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"La m&s hermosa y profunda emocidén que podemos experimentar es el
sentido del misterio. En él1 estd el origen de todo arte , de to-
da verdadera ciencia. Quien no haya jamas probado esta emociédn,
quien no se ha detenido para meditar y quedar cautivo en temerosa
admiracién, estd como muerto, su vida se ha apagado."”

Albert Einstein

PROLOGO

Si tan s6lo fuera posible listar los problemas de las enfer-
medades causadas por bacterias en el hombre, de modo de poder
considerar la forma y el 6rden de controlarlas... En realidad,
en cada momento, nosotros somos capaces de entender algunos pro-
blemas, tenemos idea acerca de otros y ninguna percepcidn acerca

del resto (David W. Fraser).

En paises del tercer mundo, cada 7 segundos un nifio menor de
5 afios muere a causa de infeccidén respiratoria aguda, usualmente
pneumonia, constituyendo ésta una de las principales causas de
mortalidad infantil. Por este importantisimo motivo, este traba-
jo de investigacidn fue realizado para contribuir al conocimiento
de las infecciones respiratorias agudas provocadas por dos micro-
organismos que contindGan siendo un grave problema como agentes

causales de neumonia: Pseudomonas aeruginosa y Streptococcus

pneumoniae. El fin Gltimo de esta investigacidén es lograr méto-
todos inmunoprofilédcticos apropiados para el tratamiento del gra-
ve problema que representan las neumonias bacterianas, especial-
mente en la infancia.
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1. INTRODUCCION

1.1. RESPUESTA INMUNE DE MUCOSAS

Los tejidos mucosos del cuerpo constituyen una enorme &rea
superficial, y es alli donde los microorganismos patégenos y los
agentes téxicos con mayor frecuencia realizan su primer contacto
con el huésped y pueden potencialmente causar enfermedad local o
sistémica (1). Inmediatamente luego del nacimiento, las superfi-
cies mucosas del tracto respiratorio superior, el tracto intesti-
nal y el tracto genital bajo, son colonizados por una gran varie-
dad de bacterias y otros microorganismos que est&n presentes en
el aire inspirado, alimento ingerido y excreciones fecales, res-
pectivamente. La mayoria de estos microorganismos se establecen
como la microflora indigena o normal. Otras superficies mucosas,
como el tracto respiratorio bajo, son normalmente estériles en un
huésped saludable. Durante el estado de buena salud, todas las
superficies mucosas contienen importantes barreras contra la ad-
hesidén de bacterias patdgenas invasoras. Pero cuando estas ba-
rreras se quiebran, los patdgenos pueden rapidamente tener acceso
y colonizar grandes &reas de las superficies mucosas. Desde es-
tos sitios colonizados las bacterias patdgenas pueden producir
enfermedades infecciosas ya sea por invasién de los tejidos mas
profundos o por excrecidén de toxinas que dafan tejidos locales y

distantes (2).

No es sorprendente que los tejidos mucosos que representan



dreas superficiales tan extensas, estén defendidos por un sistema
inmune local, con propiedades y funciones que en muchos aspectos
estin separadas del sistema inmune sistémico (3). Desde hace ya
varios afios se sabe que los mecanismos inmunes de mucosas difie-
ren en varios aspectos de aquellos que caracterizan a los érganos
no-mucosos, incluyendo la sangre. Estd bien establecido que las
reacciones inmunes locales pueden ocurrir sin ningidn reflejo de
estos eventos en la circulacién. Existen una gran variedad de
mecanismos que han evolucionado en las superficies mucosas para
prevenir la invasidén o el dafio local causado por patdégenos. Es-
tos incluyen tanto mecanismos inmunes especificos como no especi-
ficos. Entre los primeros se halla la existencia de anticuerpos
IgA secretorio (IgA-S) e IgM que son secretados en los fluidos

que bafian las membranas mucosas (4).

1.1.1. ANTICUERPOS EN LAS SECRECIONES. INMUNOGLOBULINA A.

Los anticuerpos presentes en las secreciones de las mucosas
son de origen humoral o son sintetizados localmente por células
plasmaticas localizadas en la submucosa. La mayor parte de 1la
IgG de secreciones externas es de origen humoral, mientras que la
IgA en forma de IgA-S y, probablemente, la IgM, son de origen lo-
cal (5). Los tejidos mucosos se caracterizan por un predominio
de linfocitos secretores de IgA en los tejidos intersticiales. A
diferencia de la IgA sérica, la IgA-S es producida por células

plasmiticas residentes en la submucosa del epitelio secretor y en



el estroma glandular. La estimulacién antigénica de los precur-
sores de las células plasmiticas secretoras de IgA, puede ocurrir
por tres mecanismos: penetracién o inyeccién local, ingestién o

inhalacién, o ruta parenteral.

En el nivel local, los antigenos que penetran el epitelio o
que son infundidos dentro de las gl&ndulas pueden inducir la di-
ferenciacién de linfocitos B 1locales, antigeno-especificos, en
células plasmiticas secretoras de IgA. Presumiblemente estarian
involucrados 1linfocitos T y células presentadoras de antigeno.
La inyeccidén de antigeno en la vecindad de las gl&ndulas también
induce anticuerpos IgA-S, aunque también usualmente se genera una

respuesta de anticuerpo sistémica (IgM e IgG).

Las secreciones pueden contener anticuerpos contra organis-
mos que se sabe que son incapaces de colonizar esas gléndulas
particulares. Por ejemplo, el calostro y la leche humana contie-
nen IgA-S contra microorganismos y antigenos de los alimentos que
no estimulan esta glandula directamente. Numerosos experimentos
en animales han demostrado que la administracién oral de una gran
variedad de antigenos proteicos o bacterianos, evocan respuestas
de IgA-S no sdlo en las secreciones intestinales sino también en
otras secreciones como saliva, lagrimas, secreciones bronquiales

y del tracto genital (6).

La inyeccidén parenteral también se ha propuesto como induc-



tora de las respuestas por IgA-S en individuos que han sido pre-
viamente estimulados para inmunidad de mucosas, pero el mecanismo
preciso de este efecto no se conoce. Podria involucrar el trans-
porte de antigeno o de fragmentos de antigeno procesados o la mi-
gracidén de células regulatorias estimuladas a la submucosa, don-

de ocurriria la estimulacidén de las células secretoras de IgA

(6).

Se ha postulado que las células plasmaticas locales que sin-
tetizan IgA-S podrian originarse de precursores que originaria-
mente fueron estimulados en otro sitio. Tales interrelaciones
entre sitios anatémicamente tan dispersos han conducido al con-

cepto de la existencia de un sistema inmune secretor generalizado

(7).

La principal funcién protectiva de la IgA-S es la "exclusidn
inmune" de patdgenos bacterianos y virales, toxinas bacterianas y
otras moléculas potencialmente perjudiciales. Se ha descripto
también que la IgA-S mediaria la citotoxicidad mediada por célu-
las T dependiente de anticuerpos (ADCC), y que interferiria con
la utilizacidén de 1los factores de crecimiento necesarios para

patdgenos bacterianos en el ambiente intestinal (3).

Las células plasmaticas secretoras de IgA de la submucosa,
sintetizan IgA polimérica que contiene a la cadena J, la cual es

tomada y transportada en la secrecidén por células epiteliales, en



un proceso que 1involucra al componente secretor unido a membrana
como un receptor para la IgA polimérica. Como se explicd, la es-
timulacidén de los precursores de estas células puede ocurrir por

los tres mecanismos citados (6).

Respecto al transporte de la IgA dimérica a través del epi-
telio, los factores que regulan el proceso celular secretorio en
si mismo podrian jugar un rol significativo en la cantidad de in-
munoglobulina encontrada en secreciones externas, independiente-
mente de factores que regulan el sistema inmune en si mismo. Ta-
les factores podrian incluir hormonas generadas localmente o en
sitios distantes. La extencidn de la contribucidén de la sintesis
local a la presencia de IgA en las secreciones difiere en dife-

rentes tejidos, y ain entre especies (4).

1.1.2. PROCESAMIENTO DE ANTIGENO

El procesamiento del antigeno se inicia por el epitelio aso-
ciado a foliculo, que recubre los foliculos linfoides especiali-
zados que se encuentran en la mucosa de los tractos respiratorio
y gastrointestinal. ©La funcidén del resto del epitelio mucoso en
la toma y procesamiento del antigeno como parte de una respuesta
inmune, no esta claro. Sin embargo, el epitelio, especialmente
aquel que estd involucrado en eventos inflamatorios, expresa an-
tigenos Ia, y se sabe que el epitelio puede estar involucrado en

el procesamiento inmune (4).



1.1.3. TRAFICO LINFOCITARIO

El nGmero de células que contienen inmunoglobulina en un te-
jido dado depende del tipo y localizacién del tejido, asi como de
la bacteria, virus o antigeno depositado. Los linfocitos en 1la
mayoria de estos tejidos parecen derivar de la circulacién, y una
gran variedad de factores regulan la distribucién celular a los
tejidos y su subsecuente extraccién desde sangre. Estos incluyen
edad, estado del endotelio vascular, flujo sanguineo, presencia
de antigeno especifico en tejido local, estado nutricional gene-

ral y dieta.

Los linfocitos derivados de los tejidos mucosos, en subse-
cuentes reinyecciones, tienden a localizarse selectivamente en el
tejido de origen, y secundariamente en otros tejidos mucosos,
preferentemente en tejidos linfoides sistémicos. La base de es-
ta informacién est& ain en discusién, pero ha sido incorporada en
el concepto general de un sistema inmune comGn de mucosas. El i-
nicio de la respuesta inmune en mucosas podria entonces ocurrir
en los foliculos linfoides mucosos, en el epitelio, lamina propia
e intersticio, o en los ndédulos linfoides drenantes. Existe e-
videncia que corrobora que todos estos mecanismos est&n involu-

crados en mayor o menor proporcién (4).

Observaciones experimentales ejemplifican las interrelacio-

nes existentes entre sitios anatémicamente dispersos del sistema



inmune secretor generalizado. En el tejido linfoide asociado a
los bronquios (BALT), aunque los linfocitos IgA emigrantes predo-
minantemente retornan al pulmén, algunas células buscan el intes-
tino. La exposicidén intestinal a antigenos bacterianos cariogé-
nicos conduce a la formacidén de anticuerpos IgA especificos en
lagrimas y en saliva. Los ratones expuestos oralmente a antige-
nos solubles, muestran grandes nGmeros de células plasmaticas
Igh-especificas en la glandula mamaria lactante y en otros sitios
secretorios tales como la mucosa bronguial, ademas de la mucosa
intestinal. Mas atGn, en experimentos de transferencia celular,
células sensibilizadas de los nédulos linfaticos mesentéricos de
ratones inmunizados oralmente, viajan hacia las glandulas mama-
rias de ratones lactantes virgenes respecto al antigeno, donde a-
parecen como células plasmaticas IgA antigeno-especificas. Otra
evidencia de la existencia de una respuesta inmune secretoria ge-
neralizada incluye la observacién que la inmunizacién rectal de
ratones con virus influenza induce la aparicién de anticuerpos
anti-influenza en secreciones bronquiales, y la inmunizacién de
la mucosa intestinal prima la mucosa respiratoria via disemina-

cidén de células inmunes (7).

1.1.4. REGULACION DE LA PRODUCCION DE IgA POR CELULAS T

Hay acuerdo general en que la inmunoglobulina A es un isoti-
po dependiente de células T. También se sabe que las interleu-

quinas 2, 3, 4 y 6 podrian contribuir individualmente a la sinte-



sis de IgA o sinergizar para promover la diferenciacidén a partir
de una célula que lleva IgA hacia una que sintetice y secrete es-
ta molécula. Se ha postulado otro tipo de célula T que podria
ser responsable del cambio de sintesis de inmunoglobulina hacia
el isotipo IgA. Existe evidencia creciente que sugiere que las
células T podrian también ser responsables de los efectos contra-
supresores, y que estos sistemas podrian ser isotipo especificos

(incluyendo IgA) (4).

1.1.5. OTROS COMPONENTES INVOLUCRADOS EN LA RESPUESTA INMUNE

DE MUCOSAS.

A. LEUCOCITOS INTRAEPITELIALES (LINFOCITOS)

Dentro del epitelio de las mucosas existe una poblacidén de
leucocitos que a menudo se los llama leucocitos intraepiteliales
o linfocitos (LIE). En el ratdén, estas células (de las cuales un
60% contienen granulos) no llevan el marcador fenotipico Thy 1,
pero si poseen positividad para CD8. Recientemente, se demostrd
que esta poblacidén es cD3%, y expresa sobre su superficie recep-
tores antigénicos gamma-delta de células T. Un ex&men mas deta-
llado de 1la funcidén celular de LIE reveld que poseen una alta
frecuencia precursora para mastocitos, la presencia de precurso-
res de células T citotédxicas asi como células T citotdéxicas, cé-
lulas responsables de la citotoxicidad celular dependiente de an-

ticuerpos y actividad natural killer. Adem&s han sido identifi-



cadas células con capacidad de matar especificamente ciertos

blancos infectados por virus.

B. MASTOCITOS

En la Gltima década se ha aclarado el hecho que los mastoci-
tos son heterogéneos en términos de dependencia de factor de cre-
cimiento, fenotipo, contenido de proteoglicano y esterasas de se-
rina. El mastocito de mucosa intestinal, depende primariamente
de IL-3 para su proliferacidn. El rol del microambiente podria
ser crucial en la determinacidén de la diferenciacién celular, y
podria jugar un rol central en la regulacién de las respuestas

inmunes de mucosas.

C. NERVIOS

Hay una gran cantidad de tejido nervioso dentro de los teji-
dos de las mucosas. Los nervios contienen neurotransmisores. Los
nervios estan distribuidos a través de los tejidos de las muco-
sas, a menudo con ramificaciones hacia el epitelio (en el tracto
respiratorio) y capilares, y con inervacién de mGsculo liso. Las
estructuras linfoides de mucosas estin inervadas, asi como lo es-

tan todos los tejidos linfoides (4).



1.2. MECANISMOS DE PROTECCION INMUNOLOGICA DE MUCOSAS EN EL

TRACTO RESPIRATORIO

1.2.1. GENERALIDADES

El estado patofisiolégico del epitelio y su integridad hacia
macromoléculas y componentes particulados debe ser considerado
cuando se enfatiza la relativa facilidad de penetracidén de estas
sustancias en el microambiente interno. Este estado es mantenido
por una compleja serie de reacciones entre el entorno y los even-
tos inmunoldgicos que ocurren sobre y dentro del tejido mucoso.
Estas interacciones involucran los ya descriptos factores humora-
les, nervios y neurotransmisores. La funcién normal del aparato
ciliar y la hidratacidén relativa de la capa apical superficial,
as{ como su contenido de mucus, Jjuegan roles principales en la
defensa de estos tejidos. El 80% o mas del material aerosolizado
e introducido en el tracto respiratorio, sin importar el tamafio
de la particula, eventualmente es incorporado, a través de meca-
nismos de depuracién ciliar, en la saliva y pasa al tracto gas-

trointestinal.

Existirian diferencias entre el tracto respiratorio superior
y el inferior, no sblo en términos inmunoldégicos sino también en
términos de origen embrionario. Los mecanismos que protegen el
tracto respiratorio superior se relacionan md&s con a aquellos in-

volucrados en la proteccidén de superficies mucosas, mientras que

10



aquellos involucrados en la proteccién del tracto respiratorio
inferior reflejan mejor aquellos de tejidos no mucosos. Ademas,
las defensas del tracto respiratorio bajo cuenta con un importan-
te aliado: la poblacién de macréfagos alveolares. Estas células,
al ser activadas, pueden expresar receptores de superficie para
IgA y de esta manera participar con las defensas inmunes humora-

les del tracto respiratorio alto y ser integradas en él (8).

El tracto respiratorio y sus superficies mucosas constituyen
un sistema de 6rganos Gnicamente integrado, que estd bien desig-
nado para proveer al huésped con una multiplicidad de mecanismos
de defensa: mecénicos, no inmunoldgicos, inmunolégicos, y wuna
combinacidén de todos los antes mencionados. Cuando funciona nor-
malmente, o cuando no estd expuesto a un indéculo infeccioso masi-
vo, los mecanismos de defensa del huésped previenen el desarrollo
de infeccién del tracto respiratorio. La falla de varios pasos
en este sistema integrado puede comprometer al huésped e incre-

mentar la probabilidad de infeccidn pulmonar (9).

