. brasiliensis asi como por otros

microorganismos intracelulares.
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APENDICE

e Agar/ caldo BHI
Infusién cerebro corazén 37 g

Extracto de levadura 5¢g
Hemina (0.1%) 5ml
Vitamina K1 (1%) 0.05 ml
Agar 15.0g
Cisteina 2ml

e Buffer acetatos

Solucion A (4cido acético 0.2M): disolver 11.55 ml de 4cido acético glacial en agua
destilada completando 1 litro.

Solucion B (acetato de sodio 0.2 M): disolver 27.2 g de acetato de sodio (3 H,O) en
agua destilada completando 1 litro.

e Buffer fosfatos

Solucion A (NaH,PO4 0.2 M): disolver 27.6 g de NaH,PO,. H>O en agua destilada,
completando un litro.

Solucién B (Na2HPO4 0,2 M): 53.65 g de Na2HPO,4. 7 H,O se disuelven en agua
destilada, llevando el volumen final a 1 litro.

e Tween 20
Monolaurato de polioxietilen sorbitan.

¢ Leche descremada 5%
Leche en polvo 5¢g
Agua destilada 95 ml

e Solucion salina 0.85%
NaCl 85¢g
Agua destilada 1000 ml
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