1.2.2. MECANISMOS NO ESPECIFICOS DE DEFENSA EN EL TRACTO

RESPIRATORIO.

Un hombre adulto en reposo respira aproximadamente 14.000
litros de aire diarios. Sin embargo, a pesar de la reiterada
inoculacidén que esto significa, la infeccién pulmonar raramente

ocurre aGn cuando el inéculo contenga microorganismos patdgenos
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(10,11,12). El disefio anatdomico basico del tracto respiratorio
provee una barrera inicial contra agentes infecciosos y agentes
nocivos. La epiglotis y las fuertes uniones previenen la pene-
tracién de organismos dentro de los canales aéreos ma&s bajos.
Mas alGn, las superficies de los canales aéreos conductores pre-
sentan una efectiva barrera. Estas superficies est&n recubiertas
con mucosa compuesta de una capa de mucus, células epiteliales
ciliadas, una membrana basal y la submucosa con células secreto-
ras y células linfoma. El disefio en rama de los canales aéreos
conductores en unidades mas finas cada vez, da como resultado 1la
rapida y efectiva filtracién de la mayoria de las particulas in-
haladas, previniendo su entrada en los alvéolos terminales. Es
decir que el disefio anatdmico del tracto respiratorio ramificado
provee una barrera mecdnica inicial y altamente efectiva contra

material extrafio, incluyendo microorganismos.

Ademds, las células epiteliales ciliadas recubren los cana-
les aéreos. Las cilias epiteliales baten aproximadamente 1.000
veces/minuto y crean un efectivo aparato mucociliar que remueve
el mucus y particulas atrapadas. Las superficies de los canales
aéreos mucosos también secretan o poseen una variedad de facto-
res, tales como surfactante, inmunoglobulinas y complemento, que

contribuyen aidn mids a las defensas pulmonares del huésped (9).

Si a pesar de los mecanismos enumerados antes, una particula

extrafia alcanza los espacios alveolares del pulmén, se pone en
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funcionamiento la préxima linea de defensa: la depuracién alveo-
lar. Esta importantisima funcién es llevada a cabo por las célu-
las fagociticas y por el sistema inmunoldégico del pulmén. La
principal célula fagocitica es el macréfago alveolar (AMP) resi-
dente (13). En condiciones normales del huésped, la proporcidn
de leucocitos polimorfonucleares (PMN) en los espacios alveolares
es muy baja. No obstante, cuando media una reaccidén inflamato-
ria, los PMNs pueden migrar desde los capilares sanguineos pulmo-

nares hacia los espacios aéreos (14).

1.2.3. MECANISMOS ESPECIFICOS DE DEFENSA.

Los mecanismos no especificos de defensa pulmonar pueden ser
exacerbados por una respuesta inmune. Esta respuesta puede ser
sistémica o local, con participacién aislada del sistema inmune
pulmonar (15). En el tracto respiratorio superior, los tejidos
linfoides organizados se agrupan en foliculos aislados o en gru-
pos. Ademds, los linfocitos son hallados en el epitelio, donde
yacen entre las células epiteliales y por encima de la membrana
basal. Estos linfocitos epiteliales son similares a los de in-

testino (8).

El sistema inmune pulmonar tiene, por lo menos, tres niveles
de organizacién: ganglios linfaticos, nédulos linfaticos y agre-
gados o infiltrados linfoides. El grado de organizacién estruc-

tural decrece progresivamente desde las vias aéreas proximales
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hacia los espacios aéreos periféricos (15). Los ganglios linf&a-
ticos tipicos constituyen el primer nivel; ellos tienen canales
aferentes y eferentes, céipsulas, foliculos y centros germinales y
estadn limitados a la regidén de la traquea y las proximidades de

los bronquios mayores.

El segundo nivel esta compuesto por los nédulos linfaticos;
éstos contienen foliculos pero carecen de cipsula y se encuentran
agregados en las paredes de los grandes y medianos bronquios,
particularmente en las zonas de bifurcacién (8,16). Finalmente,
los agregados linfocitarios (un acimulo difuso de linfocitos y
fagocitos) se distribuyen a lo largo de toda la submucosa y lami-
na propia de los conductos aéreos y del tejido intersticial, en-
contrandose muy prdéximos a los vasos sanguineos y linfaticos (8,
16). Dentro de los foliculos linfoides organizados se encuentran

también las células T "helper" y supresoras (8).

Los tejidos linfoides descriptos en el segundo y tercer ni-
vel de organizacidén son conocidos también por 1la sigla "BALT"
(del inglés: Bronchus-Associated-Lymphoid-Tissue). El1 BALT esta
constituido predominantemente por células B y mientras que no
tiene un area de células T morfolégicamente reconocible, se en-
cuentran distintos sitios para la recoleccidén de células T en la
periferia de los foliculos linfoides. Este tejido linfoide re-
fleja el del tracto gastrointestinal (GALT), ya sea como nddulos

linfoides aislados o conjuntos de foliculos (placas de Peyer).
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Existe similitud funcional entre BALT y GALT (17,18), y se han
sugerido vias migratorias especificas entre los dos sistemas y la
lamina propia (19). Este hecho podria tener importancia en 1lo
que respecta a la inmunizacién oral contra infecciones respirato-

rias.

El epitelio que recubre al BALT generalmente no tiene cilias
ni células caliciformes, asi como tampoco tiene glandulas, y po-
dria representar un rea de turbulencia de corrientes de aire pa-
ra cumplir su funcién principal: la toma del antigeno. E1l linfo-
epitelio que recubre al BALT tiene como contrapartida, el epite-
lio asociado a foliculos o células M sobre las placas de Peyer y
la bolsa de Fabricius. Pareceria ocurrir una toma selectiva de
antigeno en todos estos sitios, en relacién al epitelio de 1los
alrededores. Esto se aplica tanto a antigenos solubles como par-
ticulados, los cuales son transportados en el interior del foli-
culo donde tomarian contacto con macréfagos dendriticos. Presu-
miblemente, éste es un sitio donde ocurre la expansidén de células
de memoria dirigida por el antigeno, y también ocurre la inmuni-
zacibébn primaria. Existe un rapido recambio de linfocitos en es-
tas zonas y una subsecuente emigracidén de células en los linfati-
cos. Estudios experimentales han revelado que estos linfocitos
contienen un alto numero de células B precursoras de IgA, Yy po-
drian repoblarse, especialmente tejidos mucosos, con células B

gue contienen IgA (8).
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El sistema inmune comin de mucosas permitirfia la disemina-
cién de células B IgA de un sitio mucoso hacia otro. Esta migra-
cidén selectiva y localizacidén resultdé un eficiente medio para
proveer sitios mucosos distantes con células productoras de IgA
dirigidas hacia antigenos especificos. De esta manera, podria
otorgarsele a aquellos sitios mucosos proteccidn contra organis-
smos particulares hacia los cuales las células originales estaban
dirigidas (8). De hecho, varios han sido los intentos de mani-
pular el sistema inmune comGn de mucosas para proveer inmunidad

mucosa en sitios distantes de aquel de inmunizacién (20,21).

El tracto respiratorio cuenta con la presencia de inmunoglo-
bulinas, fundamentalmente IgA secretoria (IgA-S) e IgG (22-29).
Datos provenientes de estudios realizados en humanos y conejos,
sugieren que existe una disminucidén progresiva de los niveles de
IgA (acompafiada de un aumento en los niveles de IgG) a medida que
se desciende desde el tracto respiratorio superior al inferior
(24). Este hecho es esperable ya que el tracto respiratorio su-
perior cuenta con una gran superficie de tejido mucoso cuyas ca-
racteristicas incluyen la produccién de anticuerpos secretorios
(2). El origen de la IgG en el tracto respiratorio inferior se
encuentra aGn en discusidén; una porcidén de esta Ig podria prove-
nir de transudacidén plasmatica, mientras que parte de los niveles
hallados podrian provenir de la sintesis "local" (esto implicaria
la sintesis de Igs en los tejidos linfoideos del pulmén propia-

mente dicho o en los ganglios regionales).
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En comparacién con lo conocido acerca de la la inmunidad hu-
moral, poca es la informacidén disponible relacionada con la inmu-
nidad mediada por células en el pulmdédn. En su clasico trabajo de
1974, Reynolds demostrd que luego de la inmunizacién por via in-
tranasal se alcanzaba un cierto grado de inmunidad mediada por
células en el pulmén. Esta inmunidad era transitoria y menos
persistente que la inmunidad local (29). Reynolds evalud la in-
munidad celular a través de la produccidédn del factor de inhibi-
cidén de la migracién de los macréfagos, por lo que las conclusio-
nes de este estudio podrian haber quedado ya invalidados a la 1luz
de los actuales conocimientos. En efecto, hoy ha quedado demos-
trado que el factor de inhibicidén de la migracién puede ser sin-
tetizado tanto por linfocitos T como B (30). Estudios mas re-
cientes, sin embargo, han corroborado lo encontrado por Reynolds

(31,32,33).

Los andlisis tradicionales de inmunidad contra infecciones
bacterianas han enfatizado el rol de las respuestas inmunes humo-
rales en la resistencia a la infeccién con bacterias extracelula-
res, mientras que la inmunidad celular mediada por células T se
Cree que es esencial para resistir la infeccidn de aquellas bac-
terias que viven intracelularmente. Sin embargo, Markham demos-
tr6 la importancia potencial de la inmunidad celular mediada por
células T en la resistencia del huésped a una bacteria extracelu-

lar como Pseudomonas aeruginosa, mostrando que ratones granuloci-

topénicos eran protegidos contra un desafio letal por esta bacte-
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ria, mediante transferencia adoptiva de células T inmunes (34).
1.2.4. INFECCIONES RESPIRATORIAS.

El espectro clinico de las infecciones respiratorias varia
en severidad desde el resfriado comGn hasta enfermedades que ame-
nazan la vida, como la neumonia. Afortunadamente para la mayoria
de los individuos, la combinacién de una terapia antimicrobiana
adecuada y los mecanismos de defensa activos del huésped, es su-
ficiente para controlar la neumonia asi como para prevenir la in-
juria pulmonar y la muerte. Sin embargo, para otros, la neumonia
continGa siendo un serio problema médico y una causa que conduce
a hospitalizacidén y muerte. A este respecto, existen ciertas po-
blaciones de pacientes que estan m&s en riesgo que otras, por e-

jemplo los nifios en los paises subdesarrollados y en vias de de-

sarrollo (9).

Respecto a la prevencidén de las infecciones respiraéorias un
aporte importante lo constituye el control ambiental del medio
hospitalario. Existen pocos sitios donde la variedad de micro-
bios sea mayor, su concentracién mas alta, o sus oportunidades
para la infeccidén m&s numerosas que el ambiente hospitalario
(35). La Organizacidén Mundial de la Salud estimdé que de 190 mi-
llones de personas admitidas en los hospitales de todo el mundo
cada afio, mds de 9 millones adquieren infecciones nosocomiales,

entre los cuales un milldén mueren a causa de una infeccién hospi-
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talaria. Los Centros para el Control de Enfermedades sugieren
que el 50% de las infecciones hospitalarias pueden prevenirse

(36) .

La frecuencia relativa de las infecciones respiratorias no-
socomiales representan un 16%, siendo P. aeruginosa, S. aureus y
Klebsiella sp. las especies m&s frecuentemente aisladas (36). En
paises subdesarrollados y en vias de desarrollo, las infecciones
respiratorias agudas constituyen una de las principales causas de
mortalidad infantil. Los neonatos y los nifios hospitalizados son
sumamente vulnerables al ambiente de alto riesgo en el que se en-
cuentran. En los infantes, las infecciones ocurren con mayor
frecuencia, tienden a ser mds severas y a durar mas tiempo. Ade-
mas de las infecciones que aparecen en estos grupos infantiles,
existen otras no menos graves asociadas a nifios con al menos una
condicién predisponente, como por ejemplo fibrosis quistica, ano-
malias congénitas de varias clases, especialmente cardiacas y
pulmonares, inmunodeficiencias congénitas y enfermedades malig-

nas, entre otras (37).

Datos epidemioldgicos revelan que Streptococcus pneumoniae y

Haemophilus influenzae son los agentes etiolégicos bacterianos

mas comunes en nifios con neumonia tipica (38). En los huéspedes
con un compromiso de sus defensas pulmonares se observa una alta
incidencia de bacilos gram-negativos, especialmente P. aeruginosa

y enterobacterias.
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Este trabajo de investigacién se basbé en el estudio de las
infecciones respiratorias agudas provocadas por dos microorganis-
mos en particular: P. aeruginosa y S. pneumoniae, con el fin Gl-
timo de lograr métodos inmunoprofildcticos apropiados para el
tratamiento del grave problema que representan las neumonias bac-
terianas, causadas tanto por microorganismos gram-negativos como

por gram-positivos, especialmente en la infancia.

1.3. INMUNIZACION LOCAL

Varias han sido las estrategias que han sido consideradas
para aumentar la respuesta inmune de las mucosas. La via de ad-
ministracién del inmunégeno es un punto importante cuando se con-
sidera la inmunizacién activa como método para producir un aumen-
to de las defensas de tejidos mucosos. El concepto corrientemen-
te aceptado de la existencia de un sistema inmune comGn de muco-
sas ha provisto un gran impetu en la utilizacién del intestino
para inducir respuestas protectivas contra un gran nimero de pa-
tégenos de mucosas (6). Sobre esta base, estudios realizados con
el virus Sendai, concluyeron que la combinacién de inmunizacidn
intranasal (i.n.) e intrag&strica en el tracto respiratorio, pro-
ducian una respuesta inmune protectiva contra un microorganismo
virulento (20).

En otros trabajos recientes, se utilizé la vacunacidén i.n.

de ratas con mutantes ts de Mycoplasma pulmonis con el fin de mi-
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metizar la exposicidén natural a la cepa virulenta de este micro-
organismo. Los resultados indicaron que los animales resultaron
protegidos significativamente (39). Ha sido popuesto la utili-
zacién de la ruta mucosa de inmunizacién primaria en vez de la
via parenteral, para vacunar con vacunas vivas atenuadas de sa-
rampidén (40). Existen, ademas evidencias que vacunas anti-idio-
tipicas, especificamente dirigidas al sistema inmune secretor,
inducirian respuestas inmunes protectivas contra patégenos de su-
perficies mucosas (41). Algunos estudios han demostrado también
que la inmunizacién en la vecindad de tejidos mucosos podria pro-
ducir altos titulos de IgA en secreciones, como por ejemplo en
tracto reproductor femenino (42). La ruta de vacunacién local
mimetizaria la exposicidén natural al patdgeno que ingresa por esa
via. Se ha sugerido que dosis de antigeno relativamente peque-
flas, administradas por ruta i.n., provocaria una respuesta inmune

local del tracto respiratorio (1).

Bienenstock sugirié que el mejor camino para producir una
respuesta inmune local respiratoria de IgA, consistiria en pre-
sentar el antigeno primante y la dosis suplementaria de éste al
tracto respiratorio. La ruta de vacunacidén es muy importante, y
el peor método de inmunizacién para producir IgA-S en el tracto
respiratorio, es presentar el antigeno Gnicamente por ruta paren-
teral (8). Debido a la aparente compartimentalizacién que existi-
ria entre los sistemas IgA-~S y sistémica, la inmunizacidédn paren-

teral usualmente no estimularia una respuesta de IgA en secrecio-
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nes externas (41).

La inmunizacidén local pulmonar, inducida con una gran varie-
dad de antigenos en humanos normales y en animales, mostrd exce-
lentes respuestas de anticuerpos en las secreciones respirato-
rias. La respuesta inmune, evaluada en estas secreciones luego
de la vacunacidén local, a menudo es superior a la respuesta con-
comitante en suero, y la inmunizacién sistémica es a menudo menos
eficiente en la produccién de una respuesta de anticuerpos en se-
creciones pulmonares (43). La estimulacién de las defensas loca-
les contra patdégenos respiratorios y entéricos por el agente vi-
vo, ya sea a través de la infeccidén natural o a través de inmuni-
zacién con una cepa atenuada, ha sido, reconocido como el mis e-

fectivo inductor de inmunidad duradera (44).

1.4. INFECCIONES POR Pseudomonas aeruginosa.

1.4.1. GENERALIDADES

P. aeruginosa, aislada por primera vez por Gessard en 1882,

producia infecciones poco frecuentes hasta la introduccién de las
sulfonamidas y penicilinas (45), que provocaron una suerte de se-
leccidén artificial de los géneros mas resistentes a los agentes

antimicrobianos.

P. aeruginosa es un bacilo gram-negativo, aerobio estricto,
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versitil, que tiene una gran potencialidad metabdélica y variados
mecanismos de virulencia. Esta versatilidad le permite adaptarse
a condiciones ambientales variables y frecuentemente adversas.

La caracteristica que distingue principalmente a P. aeruginosa de
las otras especies de Pseudomonas es la produccidén de piocianina,
un pigmento soluble en agua que da a las colonias y tejidos in-
fectados una caracteristica coloracién azul-verdosa 'omunmente

asociada con esta bacteria (46).

Es de particular importancia médico-epidemiolégica la capa-
cidad que posee P. aeruginosa para sobrevivir y multiplicarse en
agua destilada, lo cual ocasiona severos problemas en medios no-
socomiales. La resistencia de esta bacteria a los desinfectan-
tes, especialmente compuestos de amonio cuaternario, contribuyen

a su capacidad para persistir en el medio ambiente (46).
1.4.2. EPIDEMIOLOGIA.

P. aeruginosa ha sido objeto de numerosos estudios epidemio-
l6gicos, debido a varios factores, entre ellos: (i) su potencia-
lidad para causar epidemias entre pacientes hospitalizados con
compromiso de sus defensas, (ii) el bajo porcentaje de individuos
sanos portadores de esta bacteria, y (iii) la correlacién que se
halldé entre colonizacidén y riesgo incrementado de infeccidén sub-

secuente (46).
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En individuos saludables, es poco frecuente recuperar P. ae-
ruginosa de la flora microbiana autéctona; sin embargo, es causa
de aproximadamente el 12% de todas las infecciones hospitalarias,
especialmente del 17% de todas las neumonia, hecho de particular
importancia considerando que la mortalidad de las infecciones

por P. aeruginosa es muy elevada (46).

Los grupos de mayor riesgo a las infecciones por P. aerugi-
nosa son aquellos cuyos mecanismos de defensa se hallan comprome-
tidos. Uno de los factores predisponentes mis importantes para
la infeccién por P. aeruginosa es la granulocitopenia (47,48).

La neumonia por P. aeruginosa se da con muy alta frecuencia en

pacientes leucémicos, pacientes afectados de fibrosis quistica y

pacientes con quemaduras extensas (45).

1.4.3. FACTORES DE VIRULENCIA DE Pseudomonas aeruginosa.

P. aeruginosa posee una gran variedad de factores de viru-
lencia. Las contribucidén exacta de cada uno de estos factores a
la patogénesis de las infecciones por P. aeruginosa no ha llegado
aGn a ser dilucidada completamente (49). Entre los factores de
virulencia m&s importantes, debemos citar: i) exoenzimas como e-
lastasa (50), y proteasas (43,51). Estas enzimas degradan la ma-
triz del tejido conectivo, con lo que favorecen la penetracidén de

la bacteria en los tejidos. P. aeruginosa también produce hemo-

lisina y fosfolipasa (26). 1ii) Exotoxinas: la mds importante es
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la exotoxina A, cuya accidén deriva de su capacidad de inhibir 1la
sintesis protéica de las células del huésped (26). P. aeruginosa

también produce exotoxina S, de accién semejante a la exotoxina A

(52). iii) Endotoxina: factor de virulencia de todos los gram-
negativos. iv) Fimbrias (pili): 6rgano de adherencia de muchos
microorganismos. v) Matriz exopolisacdrida, que facilita la a-

dherencia de P. aeruginosa a los epitelios. vi) Secrecidén de al-

ginatos, que forman una suerte de cipsula que protege al microor-

ganismo de los mecanismos de defensa del huésped.

1.5. INFECCIONES POR Streptococcus pneumoniae.

1.5.1. GENERALIDADES.

S. pneumoniae fue aislado por primera vez en 1880 de porta-
dores de este microorganismo en los Estados Unidos (Stenberg,
1881) y en Francia (Pasteur, 1881). Durante los diez afios poste-
riores a su descubrimiento se demostrdé que esta bacteria era un
importante patégeno para el hombre. Su rol como el principal
causante de neumonia bacteriana adquirida en la comunidad, fue
demostrado por Weichselbaum, en 1886; y su habilidad para produ-
cir otitis media, meningitis, endocarditis y artritis fue recono-
cido posteriormente, en 1890 (53). En 1897, utilizando un método
de aglutinacién y suero de fase convaleciente de pacientes con
infeccién por neumococos, Bezacon y Griffon demostraron la exis-

tencia de varios tipos de S. pneumoniae (54).
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El "neumococo" crece caracteristicamente en pares, apare-
ciendo a menudo como diplococos de forma lanceolada y en cadenas
cortas, cuando se recuperan de sus huéspedes mamiferos. Morfold-
gicamente, el neumococo no puede ser distinguido de otros estrep-
tococos componentes de la microflora respiratoria humana. Las
caracteristicas que facilitan su identificacidén incluyen su gram-
positividad, su morfologia de colonia mucoide y alfa-hembélisis
cuando crecen en agar sangre, su habilidad para fermentar inuli-
na, su ripida autdélisis al ser expuestos a detergentes (solubili-
dad en bilis), su sensibilidad a etilhidrocupreina HC1l (Optoqui-

na), y su polisaclrido de pared celular o C polisacarido.

La superficie externa del neumococo consiste basicamente de
tres partes: la cédpsula, la pared celular y la membrana plasmati-
ca. La especificidad de tipo dentro de las especies de neumoco-
cos estd definida por la cépsula, la cual estd enteramente com-
puesta por polisacdrido. La pared celular consiste de un esque-
leto de peptidoglicano al cual, un polimero de polisacdrido, de-
signado "polisacarido C", est& unido. También han sido descrip-
tas proteinas asociadas a la pared celular. Estas incluyen pro-

teinas tipo-especificas, designadas "proteinas M" (54).

En 1932 la clasificacién de neumococos inclufa 32 tipos cap-
sulares especificos. El hecho que la céapsula determina el sero-
tipo fue primeramente descubierto por Avery, Heidelberger y Goe-

bel. Estudios sistemdticos realizados por estos autores demos-
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traron que esta sustancia soluble especifica caracteristica de
neumococos estd compuesta por carbohidratos complejos (polisaca-
ridos) y que el componente polisacdrido da una reaccién de preci-
pitina con antisuero homélogo (54). En la actualidad se han re-

conocido 83 tipos de neumococos (53).

1.5.2. EPIDEMIOLOGIA.

S. pneumoniae es un componente de la microflora normal de la
nasofaringe humana. La colonizacién puede comenzar muy pronto
luego del nacimiento. La adquisicién de un tipo capsular para el
cual no ha habido una previa exposicidén puede conducir al desa-
rrollo de anticuerpos contra el polisacdrido de ese tipo en au-
sencia de enfermedad. También es probable que el contacto con
bacterias de otras especies productoras de polisacédridos simila-
res a aquellos de algunos polisacdridos capsulares de neumococos
pueden ser responsables del desarrollo de anticuerpos humorales
de tipo cruzado. Estos eventos podrian ser responsables de 1la

denominada " inmunidad natural".

El humano puede estar colonizado simultdneamente por més de
un tipo de neumococo. Sin embargo, la infeccién simultédnea con
mds de un tipo es poco comGn. En pacientes pediatricos, el grado
de portaciédn de algunos tipos de neumococos o grupos causantes de
infeccibén frecuente, tales como los grupos 6, 9 y 23, puede ser

alto, mientras que aquel del tipo 14, la causa mas comGn de in-
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feccidén bacteriémica en la infancia, es bajo. La presencia fre-
cuente de neumococos como un componente de la flora normal del
tracto respiratorio superior hace incierta la identificacién de
un aislamiento de neumococos de secreciones respiratorias expec-

toradas, como la causa de enfermedad pulmonar.

No existen datos exactos sobre el promedio de la incidencia
y causas especificas de neumonia por S. pneumoniae. Las estima-
ciones deben ser realizadas de reportes de fuentes variadas y de
variado grado de exactitud. Las enfermedades causadas por S.
pneumoniae estdn comprendidas entre las principales causas de
mortalidad en los Estados Unidos (55), ocasionando aproximadamen-
te 150.000-570.000 casos de neumonia por afio en este pais (56).
En paises del tercer mundo, cada 7 segundos un nifio menor de 5
afios muere a causa de infeccién respiratoria aguda, usualmente
pneumonia, y uno de los principales agentes causantes de ésta es
S. pneumoniae, constituyendo una de 1las principales causas de
mortalidad infantil (57). La mortalidad infantil debida a infec-
ciones agudas del tracto respiratorio inferior es diez veces su-
perior en América Central que en Norte América. En nuestro pais,
datos epidemioldégicos 1locales revelan que S. pneumoniae es 1la
bacteria m&s frecuentemente aislada en infecciones agudas del
tracto respiratorio inferior, en nifios de menos de cinco afios de
edad (58). El porcentaje de ataque de neumonia varia con la e-
dad y es el mads alto en la infancia y luego de la sexta década

de vida. La mortalidad de neumonia por neumococo no tratada
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varia entre 20 y 35% (53).

1.5.3. FACTORES DE VIRULENCIA DE Streptococcus pneumoniae.

El neumococo es un excelente ejemplo de un paréasito extra-
celular que dafa los tejidos del huésped s6lo mientras permanece
fuera de la célula fagocitica. La protecciédn contra la fagocito-
sis es provista por la cépsula, la cual produce un efecto anti-
fagocitico (59). Es decir, la clpsula de S. pneumoniae es un si-
ne qua non de la virulencia del microorganismo (53). La remo-
cién de la cépsula por tratamiento con una enzima especifica para

el polisacdrido convierte al organismo en no patogénico y féacil-

mente susceptible a la fagocitosis (59).

En condiciones de crecimiento é6ptimas in vivo, los neumoco-
cos realizan una maxima elaboracién de sus cépsulas; en contras-
te, los organismos pueden perder sus cipsulas con repetido pasaje
in vitro, especialmente bajo circunstancias adversas. Estas ce-
pas no capsuladas son llamadas '"rugosas", en contraste con las
cepas capsuladas que son denominadas "lisas". Ambos tipos de ce-
pas, lisas y rugosas, difieren ampliamente en virulencia; por
ejemplo, 10 bacterias capsuladas de algunos tipos pueden matar a
un ratén, mientras que son necesarios 108 neumococos no capsula-
dos para producir el mismo efecto. La invasividad del microorga-
nismo depende tanto del tamafio como de la composicifén quimica de

la cidpsula. Ademds, la susceptibilidad a los serotipos de neumo-
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cocos varia con las especies de huésped (54).

La neuroaminidasa es uno de los factores que contribuyen a
la invasividad del organismo. La adherencia a células epitelia-
les puede también ser importante para la colonizacién de nasofa-
ringe del neumococo o la induccién de otitis media. Respecto a
las toxinas, S. pneumoniae produce una hemolisina, la neumolisina
O, toxina citolitica que deteriora las membranas celulares. Ade-
mas de su actividad hemolitica es dermotdéxica y letal. La acti-
vidad purpurogénica es producida por una sustancia que ocasiona
pGrpura y hemorragia dérmica en animales de experimentacién. Es-
t4 asociada con el mucopéptido de la pared celular y es liberada

durante la autolisis (59,60).

Las células de neumococos se lisan durante incubacién pro-
longada. La lisis ocurre en presencia de agentes de superficie
activos y agentes anﬁ}microbianos que impiden la sintesis de la
pared celular. La autolisina de neumococos es importante no sélo
en la actividad de agentes antimicrobianos bactericidas, sino
también en la divisién celular y separacidn, competencia para la

transformacidén genética e infeccién por bacteriofago (60).

1.6. PREVENCION Y TRATAMIENTO DE LAS INFECCIONES RESPIRATORIAS

CAUSADAS POR P. aeruginosa y S. pneumoniae.

Un importante medio para prevenir las infecciones hospitala-
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rias por P. aeruginosa es el control ambiental. Durante muchos
afios, no hubo una terapia efectiva para las infecciones causadas

por Pseudomonas. Con el advenimiento de la penicilina, la fre-

cuencia de las infecciones por P. aeruginosa se incrementé, debi-
do a su enorme resistencia a los antibiéticos. Hoy dia se dispo-
ne de nuevos derivados penicilinicos, aminoglucosidicos y cefa-
losporinicos de tercera generacién que tienen buena accién pseu-

domonicida.

Los agentes antipseudomonales son a menudo administrados
s6lo luego que el diagndstico ha sido establecido. La mortalidad
en las primeras 24 horas alcanza casi un 35% si la terapia apro-
piada no se instituye inmediatamente (45). La alta mortalidad
asociada con las infecciones por P. aeruginosa en pacientes con
sus defensas comprometidas, ha conducido a muchos investigadores
a concluir que la terapia de antibiéticos sola no es suficiente.
Este concepto ha llevado al desarrollo de varios métodos para el
tratamiento de las infecciones por esta bacteria, entre ellos la
inmunizacién pasiva (61,62), que ha probado ser efectiva en un
modelo granulocitopénico de infeccidén experimental por P. aerugi-
nosa (63), y la terapia de transfusién de granulocitos, método

que se encuentra aln en etapas de experimentacidén clinica (64).

Ha sido reportado que la malnutricién es un factor de riesgo
significativo para la mortalidad en nifios con neumonia causada

por S. pneumoniae. El entendimiento del mecanismo para tal pre-
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disposicién podria permitir que una terapia especifica fuera a-
plicada en el momento que el nifio es primeramente visto por un
especialista (65). La terapia de antibiéticos sola no es un ca-
mino satisfactorio para controlar la infeccién por neumococos.
Primeramente, la terapia de antibifticos no reduce la mortalidad
en los primeros tres dias del tratamiento. Segundo, los paises
en desarrollo no pueden suministrar antibiéticos efectivamente en
dreas rurales remotas donde ocurre una sustancial proporcidén de
las muertes. Tercero, la resistencia a los antibibéticos es un

problema de creciente importancia (66).

Sin lugar a dudas, un método postulado por diversos autores
para prevenir las infecciones respiratorias agudas tanto por P.
aeruginosa, como por S. pneumoniae es la inmunizacién activa ar-
tificial. En este sentido, hay una variedad de productos que po-

drian ser utilizados como vacunas.

1.7. VACUNAS DISPONIBLES CONTRA Pseudomonas aeruginosa.

En las primeras pruebas clinicas en las que se evaludé 1la
eficacia de la inmunoterapia contra P. aeruginosa se utilizaron
vacunas construidas con el microorganismo completo, muerto, ya
sea por calor o por tratamiento con formalina (67,68). Aunque se
observé una mayor sobrevida y una reducida incidencia de septice-
mia en los grupos inmunizados, el escaso nGmero de pacientes y el

deficiente disefio experimental de la prueba no permitieron obte-
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ner conclusién firme alguna.

Las vacunas desarrolladas m&s recientemente son multivalen-
tes y consisten en antigenos extraidos de cepas de serotipo defi-
nido. Una de estas vacunas es una preparacién heptavalente de
lipopolisacadrido basada en el sistema de inmunotipificacién de
Fisher (Pseudogen) (69). La eficacia de esta vacuna ha sido pro-
bada en varias poblaciones de pacientes con riesgo de infeccién
por P. aeruginosa. La vacunacién no disminuyd significativamente
la incidencia de las infecciones por P. aeruginosa, ni ofrecid
proteccién contra la infeccién bacteriémica, si bien se mostré
promisoria para el control de infecciones letales por P. aeruqi-

nosa en ciertas poblaciones de pacientes, su uso ha sido limitado

debido a las reacciones adversas que presenta (70). Los ensayos
con la vacuna polivalente Pseudogen sirvieron para demostrar que
la inmunidad serotipo-especifica confiere mayor proteccidédn que la
inmunidad cruzada producida por otros componentes bacterianos

(71) .

Miller y col. han descripto una vacuna polivalente que con-
tiene antigenos extraidos de 16 serotipos de P. aeruginosa (PEV-
01). El anilisis cuantitativo de la vacuna revela que ésta con-
tiene 13% de proteinas, 13% de carbohidratos y 20% de lipidos.
Los resultados obtenidos 1llevaron a concluir que 1la proteccién
observada se debid en parte a la presencia de anticuerpos contra

exoproductos téxicos (70). Homma y col. han aislado un compues-
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to protéico de P. aeruginosa al que denominaron endotoxina proté-
ica original (72). La mayor proteina de este compuesto parece
ser un antigeno comGn de superficie compartido por la mayoria de
los serotipos de P. aeruginosa, aunque la proteccién que provee
parece no extenderse a los inmunotipos 3 y 4 de Fisher (73).

Las vacunas recientemente desarrolladas estin constituidas por
preparaciones conjugadas; un ejemplo de tales vacunas es la pre-
paracién de polisacidrido O conjugado a un toxoide (43). Una
preparacién de toxoide de exotoxina A de P. aeruginosa ha sido
probada recientemente en pacientes pediadtricos afectados de

fibrosis quistica (74).

1.8. VACUNAS DISPONIBLES CONTRA Streptococcus pneumoniae.

La primera vacuna contra neumococos fue producida en 1911.
En 1937, un estudio de inmunizacién de infantes con una vacuna de
neumococo tipo 1 completo proveyé evidencia de la subdéptima res-
puesta del hombre a antigenos de polisacidrido en etapas tempranas
de la vida. En 1938, las investigaciones de Felton culminaron en
las primeras pruebas de campo a gran escala de una vacuna biva-
lente de los polisaciridos capsulares de neumococos tipos 1 y 2.
Aunque el grado de ataque por neumonia en los vacunados fue menor

que en los controles, los estudios bacteriolégicos realizados

fueron incompletos. En 1945 se establecid la eficacia de una
vacuna polivalente de polisacdrido capsular de neumococo. Se
determindé que la protecciédn era tipo-especifica. Estudios adi-
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cionales de vacunas similares mostraron que podian administrarse
hasta seis polisacdridos capsulares conjuntamente sin interferen-

cia antigénica o efectos adversos (53).

Se ha establecido la eficacia de una vacuna polivalente de
polisaciridos capsulares de S. pneumoniae que contiene 25ug de
polisacdrido de 23 serotipos. Aunque la eficacia de una vacuna
contra este microorganismo en adultos sanos no se cuestiona, atGn
no se han hallado vias adecuadas para inmunizar en forma efectiva
a nifios de menos de dos afios de edad con los polisacdridos de
neumococos. Estos nifios tienen una respuesta de anticuerpos po-
bre contra la mayoria de los serotipos de esta vacuna (66). Ha
sido demostrado el aumento de la inmunogenicidad de los polisac&-
ridos al ser acoplados a protefnas. En la mayoria de los casos,
los oligo o polisacaridos han sido acoplados a grandes proteinas

inmunogénicas como el toxoide tetdnico o el toxoide diftérico.

Recientemente se han realizado estudios para investigar si
los portadores con capacidad adyuvante afectan la respuesta de
anticuerpos a polisacdridos cuando se utilizan como proteinas
transportadoras como las mencionadas en vacunas conjugadas. Se
sabe de estudios previos que la respuesta de anticuerpos al hap-
teno conjugado a una proteina puede ser o bien suprimida o bien
aumentada por inmunizacién previa con la proteina transportadora
sola. Seré&n necesarios m&s estudios para dilucidar el efecto de

un carrier primante sobre los resultados de la vacunacién con
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conjugados polisacdrido-proteina (75).

1.9. BACTERIAS ATENUADAS: MUTANTES TERMOSENSIBLES (ts).

Desde los comienzos de la microbiologia, las cepas bacteria-
nas atenuadas han sido utilizadas para inducir inmunidad contra
enfermedades infecciosas. La atenuacién por termosensibilidad
ofrece varias ventajas especificas sobre otras formas de atenua-
cién genética. Estas cepas mutantes resultarian seguras, ya que
el problema inherente a la reversién a la virulencia seria supe-
rado combinando mGltiples mutaciones de idéntico fenotipo en una
cepa, reduciendo de esta manera la frecuencia de reversién a va-
lores insignificantes. Ademds, estos mutantes contendrfan todos
los antigenos de superficie del patégeno salvaje, en su conforma-
cién natural (76). La utilizacién de este tipo de mutantes como
vacunas ha sido investigada y probada para el control de enferme-
dades virales y bacterianas en humanos y animales, con resultados

promisorios.

Est4 aceptado que las vacunas con cepas vivas son superiores
a aquellas que contienen cepas muertas. Las vacunas vivas usual-
mente proveen inmunégenos con mayor capacidad protectiva tanto
desde el punto de vista cuali como cuantitativo, ya que los pro-
cedimientos quimicos y fisicos utilizados para la preparacién de
vacunas muertas pueden alterar a los inmunégenos. Las vacunas

compuestas por cepas vivas podrian también estimular la inmunidad
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de larga duracién, ya que el organismo se multipliarfia en el
huésped y de esta manera producirfa una continua estimulacién del

sistema inmune, tanto local como sistémicamente (39).

Las cepas mutantes ts de P. aeruginosa fueron descriptas por
Morris Hooke y col. (77). Estos mutantes crecen bien a bajas
temperaturas (por debajo de 32°C) pero no se replican, o lo hacen
un nGmero limitado de veces, cuando se los transfiere a la tempe-
ratura corporal de los mamiferos. La inocuidad de una vacuna ts
estd8 dada por la inclusién de mGltiples mutaciones de idéntico
fenotipo, con el objeto de llevar la frecuencia de reversién a

valores insignificantes (10721) (78).

Estudios preliminares de Morris Hooke y col. demostraron que
la inmunizacién con distintos mutantes portadores de una fGnica
lesibn genética induce proteccién contra el subsecuente desafio
con P. aeruginosa de la cepa salvaje (cs) parental (77). Sorde-
11i y col. han demostrado: a) que la inmunizacién local pulmonar
con un mutante ts de P. aeruginosa produce una exacerbacién de
los mecanismos de defensa del tracto respiratorio bajo contra
P. aeruginosa (79); b) que la exacerbacién de las defensas contra
P. aeruginosa no se correlaciona, en las etapas tempranas de 1la
infeccidén, con los niveles de anticuerpo circulante (80); y c)
que esta exacerbaciébn es especifica para el género e inmunotipo

bacteriano y que no depende de fenémenos inflamatorios inespeci-

ficos (81). Otros estudios por los mismos autores han obtenido
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informacién referente a aspectos relacionados con las interac-
ciones que ocurren en las etapas tempranas de invasién de las
vias aéreas, especialmente con referencia a la velocidad de du-
plicacién in vivo (82,83), a la liberacién de factores con ac-
tividad quimiot&ctica in vivo e in vitro (84), a las reacciones
inflamatorias que produce P. aeruginosa (85,86,87) y a la parti-
cipacién del quinto componente del complemento en las defensas
pulmonares contra dicho microorganismo (88). Estos hallazgos
sustentan la hipétesis de que los mutantes ts mimetizarfan 1los
eventos que ocurren en la fase temprana de la infeccién, produ-
uciendo una inmunidad semejante a la inducida por la infeccién

misma.

1.10. HIPOTESIS DE TRABAJO

Nuestra hipé6tesis de trabajo es que la estimulaciédn antigé-
nica local de las mucosas es el método m&s eficaz para producir
una exacerbacién de los mecanismos de defensa contra patogenos
invasores, permitiendo la diferenciacién de linfocitos B locales
en células plasmdticas secretoras de anticuerpos especificos.
Dado que la mejor protecciédn parece estar inducida por la infec-
cién natural, 1la utilizacién de mutantes ts como inmunégenos
seria, a nuestro entender, la mejor manera de mimetizar tal
infeccién. Se utilizard un antigeno que contiene todas 1las
caracteristicas de superficie del patébgeno salvaje, en su

conformacién natural.
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1.11. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Los mutantes ts reproducirian en el huésped los primeros
estadios de la infeccién natural. Por este motivo, el primer

objetivo especifico fue:

a. determinar el tiempo de permanencia nasofaringea de dos ti-
pos distintos de mutantes ts de P. aeruginosa, uno con capa-
cidad replicativa nula y otro con capacidad replicativa li-

mitada, en un huésped normal.

Debido a que uno de los grupos de individuos que podrian ser
objeto de 1la inmunizacién activa son aquellos que recibirén

tratamiento citostatico, el siguiente objetivo especifico fue:

b. determinar si se verifica una permanencia prolongada de los
dos tipos de mutantes ts en el bazo de ratones normales y de
ratones granulocitopénicos, luego de una inoculacién intra-

peritoneal.

Por el mismo motivo explicado en el punto b, y para determi-
nar el periodo durante el cual el huésped inmunizado se convierte

en portador sano, el préximo objetivo especifico fue:

c. determinar el tiempo de permanencia en heces de los dos ti-

pos de mutantes ts y de la cepa salvaje de P. aeruginosa en
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un huésped normal y en un huésped granulocitopénico.

Con el fin de probar la eficacia inmunizante de los mutantes

ts por via local, el siguiente objetivo especifico fue:

d. determinar la capacidad protectiva inducida por inmunizacién
local con dos tipos distintos de mutantes ts en un modelo
granulocitopénico de infeccién pulmonar letal por P. aerugi-

nosa.

Para verificar el efecto de la inmunidad local versus 1la

sistémica luego de inmunizacién con mutantes ts, se determiné:

e. la capacidad protectiva inducida por inmunizacién local ver-
sus inmunizacién intraperitoneal con dos tipos distintos de
mutantes ts y con la cepa salvaje muerta por formolizacién

en un modelo granulocitopénico de infeccién pulmonar letal

por P. aeruginosa.

Para determinar los mecanismos involucrados en la proteccién

contra el desafio por P. aeruginosa, se evaluaron:
f. distintos parametros de inmunidad local humoral pulmonar

luego de la inmunizacién local con mutantes ts de distinto

fenotipo de P. aeruginosa.
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Con el objeto de establecer la contribucién de los distintos
tipos de células fagociticas en la depuracién pulmonar, se deter-

minaron:

g. los cambios existentes en la poblacidén celular del pulmén

murino en los estadios primarios de la infeccién por S.

pneumoniae.

Con el objeto de verificar si la utilizacién de mutantes ts
como inmunégenos es la mejor manera de mimetizar la infeccién

natural, se realizé la

h. obtencién de mutantes ts de S. pneumoniae a partir de una

cepa de origen local.

Para determinar los mecanismos involucrados en la inmunidad
inducida luego de vacunacién con cepas ts de S. pneumoniae, se e-

valué:

i. el rol que desempefian las defensas humorales locales luego

de la inmunizacién local y sistémica contra S. pneumoniae.

A fin de determinar la mejor ruta de vacunacién con los

inmunégenos utilizados, se determiné:

j. cudl es la via de inoculacién con la que se obtiene 1la
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mixima proteccién contra la infececién producida por microor-

ganismos gram-negativos y gram-positivos.

Con el objeto de determinar las interrelaciones que pudieran
existir entre patdégenos del tracto respiratorio, se realizaron

experimentos para:

k. verificar si existe interferencia de un germen gram-negativo
sobre los mecanismos de defensa contra un germen gram-posi-
tivo y viceversa, luego de la exacerbaciédn de las defensas
pulmonares contra uno y otro microorganismo, en un modelo de

desafio mixto.

Para estudiar la suceptibilidad a ciertas infecciones bacte-

rianas en relacién a la edad del huésped, se estudié:

1. la depuracién pulmonar de P. aeruginosa en funcién de la e-

dad en un modelo murino.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Cepas bacterianas y cultjivos. Se utilizaron cepas de P.
aeruginosa inmunotipo 1 de Fisher-Devlin-Gnabasik, gentilmente

cedidas por la Dra. Anne Morris Hooke, Miami University, Oxford,
Ohio, USA. Se utilizaron dos cepas mutantes ts de P. aeruginosa
que pueden duplicarse Gnicamente a temperaturas por debajo de los
329c. Ellos son: D/1/8, que es un no replicante, es decir que
luego de ser transferido a la temperatura no permisiva cesa de
inmediato se duplicacién, manteniendo su viabilidad; y E/9/9, que
es un replicante restringido, es decir continGa duplic&ndose por
un nGmero limitado de veces luego del cambio de temperatura,
antes de cesar por completo su duplicacién. Respecto a S. au-
reus, se utilizdé una cepa aislada de un caso de mastitis bovina
(INTA, Buenos Aires) y un derivado mutante ts de fenotipo no
replicante obtenido por mutagénesis (mutante 17). Las bacterias
se cultivaron en caldo tripticase soya (TSB) en un incubador de
aire con agitacidén rotativa a 300 rpm a 370c (pP. aeruginosa) o a
28°C (mutantes ts). Todas las cepas fueron mantenidas en el
laboratorio por pasaje en placas de agar tripticase soya (TSA).
Se utilizé una cepa de S. pneumoniae de origen local, aislada de

un paciente de nuestro medio afectado de neumonia.

2.2. Ratones. Se utilizaron ratones no endocriados de la cepa
Swiss. Los animales fueron obtenidos del bioterio del Departa-

mento de Medicina Experimental, Instituto de Investigaciones
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Hematolégicas, Academia Nacional de Medicina de Buenos Aires,
donde fueron mantenidos durante los experimentos en condiciones
estéandar. Algunos grupos de animales fueron obtenidos de una
fuente comercial (Izaguirre, Buenos Aires). Las filtimas series
de experimentos fueron realizadas con ratones obtenidos del
bioterio del Departamento de Microbiologia, Parasitologia e
Inmunologia de la Facultad de Medicina, Universidad de Buenos
Aires, a partir de la colonia Swiss gentilmente cedida por el

Departamento de Medicina Experimental.

2.3. Produccién de granulocitope e atones. La granulocito-
penia fue inducida en ratones por tratamiento con una Gnica do-
sis intraperitoneal (i.p.) de ciclofosfamida (SIGMA, St. Louis,
Mo.) de 200 mg/kg (89). Las inoculaciones bacterianas fueron
realizadas a las 96 horas de la inyeccién de ciclofosfamida, en
el momento en que la deplecién granulocitica es mixima. Cuando
los animales tuvieron que ser mantenidos por un periodo de més de
4 horas luego del desafio bacteriano, recibieron otra inyeccién
de ciclofosfamida, en la misma dosis, cada 96 horas a partir de

la primera inyeccién.

2.4. Lavados de la cavidad naso-bucofaringea. Los animales fue-

ron sacrificados por dislocacibén cervical. Inmediatamente des-
pués del sacrificio se realiz6 una retrocanulacién traqueal prac-
ticada mediante una pequefia incisién en la tréquea por la cual se

colocé una c&nula de 1,4 mm. Los lavados se llevaron a cabo ha-
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ciendo pasar 10 ml de solucién salina de ClNa al 0,85% por ani-
mal. Las suspensiones de lavado fueron convenientemente diluidas
Yy las diluciones sembradas cuantitativamente en placas de TSA.
Aquellas suspensiones que no fueron diluidas para su cultivo
cuantitativo fueron adem&s sembradas en medio Pseudomonas Isola-
tion Agar (PIA) (Difco Lab., Detroit, Michigan). Se confirmé la

presencia de Pseudomonas por la produccién de piocianina y por

cultivo en medio Triple Sugar Iron (TSI, Difco). Las colonias
sospechosas fueron sembradas en tubos con medio en pico de flauta
Yy se cultivaron a 379C (cepa salvaje) o a 28°C (mutantes). P.
aeruginosa vira al fucsia el pico de flauta y no crece en profun-
didad. La presencia de los mutantes ts se confirmé adem&s por

cultivo diferencial de placas replicadas de agar a 28 y 37°cC.

2.5. Homogenatos de bazo. Los animales fueron sacrificados por
dislocacién cervical. Se extrajo el bazo de cada animal y se co-
loc6é en un tubo de vidrio con 1 ml de agua destilada. E1l 6rgano
fue lavado por agitacidén rotativa unos minutos y posteriormente
se descarté el liquido. Se agregbé6 nuevamente 1 ml de agua des-
tilada y se realizé la homogeneizacién del material por medio de
un aparato de Potter-Elvehjem con tubos de vidrio y émbolos de
teflén y acero inoxidable. Se completdé luego con 4 ml de agua
destilada para llegar a un volumen final de 5 ml de homogenato
por animal. Este homogenato fue diluido convenientemente y sem-

brado sobre placas de TSA para recuento cuantitativo.
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2.6. Produccién de infeccién pulmonar. El desafio pulmonar fue

producido por exposicién de los ratones a un aerosol conteniendo
P. aeruginosa, S. pneumoniae o una mezcla P. aeruginosa-S. aure-
us, segln el caso. La exposicién se llevé a cabo en una cé&mara
especial construida sobre la base del disefio original descripto
por Henderson (90). Los animales se expusieron al aerosol infec-
tante durante 30 min y recibieron dosis que oscilaron en el 6rden

de 6-8x 106 UFc.

2.7. Plan de inmunizacién. Ratones Swiss fueron inmunizados por
via intranasal (i.n.) o i.p. con distintas dosis de los mutantes
ts D/1/8, E/9/9, 17 o J/3, o con las cepas parentales muertas por
formolizacién o por calor, segGn el caso. Los animales recibie-
ron uno, dos o tres inb6culos espaciados entre ellos por una sema-
na, previos al desafio con la cepa salvaje de P. aerudginosa o P.
aeruginosa-S. aureus, segGn el caso. Se utilizaron 12 animales
como controles de nebulizacién y 16 animales como controles de

inmunizacién. Se realizaron desafios por aerosolizaciébn con do-

sis variables de P. aeruginosa y S. aureus.

2.8. Inmunidad humoral 1local. La presencia de anticuerpos fue
determinada por un método de micro-ELISA (80). A manera de anti-
geno se utilizé una preparacién de P. aeruginosa inmunotipo 1
muerta por tratamiento con formol 1% o preparaciones de S. pneu-
moniae muertas por calor, segGn el caso. Las bacterias muertas

fueron adsorbidas a microceldas (placas de 96 celdas) por incuba-
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cién de 18 horas a 4°C en buffer de bicarbonato de sodio, pH 9.6.
Las preparaciones de IgG e IgM de cabra purificada por cromato-
grafia de afinidad (anticadenas pesadas gamma y mu) conjugada con
fosfatasa alcalina fueron obtenidas de los laboratorios cappel
(West Chester, Pennsylvania, USA) o de SIGMA Chemical Co. Prepa-
raciones similares anti-cadenas pesadas alfa conjugada con la
misma enzima fueron obtenidas de los laboratorios Kirkegaard &
Perry (Gaithersburg, Maryland, USA) y de SIGMA Chemical Co. El
sustrato para la fosfatasa alcalina fue una solucién 1 mg/ml de
p-nitrofenil fosfato en un buffer de carbonato de sodio, pH 9.8.
Se determiné la presencia de anticuerpos en muestras de liquido
de lavado pulmonar concentradas por medio de micro-concentradores
descartables Centricon (Amicon Corp., Lexington, Massachusetts,

USA) y en muestras de suero.

2.9. Obtenciédn de liquido de lavado pulmonar. Los animales fue-

ron sacrificados por dislocaciédn cervical. Inmediatamente des-
pués del sacrificio se realizé una canulacién traqueal practica-
da mediante una pequefia incisién en la trédquea por la cual se co-
locé una cé&nula de 1,4 mm. La cinula fue asegurada lig&ndola con
hilo de cirugia. Los lavados se llevaron a cabo haciendo pasar 1
ml de solucién salina de ClNa al 0,85% a través de la cénula. El
volGmen de solucién salina fue introducido y reinyectado 5 veces
a intervalos de 30 segundos. Las células recuperadas por lavado
pulmonar fueron sedimentadas por centrifugacién a 200 g durante 5

minutos a 4°C y descartadas. Los sobrenadantes fueron decantados
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y mantenidos a -20°C hasta el momento del ensayo.

2.10. eteccién de células cuerpos
ELISPOT. Se evalué la respuesta inmune humoral local pulmonar a

través de la medicién de células productoras de IgG e IgM median-
te un inmunoensayo en fase sblida basado en los principios del
método de ELISA. Las células fueron obtenidas de ganglios
mediastinales de ratones inmunizados y como antigeno se utilizé
una preparacién de P. aeruginosa inmunotipo 1 muerta por calor.
Las bacterias muertas fueron adsorbidas a microceldas por incuba-
cién de 18 horas a 49C en buffer de carbonato-bicarbonato, pH
9.6. Las suspensiones celulares fueron incubadas en placas con
el antigeno previamente adsorbido, en atmésfera hiGmeda a 379C du-
rante 1-2 horas. Los conjugados utilizados fueron preparacio-
nes de IgG e IgM de cabra purificada por cromatografia de afini-
dad (anti-cadenas pesadas gamma Yy mu, SIGMA Chemical Co.) con-
jugada con fosfatasa alcalina. El sustrato de la enzima fos-
fatasa alcalina que se utilizé en este sistema fue 5-bromo-4-
cloro-3-indol fosfato y fue disuelto en buffer fosfato aceptor 2-
amino~-2-metil-l-propanol (SIGMA, St. Louis, Mo). Se utilizé una
solucién mezcla de sustrato-agarosa, convenientemente preparada
(91,92,93). Los anticuerpos se unen al antigeno dentro del mi-
croambiente inmediato de las células secretoras de anticuerpos,
produciendo zonas localizadas de viraje del sustrato, que se

visualizan como "puntos" en el medio semisé6lido.
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2.11. Mutagénesis, enriquecimiento y aislamiento de mutantes ts

de S. pneumoniae. Se utilizaron métodos esta&ndar de mutagénesis
quimica y enriquecimiento para aislar mutantes ts de S. pneu-
moniae (94). Se utilizaron dosis mutagénicas ©6ptimas de N-
metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina (disuelta en acetona) sobre
cultivos en fase logaritmica de S. pneumoniae. Luego de 10 minu-
tos a 37°C (sin aereacién), los cultivos fueron lavados tres ve-
ces, resuspendidos en medio de cultivo, e incubados durante toda
la noche a la temperatura permisiva (28°C) antes de ser sometidos
a un ciclo de enriquecimiento con Penicilina-G (100 U). La adi-
cién del antibiético fue retrasada por 1-2 horas después de que
los cultivos fueran transferidos a la temperatura no permisiva
(37°C), para enriquecer en mutantes ts de fenotipo "replicacién
limitada". Las células sobrevivientes fueron diluidas apropiada-
mente, sembradas en placa e incubadas a 28°C. Las colonias obte-
nidas a 28°C fueron repicadas mediante la técnica de "réplica
plate” e incubadas a 28 y 37°C para la deteccién de mutantes in-
capaces de crecer a la temperatura no permisiva. Posteriomente
se estudiaron los mutantes ts aislados respecto a su capacidad
para continuar la replicacién limitada luego de ser transferidos
a la temperatura no permisiva, y los mutantes apropiados fueron
sometidos a andlisis de reversién. Los cultivos liquidos fueron
incubados a la temperatura permisiva y luego transferidos a 37°c,
monitoredndose su crecimiento espectrofotométricamente y por
siembra en placa de diluciones apropiadas para cuantificar 1las

unidades formadoras de colonia (UFC). Luego de finalizada 1la
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replicacién 1limitada, muestras de 0.1 ml fueron sembradas en
placa e incubadas a la temperatura restrictiva para la deteccién

de revertantes.

2.12. Determinaciébn de la actjvidad de mieloperoxidasa en sobre-

nadantes de homogenatos de pulmén. Los animales fueron aneste-

siados con una sobredosis de pentobarbital y, antes de su muerte,
los pulmones fueron perfundidos mediante inyeccién de solucién
salina fisiolégica en el ventriculo derecho del corazén, a fin de
eliminar la sangre residual. Se extrajeron los pulmones y se
homogeneizaron en 1 ml de solucién fisiolégica fria. Luego de
centrifugar los homogenatos, se realizé la medicién de la activi-
dad de mieloperoxidasa en los sobrenadantes, mediante un método

previamente descripto (95).

2.13. Consideraciones estadisticas. Las comparaciones esta-

disticas de muestras sin distribucién normal se llevaron a cabo
por medio del contraste de la suma de rangos usando el programa
RANKTEST del paquete estadistico EPISTAT (Tracy L. Gustafson, MD,
Round Rock, Texas, USA). Para aquellos experimentos en que se
obtuvieron datos con distribucién normal, varianzas homogéneas,
y con mds de 30 observaciones por muestra, se utilizé el test t
de Student del mismo paquete estadistico. Para la comparacién
estadistica de proporciones, se utilizé el test exacto de Fisher,

también del paquete estadistico EPISTAT.
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3. RESULTADOS

3.1. CURVA DE CRECIMIENTO DE Pseudomonas aeruginosa.

En este estudio se utilizé una cepa de P. aeruginosa inmuno-
tipo 1 de Fisher-Devlin-Gnabasik. Esta cepa es productora de
pigmentos fluorescentes y fenazinicos, experimenta crecimiento
hasta temperaturas de 42°C, da reaccidén de no fermentador en
picos de flauta de medio TSI, hidroliza la gelatina, es oxidasa
positiva, arginina dehidrolasa positiva, desarrolla en agar
cetrimide y es mévil. De esta cepa bacteriana se realizaron
curvas de crecimiento a 28 y 37°C, a fin de establecer el tiempo
medio de generacién (TGM) a ambas temperaturas. El crecimiento
bacteriano se evalud espectrofotométricamente. A partir de una
placa de P. aeruginosa de 24 horas de incubacién, se tomé6 un
inéculo con ansa y se sembré en caldo triptycase soya (TSB).
Cuando el cultivo alcanzdé una D.0O. de 0.300 nm, se diluyd al
décimo y se determindé la curva de crecimiento. E1 cultivo fue
realizado en incubador con circulaacién de aire, con agitacién
rotativa a 300 rpm a ambas temperaturas. A intervalos de 20
minutos se midi6é la D.0O. de los cultivos a 600 nm. Los resulta-
dos se muestran en la Figura 1 y 2. El1 TGM maximo a fue de 30
minutos a 37°C y de 45 minutos a 28°C. La porcidén lineal de 1la
curva logaritmica de crecimiento se mantuvo, a ambas temperatu-

ras de crecimiento, hasta una D.0O. de 0.900.
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Figura 1. Curva de crecimiento de P. aeruginogsa a 37°C en

medio TSB. El1 TGM fue de 30 minutos. cCada punto represen-
ta la D.O. del cultivo medida a 600 nm.

3.2. CURVA DE CRECIMIENTO DE MUTANTES TERMOSENSIBLES.

Se realizaron las curvas de crecimiento para los mutantes
ts D/1/8 y E/9/9, derivados de la cepa de P. aeruginosa inmunoti-
po 1 de Fisher-Devlin-Gnabasik utilizada. A partir de placas de
24 horas de incubacidén, cuyos controles de termosensibilidad
correspondientes a 37°C indicaron falta de desarrollo bacteriano
a la temperatura no permisiva, se sembraron inéculos de cada
mutante en TSB. Los cultivos fueron realizados y monitoreados
como se indicd anteriormente. A intervalos de 30 minutos se
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midié la D.O. de cada cultivo. Las curvas se muestran en las
Figuras 2 y 3. El TGM miximo a 28°C para el mutantes ts E/9/9
fue de 60 minutos, y para D/1/8 de 90 minutos. La porcién lineal
de la curva logaritmica de crecimiento se mantuvo hasta una D.O.
de 0.7 para ambos mutantes ts. Ambos mutantes ts experimentaron

TGM mayores que los de la cepa salvaje a la misma temperatura de

crecimiento.
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Figura 2. Curva de crecimiento de E/9/9 y P. aeruginosa a
289C en medio TSB. El TGM fue de 60 minutos para E/9/9 y de
45 minutos para P. aeruginosa. Cada punto representa la

D.0. del cultivo medida a 600 nm.
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Figura 3. Curva de crecimiento de D/1/8 a 28°C en medio TSB.
El TGM fue de 90 minutos. Cada punto representa la D.O. del
cultivo medida a 600 nm.

3.3. PORCENTAJE INICIAL DE RECUPERACION DE P. aeruginosa, Y

MUTANTES TERMOSENSIBLES DE LA NASOFARINGE MURINA.

Debido a que uno de nuestros objetivos era administrar los
mutantes ts de P. aeruginosa a los ratones por via intranasal
(i.n.) (Fotografia 1), se realizaron experimentos previos para
determinar el porcentaje de recuperacién de la cepa salvaje y de
los mutantes ts por esta ruta de inoculacién. En la Tabla 1 se
presentan los resultados, a manera de resumen, de los porcentajes
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Fotografia 1. Administracién intranasal de antigenos a
ratones Swiss. La punta metdlica de la cénula penetra en la
narina una distancia de 2 mm.

Tabla 1. Porcentaje de recuperaciédn de P. aeruginosa.

BACTERIA DOSIS RECUPERACION % DE RECUPERACION
(UFC) (UFC)
Psa 1 1,2 x 10° 3,0 x 104 25
E/9/9 1,3 x 107 3,0 x 106 23
E/9/9 2,8 x 106 7,0 x 102 25
E/9/9 1,3 x 107 3,4 x 10° 27
D/1/8 1,3 x 10/ 3,0 x 10° 23
D/1/8 2,3 x 10’ 4,7 x 108 20
D/1/8 3,0 x 107 5,2 x 10° 17

Mediana del porcentaje de recuperacidén: 23%
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de P. aeruginosa y de los mutantes ts que pudieron recuperarse
por lavado retronasofaringeo (Fotografias 2 y 3) en cada uno de
los experimentos realizados. Este porcentaje indica la cantidad
de unidades formadoras de colonia (UFC) totales recuperadas. Las
UFC que no pudieron recuperarsé por lavado pueden haber pasado a
la via digestiva inmediatamente después de la inoculacién i.n., o
bien pueden haber quedado adheridas a los epitelios. La propor-
cién que sigue uno u otro destino no fue confirmada en este estu-
dio, pero existen datos que demuestran que gran parte del inéculo

pasa a la via digestiva (79).

Fotografia 2. Retrocanulacién traqueal en ratones.
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Fotografia 3. Recuperacién de liquido de lavado retronaso-
faringeo de ratones.

Los resultados obtenidos muestran que, como minimo, la cuar-

ta parte del indéculo queda retenida en la via aérea alta y las

cavidades faringea y bucal.

3.4. PERMANENCIA NASOFARINGEA DE P. aeruginosa.

El propbésito de esta serie de experimentos fue determinar el

tiempo de permanencia de la cepa salvaje de P. aeruginosa en la
cavidad nasofaringa luego de la inoculacién i.n.. Los resultados

se presentan en la Tabla 2. Pudo observarse una importante caida
del nGmero de UFC recuperadas dentro de las primeras 24 horas,
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para luego llegar subsecuentemente a valores que oscilaron en el
orden de 103. El nGmero de animales que portaban P. aeruginosa
no varié en gran medida durante el transcurso del experimento.

Repeticiones del experimento arrojaron resultados que coincidie-
ron con los del primer ensayo. En distintos experimentos, por
ejemplo, se aislé P. aeruginosa de un sblo ratén a los 14 dias de
la inoculacidén. No se detecté P. aeruginosa a los 21 dias de 1la
inoculacién. En todos los casos, la presencia de P. aeruginosa
fue confirmada por la produccidén de piocianina y por viraje al

fucsia de medio TSI inoculado con las colonias a confirmar.

Tabla 2. Permanencia intranasofaringea de P. aeruginosa

TIEMPO NUMERO DE MEDIANA UFC EN MEDIANA DEL %
(dias) PORTADORES NASOFARINGE DE PERMANENCIA

0 5/5 6,7x102 100

1 5/5 1,8x104 2,70

2 5/5 9,6x103 1,43

3 5/5 3,4x103 0,50

7 3/5 1,4x103 0,20

14 1/5 5,0x101 0.01

Inéculo: 1 x 107 UFC/10 ul por ratén.

3.5. PERMANENCIA INTRANASOFARINGEA DE LOS MUTANTES D/1/8 y E/9/9.

El objetivo de esta serie de experimentos fue determinar por
cuanto tiempo permanecian los mutantes ts D/1/8 y E/9/9 en la ca-
vidad nasofaringea murina luego de la administracién i.n. Se
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realizé6 un experimento en el cual se inocularon intranasalmente
50 ratones Swiss machos y hembras con los mutantes ts D/1/8 y
E/9/9. Todos los animales fueron inoculados el primer dia del
experimento con una dosis aproximada de 10’7 UFC/10 ul por ratén.
Se realizaron siembras cuantitativas de la suspensién de inocula-
cién para determinar en forma ex&cta el nGmero de UFC que reci-
bieron los animales. Las dosis iniciales fueron de 2,3x10’ UFC
de D/1/8 por animal y 2,8x10% UFC de E/9/9 por animal. Los rato-
nes fueron divididos en grupos de 5 para cada tiempo y la dura-
cién del experimento fué de 7 dias. Los resultados se muestran

en la Tabla 3. Para los dos mutantes ts se observdé una disminu-

Tabla 3. Permanencia intranasofaringea de D/1/8 y E/9/9
Perfiodo menor a 7 dias.

TIEMPO D/1/8 E/9/9 p*
(dias) (MEDIANAS UFC) (MEDIANAS UFC)
0 4,35x10% (4/4) 6,1%x102 (5/5)
(100%) (100%) -
1 4,0x103 (5/5) 2,4%103 (5/5)
(0,09%) (0,39%) N.S.
2 250 (5/5) 1050 (5/5)
(0,0057%) (0,172%) = 0,0293
3 115 (4/5) 650 (5/5)
(0,0026%) (0,106%) N.S.
7 120 (5/5) 200 (5/5)
(0,0027%) (0,032%) = 0,0079

(*) Nivel de significacién de la diferencia de los porcentajes de
UFC recuperadas, determinados por el test de suma de rangos.
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cién progresiva del nGmero de UFC con el tiempo. El porcentaje

inicial de recuperacién fue del 25% para E/9/9 y 20% para D/1/8.
La permanencia nasofaringea del mutante de replicacién limitada
(E/9/9) fue superior a la del mutante no replicante (D/1/8) sola-
mente a los dias 2 y 7. Sin embargo, aunque estadisticamente
significativas, estas diferencias podrian carecer de significado
biolégico. La presencia de los mutantes en las suspensiones de
lavado nasofaringeo fue confirmada por cultivo en medio diferen-
cial PIA, por viraje del indicador en medio TSI, por la produc-
cién de piocianina y por cultivo diferencial de placas replicadas

a 28 y 37°c.

Como los recuentos de UFC en el dia 7 resultaron distintos
de 0, se repitié el experimento en las mismas condiciones pero
extendiéndose el periodo de rastreo de los mutantes ts a tiempo
hasta los 21 dias. Se inoculé por la via i.n. un nuevo lote de
animales. Los ratones recibieron 3x10’ UFC/animal de D/1/8 y
1,3x107 UFC/animal de E/9/9. Los resultados de este experimento
Yy la comparacién de los tiempos de permanencia de ambos mutantes

con el de la cepa salvaje parental, se muestran en la Figura 4.

En este caso, los recuentos al dfia 14 resultaron igual a 0,
por lo cual no se extendié el experimento mas alld de ese dia.
También en este caso, pudo observarse una disminucién progresiva
de las UFC en el tiempo, y una mayor permanencia del mutante de

replicacién limitada. De ambos experimentos pudo inferirse que

60
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PERMANENCIA BACTERIANA
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Figura 4. Permanencia de P. aeruginosa, y de los mutantes
ts D/1/8 y E/9/9 en la cavidad nasofaringea de ratones
Swiss. Cada punto representa la mediana del nGmero de UFC
recolectadas de hasta 5 ratones.

el tiempo de permanencia intranasofaringea de los mutantes ts no
excedia los 7 dias, y que no existieron diferencias significati-

vas entre ambos.

3.6. DETERMINACION DE DOSIS LETAL 50 DE P. aeruginosa EN RATONES

NORMALES.

Con el propésito de determinar la dosis letal 50 (DLgg) de
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P. aeruginosa en ratones de la cepa Swiss por via intraperito-
neal (i.p.), se realizé un experimento con animales machos y
hembras Z Los ratones fueron divididos en tres grupos, y las do-
sis administradas fueron: 1x102, 1x108 y 1x107 UFCc/animal. En la
tabla 4 se muestran los resultados de mortalidad obtenidos duran-

te los 14 dias posteriores a la inoculacién bacteriana.

Tabla 4. Dosis letal 50 en ratones normales.

DOSIS N© MUERTOS/NCINOCULADOS £ MORTALIDAD
1 X 109 7/8 91
1 x 108 3/8 33
1 x 10’ 0/8 0

Aplicando la férmula:

a->»
donde
a = % animales afectados en dilucién mayor al 50%
b = % animales afectados en dilucidén menor al 50%
y considerando lo expuesto en la tabla 4, la DLgp de P. aerugino-

sa en ratones de la cepa Swiss por via i.p. resulté de 2x108 UFc/

raton.
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3.7. PERMANENCIA ESPLENICA DE D/1/8 Y E/9/9 EN RATONES NORMALES.

Con el propésito de determinar la permanencia en bazo de los
mutantes ts, se realizé un experimento donde un lote de 36 rato-
nes Swiss fue inyectado por via i.p. con los mutantes D/1/8 y
E/9/9, utilizadndose 18 animales para cada mutante. Las dosis in-

yectadas fueron de 6x107 UFC/animal para E/9/9 y 5,5x107 UFC/ani-

imal para D/1/8. Los resultados del experimento se muestran en
la Tabla 5.
Tabla 5. Permanencia esplénica de D/1/8 y E/9/9 en ratones

normales. Periodo menor a 14 dias

TIEMPO E/9/9 D/1/8 p*
(horas) (MEDIANA UFC) (MEDIANA UFC)
INOCULADO 6,0x107 5,5x107
(100%) (100%)

5 6400 (5/5) 500 (5/5)
(0,0106%) (0,00091%) N.S.

48 82 (6/6) 50 (2/6)
(0,00014%) (0,00009%) N.S.

(*) Nivel de significacién de la diferencia de los porcentajes de
UFC recuperadas, determinado por el test de la suma de rangos.

Pudo observarse una aguda disminucién del nGmero de UFC de
ambos mutantes en las primeras 48 horas. Los recuentos de UFC a

los 7 dias resultaron 0. Los porcentajes de recuperaciédn inicial
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fueron de 0,009% para E/9/9 y de 0,002% para D/1/8. Estos resul-
tados demuestran que los mutantes ts son depurados dentro de las
primeras horas luego del desafio i.p., sin que se detectara 1la
presencia de organismos revertantes, a pesar de haber sido inocu-
lados 5-6x10’ UFC. No se hallaron diferencias significativas en

el contenido esplénico de ambos mutantes entre si.

3.8. DETERMINACION DE DOSIS LETAL 50 PARA P. aeruginosa EN ANIMA-

LES GRANULOCITOPENICOS.

Se realiz6é un experimento similar al descripto en el punto
3.6. pero en este caso, el lote de animales utilizado fue pre-
viamente tratado con ciclofosfamida en una dosis de 200 mg/kg por
via i.p. con el objeto de inducir granulocitopenia en los rato-
nes. La curva de decaimiento del nGmero de PMN luego del trata-
miento con la droga se muestra en la Figura 5. Los ratones fue-
ron inyectados 120 y 24 horas antes del desafio y la droga fue

administrada nuevamente a las 96 horas luego del mismo.

En este caso, las dosis bacterianas inoculadas fueron 1 x
109, 1x105, 1x104, 1x103 y 1x102 UFC/animal. Los resultados se
muestran en la Tabla 6. Aplicando la férmula descripta en el
punto 3.6., la DLgg i.p. de P. aeruginosa en ratones granuloci-
topénicos, resulté ser 2.2x104 UFC/ratén. Como conclusién pudo
observarse un decaimiento de la DLgy de cuatro 6rdenes de poten-

cia de diez respecto a los animales normales.
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Figura 5. 1Inducci6én de granulocitopenia por tratamiento con
ciclofosfamida. Cada barra representa la media aritmética +
ES del nGmero de PMN sanguineos circulantes. Las disminu-
ciones observadas a los dias 4 y 5 post-inyeccién son signi-
ficativas (p < 0.01).

3.9. PERMANENCIA ESPLENICA DE D/1/8 Y E/9/9 EN RATONES GRANULOCI-

TOPENICOS.

Este experimento fue realizado en forma similar al descripto
en 3.7., pero este lote de animales fue previamente tratado con
ciclofosfamida en las mismas condiciones descriptas en el punto
3.8. En este caso, las dosis i.p. bacterianas inyectadas fueron
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Tabla 6. Dosis letal 50 en ratones granulocitopénicos.

DOSIS N© MUERTOS/N®INOCULADOS $ MORTALIDAD
1 x 10° 7/8 87.5

1 x 10° 6/8 75

1 x 104 1/8 12.5

1 x 103 0/8 0

1 x 102 0/8 0

Tabla 7. Permanencia esplénica de D/1/8 y E/9/9 en ratones

granulocitopénicos. Periodo menor a 14 dias

TIEMPO E/9/9 D/1/8 p*
(MEDIANA UFC) (MEDIANA UFC)
INOCULADO 5,5x107 6,5%x107
(100%) (100%)
4 horas 8,4x103 (6/6) 6,8x102 (6/6)
(0,077%) (0,005%) = 0.0043
48 horas 15 (5/6) 38 (6/6)
(0,00014%) (0,00029%) N.S.
7 dias 100 (1/5) < 25
(0,00018%) (< 0,00004%) -

(*) Nivel de significacién de la diferencia de los porcentajes de
UFC recuperadas, determinado por el método de la suma de rangos.
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de 5,5x107 por animal, para aquellos que recibieron el mutante ts
E/9/9 ¥ 6,5x107 por animal para los que recibieron el mutante ts

D/1/8. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 7.

Ambos mutantes ts fueron depurados principalmente en las
primeras 48 horas, y se hallé Gnicamente un 0,28% de E/9/9 a la
semana en un solo animal de un grupo de 5. Los porcentajes de
recuperacién iniciales fueron de 0,07% para E/9/9 y 0,007% para
D/1/8. De estos resultados pudo inferirse que aGn en animales
granulocitopénicos, la permanencia esplénica de los mutantes ts
de P. aeruginosa es de corta duracién. La posible generacidén de
microorganismos revertantes por parte de las cepas D/1/8 y E/9/9
no afecté6 a los animales, ya que la supervivencia de los mismos

fue del 100% en ambos grupos.

3.10. PERMANENCIA DE P. aeruginosa Y MUTANTES TS EN HECES DE
RATONES NORMALES LUEGO DE INMUNIZACION INTRANASAL.

Como se describid en el punto 3.3., la recuperacién de P.
aeruginosa y de los mutantes ts obtenida por lavado retro-nasofa-
ringeo, luego de inmunizacién i.n., fue de 23%. Una de las hipb6-
tesis postuladas respecto al hecho que esta recuperacién no fue
del 100% fue que las UFC que no pudieron recuperarse por lavado
podrian haber pasado a la via digestiva inmediatamente después de
la inoculacién i.n. Para corroborar esta hipétesis, se realiza-

ron experimentos de permanencia de la cepa salvaje y los mutantes
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ts en heces de ratones Swiss, luego de inoculacién i.n. Previa-
mente a la inoculacién bacteriana, se comprobé que ninguno de los
animales de este experimento portaban P. aeruginosa en materia
fecal. Asi, se inocularon 75 ratones Swiss machos y hembras con
P. aeruginosa, D/1/8 o E/9/9. Todos los animales fueron inocula-
dos por via i.n., el primer dia del experimento con una dosis en
el orden de 107 UFC/10 ul. Los ratones fueron divididos en gru-
pos de 5 para cada tiempo y la duracién del experimento fue de 14
dias. La materia fecal de cada animal fue recogida en tubo y
dispersada con varilla de vidrio en solucién fisiolégica. La
suspensién asi obtenida de cada ratén fue sembrada en TSA y en
medio diferencial PIA. Con las colonias obtenidas se realizaron
los controles de termosensibilidad correspondientes para los dos

mutantes ts. En todos los casos se confirmé la presencia de P.

Tabla 8. Permanencia de D/1/8, E/9/9 y P. aeruginosa en heces de
ratones normales. Periodo menor a 14 dias.

CRECIMIENTO EN PIA (+ 6 -)

TIEMPO D/1/8 E/9/9 Psa
(dias)

(NO de portadores/ N© total)

1 + (4/5) + (4/5) + (5/5)
2 + (1/5) + (4/5) + (3/5)
3 + (1/5) + (1/5) + (3/5)
7 - (0/5) - (0/5) + (1/5)

Inéculo: 1 x 10’ UFC/10 ul por ratén.
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aeruginosa por 1la produccién de piocianina en medio PIA y por
reaccién no fermentadora en picos de flauta de medio TSI. Los

resultados se muestran en la Tabla 8.

Tanto para los mutantes ts como para la cepa salvaje se ob-
servé una disminucién progresiva con el tiempo de la permanencia
bacteriana en heces, como demostré la disminucién del nGmero de
ratones portadores con el tiempo. El nimero de animales que por-
taban al mutante de replicacién limitada (E/9/9) aparecié supe-
rior a la del mutante no replicante (D/1/8) solamente el dia 2.
La permanencia en heces de la cepa salvaje resultd superior a 1la
de los mutantes ts (7 dias versus 3 dias). Ya que los ratones de
este lote experimental no eran portadores de P. aeruginosa, con-
cluimos que, ciertamente, parte del inbéculo administrado por ruta

i.n. pasé a via digestiva durante la inmunizacién de los ratones.

3.11. PERMANENCIA DE P. aeruginosa Y MUTANTES TS EN HECES DE RA-

TONES GRANULOCITOPENICOS LUEGO DE INOCULACION INTRANASAL.

Este experimento fue realizado en forma similar al descripto
en el punto 3.10., pero en este caso los animales recibieron tra-
tamiento con ciclofosfamida. Los resultados se muestran en la

Tabla 9.

En el caso de ratones granulocitopénicos, la permanencia en

heces del mutante ts E/9/9 fue menor de 7 dias, mientras que 1la
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Tabla 9. Permanencia de D/1/8, E/9/9 y P. aeruginosa en heces
de ratones granulocitopénicos, luego de la administra-
cién i.n. Perfiodo menor a 21 dias.

CRECIMIENTO EN PIA (+ 6 -)

TIEMPO D/1/8 E/9/9 Psa
(dias)

(N© de portadores/ N°© total)

1 + (6/6) + (5/6) + (6/6)
2 + (4/6) + (6/6) + (4/5) (*)
3 + (1/6) + (4/6) + (4/5)
4 - (0/6) + (3/6) + (4/5)
7 - (o/6) - (0/6) + (4/5)
14 - (0/6) - (0/6) + (3/3) (**)

Inéculo: 1 x 107 UFC/10 ul por ratén.
(*) 1 animal muerto.
(**) 2 animales muertos.

del mutante D/1/8 resulté menor de cuatro dias. La cepa salvaje
permanecié en heces de animales granulocitopénicos durante un pe-

riodo menor a los 21 dias.

De los experimentos descriptos en los puntos 3.10. y 3.11.
se concluye que la permanencia de de la cepa salvaje de P. aeru-
inosa en heces de ratones granulocitopénicos es marcadamente més
prolongada que en ratones normales. El mutante ts de replicacién
limitada (E/9/9) tuvo una permanencia superior en heces de rato-
nes granulocitopénicos, mientras que no existieron diferencias

significativas para D/1/8.
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3.12. EFECTO DEL NUMERO DE INOCULACIONES SOBRE LA PROTECCION IN-

DUCIDA POR INMUNIZACION INTRANASAL CON EL MUTANTE TS E/9/9.

Se realizdé un experimento para determinar el nGmero de ino-
culaciones i.n. con los mutantes ts de P. aeruginosa que confe-
rian la mayor proteccién contra el desafio con la cepa salvaje.
Para esto, se utilizé al mutante E/9/9 como inmunégeno. Grupos
de ratones Swiss fueron inmunizados localmente (por ruta i.n.)
con E/9/9. Un grupo de animales recibidé un Gnico inéculo el dia
1 del experimento. Un segundo grupo de ratones recibi6 dos in6-
culos, un inbéculo el dia 1 y otro el dia 7. Un tercer dgrupo de
animales recibidé tres inoculaciones bacterianas los dias 1, 7 y
14 del experimento. En todos los casos, las dosis bacterianas
inoculadas fueron de 1x107 UFC/animal. Un cuarto grupo de anima-
les no fue inmunizado con el mutante E/9/9 (grupo control). El
dia 17 del experimento, se indujo granulocitopenia en los anima-
les mediante una dosis de ciclofosfamida de 200 mg/Kg de peso.
Los ratones recibieron 2 dosis mds de esta droga espaciadas por
96 horas. E1l dia 21 todos los animales, inmunizados y controles,
fueron desafiados con la cepa salvaje de P. aerugjinosa mediante
un aerosol que contenia 6x107 UFC/ml. La dosis intrapulmonar que
recibieron los ratones fue de 1.8x10% UFC. Los resultados obte-

idos se muestran en la Figura 6.

Estos resultados permiten concluir que la mayor proteccién

conferida por inmunizacién i.n. con mutantes ts de P. aeruginosa
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Figura 6. Efecto del nimero de inoculaciones sobre la pro-
teccién inducida por inmunizacién i.n. con E/9/9. Cada ba-
rra representa el porcentaje de ratones sobrevivientes de
grupos de 6 animales.

en las condiciones que utilizadas en este trabajo, se obtiene me-

diante la administracidén de tres inoculaciones bacterianas espa-

ciadas entre si por siete dias.

3.13. PROTECCION INDUCIDA POR INMUNIZACION INTRANASAL CON D/1/8 Y

E/9/9.

Esta serie de experimentos fue realizada con el objeto de
determinar si la inmunizacién i.n. con mutantes ts de P. aerugi-
nosa conferia proteccién contra el desafio por aerosol con la ce-

pa salvaje. Para estos experimentos se siguié un plan de inmuni-
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zacidbn que se elaboré en base a los resultados obtenidos en 1los
experimentos de permanencia de los mutantes ts y en los experi-
mentos descriptos en el punto 3.12. Se realizaron desafios con
la cepa salvaje de P. aeruginosa, por medio de aerosoles. En un
primer experimento, los animales recibieron una dosis intrapulmo-
nar de 1,3x105 UFC, que resultdé ser excesiva. Todos los anima-
les, inmunizados y no inmunizados, murieron en el término de las
primeras 48 horas. En un experimento subsiquiente se desafié a
los animales con una dosis intrapulmonar de 2,1x104 UFc. Los re-

sultados de este segundo desafio se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Proteccién inducida por inmunizacién intranasal con
D/1/8 y E/9/9.

DOSIS* MORTALIDAD (% PROTECCION)
(UFC)

D/1/8 E/9/9
1 x 104 8/8 (0%) 0/8 (100%)
1 x 106 8/8 (0%) 0/8 (100%)
1 x 108 1/8 (88%) 6/8 (25%)

(*) Todos los animales del grupo control (no inmunizados) murie-
ron dentro de las primeras 48 horas.

Se controld la mortalidad durante los 10 dfias subsiguientes
al desafio. A la observacién macroscépica, los pulmones de estos
animales mostraban lesiones hemorrigicas confluyentes que abarca-
ban gran parte de la superficie del 6rgano.
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Los resultados obtenidos mostraron que el mutante ts E/9/9
confirié mayor proteccién que el mutante D/1/8. Respecto al mu-
tante ts de replicacién limitada, pudo observarse que la protec-
cién de los ratones ocurrié aGn a las dosis de inmunizacién més
bajas (104 y 10%). La dosis de inmunizacién m&s alta (103) de
E/9/9 no protegié a los animales, como podria haberse esperado.
Estos resultados, como se discutird mas adelante, corroboran los

hallazgos previos de otros laboratorios.

3.14. PROTECCION INDUCIDA POR INMUNIZACION INTRANASAL O INMUNIZA-

CION INTRAPERITONEAL.

Esta serie de experimentos fue realizada siguiendo los mis-
mos planes de inmunizacién local descriptos en el punto 3.13 y un
plan de inmunizacién sistémica que consistié en una Gnica inocu-
lacién i.p. el primer dia del experimento. Grupos de ratones de
la cepa Swiss fueron inmunizados por ruta i.n. o i.p. con los mu-
tantes ts o con la cepa salvaje de P. aeruginosa muerta por for-
molizacién. VeintiGn dias después de la primera inoculacién
bacteriana, los ratones fueron desafiados por aerosolizacién con
la cepa salvaje de P. aeruginosa. Los animales recibieron una
dosis intrapulmonar de 2x104 UFC. Los resultados de este desafio

se muestran en la Tabla 11.

Posteriormente al desafio, se realizé el control de mortali-

dad durante los 10 dias subsiguientes. La mayor parte de los
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Tabla 11. Inmunizacién intranasal vs. intraperitoneal

RUTA DE MORTALIDAD (% PROTECCION)
INMUNIZACION
(*), (**)
D/1/8 E/9/9 PsaF
INTRANASAL 2/8 (75) 2/8 (75) 8/8 (0)
INTRAPERITONEAL 6/8 (25) 7/8 (12.5) (***) 8/8 (0)
(*) Todos los animales del grupo control (no inmunizados) mu-

rieron dentro de las primeras 48 horas.

(**) Las dosis de inmunizacién fueron de 1x107 UFC/animal para
cada inmunégeno.

(***) Diferencia significativa respecto de la inmunizacién i.n.
con p < 0.05 (test de Fisher)

animales que no resultaron protegidos por la inmunizacién, murie-

ron dentro de las primeras 48 horas.

Los resultados obtenidos mostraron que los mutantes ts, por
ambas rutas de inmunizacién, confirieron una proteccién signifi-
cativamente superior a la otorgada por la cepa salvaje formoliza-
da. Asimismo, pudo observarse que el mutante ts E/9/9 confirié
una mayor proteccién por ruta i.n. que por ruta i.p. (P < 0.05,

test de Fisher).
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3.15. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE ANTICUERPO EN LIQUIDO DE
LAVADO PULMONAR LUEGO DE INMUNIZACION INTRANASAL CON MUTAN-

TES TS DE P. aeruginosa.

Se realizaron experimentos para determinar los niveles de
anticuerpos especificos anti-P. aeruginosa producidos en res-
puesta a la inmunizacién con mutantes ts de este microorganismo.
Se realizb6 un experimento en el cual grupos de ratones Swiss fue-
ron inmunizados por ruta i.n. con E/9/9 o con D/1/8 segGn el
plan de inmunizacion determinado en 3.12. VeintiGn dias después
de la primera inoculacién bacteriana, se realizaron lavados pul-
monares en los ratones inmunizados y en los controles (no inmuni-
zados). Los liquidos de lavado obtenidos fueron concentrados me-
diante centrifugacién a 3000 rpm, durante 12 horas, en microcon-
centradores. Por este método, se logré una concentracién 15x.
Sobre los concentrados obtenidos se realizé la determinacién de
los niveles de IgG e IgA especificos anti-P. aeruginosa mediante
el método de ELISA. Los resultados obtenidos se muestran en la

Figura 7.

No se detectaron anticuerpos IgG especificos anti-P.aerugi-
nosa en los concentrados de los liquidos de lavado de ratones
control, pero la inmunizacién i.n. con ambos mutantes ts indujo
altos niveles IgG. También se detectaron niveles medibles de IgA
anti-P.aeruginosa en los liquidos de lavado pulmonar de animales

inmunizados con los dos mutantes ts. Asimismo, el mutante ts
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Figura 7. Determinacién de los niveles de anticuerpo en 1i-
quido de lavado pulmonar luego de inmunizacién i.n. con mu-

tantes ts de P. aeruginosa. Cada barra representa la D.O.
medida a 405 nm sobre concentrados 15x de liquidos de lavado
pulmonar obtenidos de 8 ratones de un experimento represen-

tativo.

D/1/8 indujo niveles de 1IgG superiores a los inducidos por el

mutante ts E/9/9.

3.16. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE ANTICUERPOS EN LIQUIDO DE

LAVADO PULMONAR LUEGO DE INMUNIZACION INTRAPERITONEAL CON

MUTANTES TS DE P. aeruginosa.

Este experimento fue realizado para determinar los niveles

de IgG e IgA especificos anti-P. aeruginosa presentes en liquido
77



de lavado pulmonar de ratones inmunizados por ruta i.p.. Grupos
de animales fueron inmunizados con una Gnica dosis i.p. de E/9/9
o D/1/8 el primer dia del experimento. La dosis inmunizante fue
de 1x107 UFC/ratén para cada mutante ts. VeintiGn dias después
de la inoculacién bacteriana, se realizaron lavados pulmonares en
los ratones inmunizados y en los controles. Se realizé la con-
centracién de los liquidos de lavado obtenidos, a 3000 rpm, du-
rante 12 horas. Sobre los concentrados obtenidos (15x) se reali-
26 la determinacién de los niveles de IgG e IgA especificos anti-
P. aeruginosa mediante el método de ELISA. Los resultados obte-

nidos se muestran en la Figura 8.

NIVELES DE ANTICUERPO (D.0.=405nm)

1.5
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IgG IgA

B contro.. N bp/1/8 EElE/0/0

Figura 8. Determinacién de los niveles de anticuerpo en 11-
quido de lavado pulmonar luego de inmunizacién i.p. Cada
barra representa la D.O. medida a 405 nm sobre concentrados
15x de liquidos de lavado pulmonar obtenidos de 8 ratones de
un experimento representativo.
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Se detectaron niveles medibles de Ig9G especifica anti-p.
aeruginosa en los concentrados de los liquidos de lavado de 1los
animales inmunizados con ambos mutantes ts por via sistémica, pe-
ro no se detectdé IgA anti-P.aeruginosa en los liquidos de lavado
pulmonar de estos ratones. Estos resultados muestran una impor-
tante diferencia en el patrén de anticuerpos producidos luego de
inmunizacién sistémica respecto al producido luego de inmuniza-

cién local con los mutantes ts de P. aeruginosa.

3.17. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE ANTICUERPOS EN LIQUIDO DE
LAVADO PULMONAR LUEGO DE INMUNIZACION INTRANASAL CON E/9/9

Y CON P. aeruginosa MUERTA POR CALOR.

Se realizdé un experimento en el cual grupos de ratones
Swiss fueron inmunizados por ruta i.n. con E/9/9 o con la cepa
salvaje de P. aeruginosa muerta por calor. De forma similar al
experimento descripto en el punto 3.15., veintidn dias después de
la primera inoculacién bacteriana, se realizaron lavados pulmona-
res en los ratones inmunizados y en los controles. Se realizé6 la
concentracién de los liquidos de lavado obtenidos, a 3000 rpm,
durante 12 horas. Sobre los concentrados obtenidos (15x) se rea-
1iz6 la determinacién de los niveles de IgG e IgA especificos an-
ti-P. aeruginosa por ELISA. Los resultados obtenidos se muestran

en la Figura 9.
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Figura 9. Determinacién de 1los niveles de anticuerpo en
liquido de 1lavado pulmonar luego de inmunizacién i.n. con
E/9/9 o con P. aeruginosa muerta por calor. Cada barra re-
presenta la D.O. medida a 405 nm sobre concentrados 15x de
liquidos de lavado pulmonar obtenidos de 8 ratones de un ex-
perimento representativo.

Tanto el mutante E/9/9 como la cepa salvaje muerta por ca-
lor, indujeron altos niveles de anticuerpos IgG especificos anti-
P. aeruginosa como pudo medirse en los concentrados de los liqui-
dos de lavado pulmonar de ratones inmunizados localmente. E1 mu-
tante ts E/9/9 indujo niveles de IgA medibles respecto al con-
trol, mientras que la cepa salvaje muerta por calor produjo nive-

les débilmente detectables.
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3.18. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE ANTICUERPO EN PLASMA.

Esta serie de experimentos fue realizada con el fin de de-
terminar los niveles séricos de anticuerpos inducidos por inmuni-
zacién con los mutantes ts de P. aeruginosa o con la cepa salvaje
muerta por calor. Se inmunizaron'grupos de ratones de la cepa
Swiss con D/1/8 o E/9/9 por ruta i.n.(tres inoculaciones bacte-
rianas espaciadas entre si por siete dias) o i.p. (una Gnica ino-
culacién el primer dia del experimento). VeintiGn dias después
de la primera inoculacién bacteriana, se extrajo suero de los a-
nimales inmunizados y no inmunizados (controles) y se determina-
ron los niveles de anticuerpos IgG e IgM anti-P. aeruginosa en
plasma por ELISA. Los resultados de este experimento se mues-

tran en la Figura 10.

Ambos mutantes ts indujeron niveles mayores de IgG anti-P.
aeruginosa en ratones inmunizados por via i.p. comparados con los
medidos en plasma de animales inmunizados por ruta i.n. No se
hallaron diferencias en los niveles de anticuerpos medidos entre
E/9/9 y D/1/8. No se detectaron niveles medibles de IgM anti-P.

aeruginosa en plasma de los animales inmunizados por ruta i.n. o

i.p.

En experimentos separados, grupos de ratones Swiss fueron
inmunizados con D/1/8, E/9/9 o la cepa salvaje de P. aeruginosa

muerta por calor, por ruta i.n. (tres veces), mediante una Gnica
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Figura 10. Determinacién de los niveles séricos de anti-
cuerpo luego de inmunizacién i.n. o i.p. con los mutantes ts
de P. aeruginosa. Cada barra representa la D.O. medida a
405 nm sobre plasma obtenido a partir de 8 ratones de un
experimento representativo.
inyeccién i.p. o mediante una inyeccién i.p. seguida por dos ino-
culaciones con la misma dosis de los mutantes ts o la cepa salva-
je muerta por calor, los dias 7 y 14. A los 21 dias se determi-
naron los niveles de IgG e IgM anti-P. aeruginosa en plasma. Los

resultados se muestran en las Figuras 11 y 12.

Nuevamente, pudo observarse que: a) los niveles séricos de
IgG resultaron m&s elevados en animales inmunizados intraperito-
nealmente que en animales inmunizados por ruta i.n.; b) no se
hallaron diferencias entre los dos mutantes ts respecto a 1los
niveles de anticuerpos inducidos.
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NIVELES DE IgG EN SUERO (D.0.=405nm)
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Figura 11. Determinacién de 1los niveles séricos de IgG
luego de inmunizacién local o sistémica con los mutantes ts
o con P. aeruginosa muerta por calor. Cada barra represen-
ta la D.O. medida a 405 nm sobre plasma obtenido a partir
de 8 ratones de un experimento representativo.

NIVELES DE IgM EN SUERO (D.0.=405nm)
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RUTA DE INMUNIZACION
Figura 12. Determinacién de 1los niveles séricos de IgM

luego de inmunizacién local o sistémica con los mutantes ts
o con P. aeruginogsa muerta por calor. Cada barra represen-
ta la D.O. medida a 405 nm sobre plasma obtenido a partir
de 8 ratones de un experimento representativo.
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Ademds, no se hallaron diferencias entre los niveles de an-
ticuerpo en plasma de animales que recibieron una o tres inocula-
ciones i.p. de los mutantes ts. No se detectaron niveles medi-
bles de IgM anti-P. aeruginosa en plasma de los animales inmuni-
zados por ruta i.n. o i.p. el dia 21 del protocolo de inmuniza-
cién, mientras que se detectaron altos niveles de este anticuerpo
en el plasma de los ratones que recibieron dos inoculaciones més

de los mutantes ts por ruta i.p. (Figura 12).

3.19. DETERMINACION DE CELULAS PRODUCTORAS DE IgG ANTI-P. aeru-

dglnosa.

Con el objeto de determinar si parte de los niveles de IgG
medidos en los concentrados de los liquidos de lavado pulmonar de
ratones inmunizados por via i.n. eran producidos 1localmente, se
extrajeron los nédulos linfaticos mediastinales y popliteos a fin
de determinar si contenian células productoras de IgG especificas
anti-P. aeruginosa. Para este objetivo se utilizé el método de

ELISPOT. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 12.

Los nédulos linfaticos mediastinales de ratones inmunizados
localmente contenian células productoras de IgG anti-P. aerugino-
sa, mientras que los nédulos linfaticos popliteos de los mismos
animales contenian un nGmero mucho menor de células productoras
de este anticuerpo, en forma similar a los nédulos linf&ticos po-

pliteos de animales no inmunizados. Estos resultados, conjunta-
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Tabla 12. Células de nddulos linfaticos productoras de IgG anti-
P. aeruginosa.

NUMERO DE CELULAS

DOSIS DE INMUNIZACION NODULOS SECRETORAS DE IgG
(UFC intrapulmonar) LINFATICOS (por 106 células)?@
5 X 102 Mediastinal 108
5 X 10° Popliteo 16
NO INMUNIZADOS Mediastinal NDP
NO INMUNIZADOS Popliteo 4

A Las células de los nédulos linf&ticos de seis ratones fueron
colocadas juntas y el ensayo de ELISPOT fue realizado por dupli-

cado. Estos datos pertencen a un experimento representativo que
fue realizado cuatro veces y que arrojé resultados similares.
ND, no determinado. El tamafio de los nédulos linfaticos fue

demasiado pequefio (<0.1mg), por que el nGmero de cé&lulas obtenido
insuficiente para la realizacién del ELISPOT.

mente con hallazgos de otros investigadores (96), confirman que

algo de IgG es sintetizada localmente en pulmén.

3.20. ESTUDIO DE LA DEPURACION PULMONAR DE P. aeruginosa EN FUN-

CION DE LA EDAD EN UN MODELO MURINO.

Los experimentos anteriormente descriptos fueron realiza-
dos con ratones de la cepa Swiss adultos. Est& bien establecida
la susceptibilidad existente a ciertas infecciones bacterianas en
dependencia con la edad, y ha sido sugerido que 1la principal
causa determinante en el establecimiento de estas infecciones es
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una respuesta inflamatoria inmadura (97). A fin de determinar 1la
dependencia de la edad con la depuracién pulmonar de P. aerugino-
sa, se realizaron experimentos con ratones de la cepa Swiss de
10, 20 y 35 dias. Los animales fueron expuestos a aerosoles que
contenian P. aeruginosa en una concentracién de 1029 UFC/ml. La
dosis bacteriana depositada en los pulmones de los ratones resul-
té la misma para todos los grupos de animales de diferentes eda-
des, y ésta fue de 106 UFC/g de pulmén (peso seco). Un grupo de
ratones fue sacrificado inmediatamente luego de la exposicién al
aerosol bacteriano (tiempo 0 horas), para establecer el nGmero de
UFC depositadas en los pulmones (UFCy). Los animales restantes,
fueron sacrificados cuatro horas después del deaffio bacteriano.
Los pulmones fueron removidos y homogeneizados en agua destilada
estéril, y se realizaron siembras cuantitativas en placa de los
homogenatos para establecer el nGmero de UFC remanentes a cuatro
horas (UFC4). Los resultados se presentan como la proporcién de
P. aeruginosa no depurada, es decir, UFC4/UFCy. La velocidad de
depuracién pulmonar es reciprocamente proporcional a la cantidad
de P. aeruginosa no depurada. Asimismo, se determiné la migra-
cién de los leucocitos polimorfonucleares (PMN) en los pulmones
mediante recuento diferencial de células obtenidas de 1lavados
pulmonares y por medicién de la actividad de mieloperoxidasa
(MPO) en los sobrenadantes de los homogenatos de pulmén. Los
leucocitos fueron contados en c&mara de Neubauer, y se determiné

el porcentaje de PMN en preparados de sangre tefiidos con Giemsa.

Los resultados se muestran en las Figuras 13, 14 y 15.
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Figura 13. Proporcién de P. aeruginosa no depurada (a) y
nGimero total de PMN recuperados por lavado pulmonar (b) 4
horas después que ratones Swiss de 10 y 35 dias de edad fue-
ron desafiados con un aerosol conteniendo el microorganismo.
(a) *, diferencia significativa en la proporcion de P. aeru-
dinosa no depurada (P < 0.01, test de suma de rangos). Cada
barra representa la mediana de grupos de 6 ratones de un ex-
perimento representativo. (b) *, diferencia significativa
en el nGmero total de PMN recuperados por lavado pulmonar (P
< 0.01, test t de Student). Cada barra representa la media
aritmética + el error standard de la media de grupos de 6
ratones de un experimento representativo.
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Figura 14. Proporcién de P. aeruginosa no depurada (a) y
namero total de PMN recuperados por lavado pulmonar (b) 4
horas después que ratones Swiss de 20 y 35 dias de edad
fueron desafiados con un aerosol conteniendo el microorga-
nismo. (a) **, diferencia significativa en la proporcién de
P. aeruginosa no depurada (P < 0.05, test de suma de ran-
gos). Cada barra representa la mediana de grupos de 8 rato-
nes de un experimento representativo. (b) *, diferencia
significativa en el nGmero total de PMN recuperados por la-
vado pulmonar (P< 0.01, test t de Student). Cada barra re-
presenta la media aritmética + el error standard de la me-
dia de grupos de 8 ratones de un experimento representativo.
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Figura 15. Actividad de MPO en sobrenadante de homogenato
de pulmén de ratones de 20 y 35 dias desafiados con P. aeru-
dinosa. Los animales no desafiados recibieron un aerosol
conteniendo salina. *, diferencia significativa (P < 0.01,
test de suma de rangos). Cada barra representa la mediana

de un agrupo de 6 ratones.

La proporcién de P. aeruginosa no depurada de los pulmones

de ratones Swiss de 10 dias de edad resultd significativamente

superior que la de animales de 35 dias (Figura 13a). Asimismo,

la migracién de PMN en las vias aéreas de ratones Swiss de 10

dias resultd significativamente disminuida en comparacién con la
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de ratones de 35 dias (Figura 13b). Se obtuvieron diferencias
significativas similares en 1la proporcién de P. aeruginosa no de-
purada y en el nGmero de PMN en pulmén entre ratones 20 y 35 dias
de edad (Figura 14a y 14b, respectivamente). Aproximadamente el
40% del inéculo de P. aeruginosa fue depurado de los pulmones de
ratones Swiss de 35 dias de edad (Figura 13a y 14a). Estos re-
sultados muestran que la depuracién pulmonar de P. aeruginosa y
la migracién de PMN a pulmén se encuentran atin dificultadas a los
20 dias del nacimiento del ratén. No se hallaron diferencias en-
tre ratones de 35 dias y adultos respecto a la depuracién pulmo-

nar y migracién de PMN.

Se determiné la actividad de MPO en los sobrenadantes de los
homogenatos de pulmén a fin de estimar el nGmero total de PMN re-
tenidos en los pulmones. En los ratones no desafiados, la acti-
vidad de MPO resultd menor que 1.0 U/g de tejido pulmonar. Luego
del desafio por aerosol de P. aeruginosa, la actividad de MPO se
incrementé significativamente en los pulmones de ratones de 35
dias, pero permanecié inalterada en animales de 20 dias de edad
(Figura 14). Estos resultados muestran nuevamente que la margi-
nacién pulmonar de PMN, en ratones de 20 dias estaba significati-
vamente disminuida. Con el fin de descartar la posibilidad que
el naGmero reducido de PMN en los pulmones de ratones de 20 dias
se debiera a un nGmero reducido de PMN circulantes, se determiné
el nGmero total de PMN en muestras de sangre periférica de rato-

nes de 10, 20 y 35 dias de edad. El nGmero total de PMN circu-
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lantes resulté significativamente menor (P= 0.011; test t de
Student) en ratones de 10 dias respecto a los animales de 35 dias
de edad [(1.6 + 0.3) x 10% versus (2.7 + 0.4) x 106). Sin em-
bargo, no se hallaron diferencias (P= 0.202; test t de Student)
entre el nGmero de PMN circulantes en ratones de 20 y 35 dias de

edad [(2.1 #+ 0.3) x 10® versus (2.7 + 0.4) x 106].

Como el principal objetivo del presente trabajo de investi-
gacién fue desarrollar métodos que contribuyan a la prevencidn y
tratamiento del grave problema que representan las neumonias bac-
terianas, tomando como base los resultados anteriormente presen-
tados con mutantes ts de P. aeruginosa, decidimos ampliar nuestro
estudio a infecciones respiratorias causadas por microorganismos
gram-positivos. Teniendo en cuenta datos epidemiolbégicos locales

que revelan que Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae

son los agentes etiolégicos bacterianos mé&s comunes en nifios con
neumonia tipica (58), realizamos estudios con cepas de S. pneumo-

niae de origen local.

3.21. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CEPAS DE S. pneumonijiae.

Para este estudio se utilizaron cepas de S. pneumoniae pro-
venientes de pacientes con infeccién respiratoria aguda. La edad
de los pacientes oscilé alrededor de los cinco afios, utiliz&ndose
muestras provenientes de nifios de ambos sexos. A partir de di-

chas muestra se procedié al aislamiento e identificacién de S.
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pneumoniae. Se identificaron las colonias por crecimiento en
agar sangre al 5%, luego de incubacién durante 24 horas a 37°cC.
Se observaron colonias redondas con bordes enteros y aproximada-
mente de 1 mm de di&metro, rodeadas por una zona de alfa hem6li-
sis. Se realizé la tincién de los preparados por el método de
Gram. La observacidn microscépica mostré diplococos gram-positi-

vVos.

Asimismo, se realizd el test de sensibilidad a la optoquina
(etilhidrocupreina) sembrando en estrfia a partir de una placa de
agar sangre de 24 horas de incubacién a 37°C. Se colocd un disco
conteniendo 5 microgramos de optoquina en el centro de la placa
de agar sangre. Se incub® por 24 horas a 37°cC. Posteriormente
se mididé el halo de inhibicién que resultdé mayor a 16 mm en todas
las muestras testeadas (organismos sensibles a la optoguina). Se
realizé la prueba de solubilidad en bilis, mediante el agregado
de desoxicolato de sodio en solucidén al 10% directamente a colo-
nias en cultivo de 24 horas en agar sangre, observdndose la diso-
lucién de la colonia en todos los casos ensayados. Esta prueba
también fue realizada en medio liquido, observdndose solubilidad.
Para realizar la reaccidén de Quellung, se utilizd antisuero poli-
valente para S. pneumoniae. Se realizé la observacidn microscé6-
pica de 1los preparados, considerdndose como positivo el test
cuando la bacteria aparecia rodeada por un halo capsular brilan-
te. Las cepas utilizadas en los experimentos posteriores fueron

aquellas que dieron positiva la reaccién de Quellung.
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3.22. CURVA DE CRECIMIENTO DE S. pneumonjae.

Se realizaron curvas de crecimiento de las cepas previamen-
te caracterizadas de S. pneumoniae, 37°C, a fin de establecer el
TGM y de estudiar dichas cepas respecto a la propiedad de esta
bacteria de sufrir autolisis. Este Gltimo punto resultaba de
gran importancia para nuestros experimentos, especialmente en
aquellos donde se estudidé la sensibilidad de S. pneumoniae a
distintos antibiéticos, de modo de asegurarnos que a la D.O.

donde se le adicionaba el antibidético, la autolisis era minima.

El crecimiento bacteriano se evalud espectrofotométricamen-
te. A partir de una placa de S. pneumoniae de 24 horas de incu-
bacién, se tomé un inéculo con ansa y se sembré con ansa un iné-
culo en medio TSB suplementado con suero fetal bovino (SFB) al
10%. El cultivo fue realizado en estufa, a 37°9C. A distintos
intervalos se midié la D.0O. de los cultivos a 600 nm. Los resul-
tados obtenidos se muestran en la Figura 16. El TGM méximo a
379C fue de 45 minutos* La porcién lineal de la curva logarit-

mica de crecimiento se mantuvo hasta una D.O. de 0.450.

3.23. DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD DE S. pneumoniae A PENICI-

LINA-G y a D-CICLOSERINA.

Se ensay6 la sensibilidad de S. pneumoniae a 2 antibiéti-

cos: Penicilina-G y D-cicloserina, con la finalidad de determinar
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Figura 16. Curva de crecimiento de S. pneumoniae en TSB
suplementado con SFB al 10%. El TGM fue de 45 minutos.

Cada punto representa la D.O. del cultivo medida a 600 nm.

si podian ser utilizados posteriormente en los ciclos de enrique-
cimiento a realizar luego del proceso de mutagénesis. Se proba-
ron 10 y 100 U de Penicilina-G. La D-cicloserina se utilizé en
concentraciones 10 y 30 mM. Se realizb el cultivo de S. pneumo-
niae en caldo TSB suplementado con SFB al 10%. Cuando el cultivo
alcanzdé una D.O. de 0.1, se adicioné el antibidético. Se siguié
el control de D.O. durante 2.5 horas. Posteriormente se realiza-

ron 3 lavados por centrifugacién para eliminar el antibiético y
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se sembrdé en placas en distintas diluciones para establecer el

porcentaje de mortalidad. Los resultados se muestran en la Tabla

13 y se representan en la Figura 17.

Tabla 13. Sensibilidad de S. pneumoniae a
Penicilina G y a D-cicloserina.

ANTIBIOTICO $ MORTALIDAD
CONTROL -
PENICILINA G 10 U 70
PENICILINA G 100U 100
D-CICLOSERINA 10 mM 100
D-CICLOSERINA 30 mM 100
1000
o control

DENSIDAD CPTICA {(6Q0nm)

0100 -
0090 -

e — e [—cicloserina 10mM
a—a D—ciclosering 30mM
A— A PenicilinaG 100U

(1—0 PenicilinaG 10U

TEMPO (min)

Figura 17. Sensibilidad de S. pneumoniae a Penicilina-G y D-
cicloserina.
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3.24. OBTENCION DE MUTANTES TERMOSENSIBLES DE S. pneumoniae

El propbésito de esta serle de experimentos fue la obtencién
de mutantes ts de S. pneumoniae. A partir de un cultivo realiza-
do en 40 ml de caldo TSB suplementado con SFB al 10%, se cultivé
en incubador de aire sin agitacién, a 37°C, hasta una D.O. de
0.26 (fase logaritmica), lo cual correspondid a 1.7x108 UFc/ml.
Este cultivo fue dividido en 4 alicuotas: control, 1, 2 y 3. Al
cultivo 1 se le adicionaron 10 ug/ml de N-metil-N’-nitro-N-nitro-
soguanidina (NG), al 2 20 ug/ml y al 3 30 ug/ml de la droga.
Luego de 10 minutos a temperatura ambiente sin aereacién, se adi-
cionaron 20 ml de solucién salina estéril a cada cultivo y se re-
alizaron 3 lavados. Luego del Gltimo lavado, se resuspendi6é en
caldo TSB suplementado con SFB al 10% y se sembrd en placa para
determinar el porcentaje de mortalidad inducida por el tratamien-

to (Tabla 14).

Tabla 14. Mortalidad inducida por nitrosoguanidina

UFC/ml % DE MORTALIDAD
CONTROL 1.7 X 108 -
1 4.0 X 107 76.5
2 3.0 X 107 82.3
3 2.5 X 107 85.3

En la Figura 18 se muestran las curvas de crecimiento de ca-
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da cultivo luego de ser tratado con NG y de un cultivo control
sin tratar. Pudo observarse que cada cultivo siguié un creci-

miento exponencial hasta la D.O. medida, no alcanzindose la zona

de autolisis.
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Figura 18. Cultivos a 289C post-tratamiento con NG.

Para determinar la frecuencia de mutacién, luego del trata-
miento con NG, a partir de cada cultivo, se sembrd un inéculo de
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200 ul en placas de agar sangre que contenian 100 ug/ml de rifam-
picina (la cepa salvaje de S. pneumoniae es sensible a este an-
tibiético) (Tabla 15). El control utilizado fue el cultivo no

tratado con NG.

Tabla 15. Frecuencia de mutacién inducida por nitrosoguanidina

UFC/ml FRECUENCIA DE MUTACION
CONTROL - -
1 415 8 x 1076
2 815 1l x 1075
3 450 1.5 x 1075

Se continud el experimento con el cultivo que presentd un
porcentaje de mortalidad por el tratamiento con NG de entre 70 y
90%, que es lo recomendado (94). Luego de cultivar durante 3,5
horas a 28°C, se diluyd el cultivo y se divididé en 6 alicuotas
para amplificar la posible recuperacién de mutantes ts (Figura
19). Luego de 2 horas de incubacién se pasaron los cultivos a
379Cc, se adicionaron 100 unidades de Penicilina-G y se continué
la incubacién a esta Gltima temperatura, sin agitacién. La curva

de D.O. en funcién del tiempo se muestra en la Figura 20.

De este experimento de mutagénesis-enriquecimiento, se obtu-
vieron 1180 sobrevivientes, realiz&ndose réplica plate de 250 co-
lonias que produjeron siete mutantes ts relativamente estables.
Por lo tanto, el rendimiento fue de 2.8%. Se determindé el feno-
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Figura 19. Amplificacién de los cultivos de S. pneumonjae
luego del tratamiento con NG.
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Figura 20. Enriquecimiento de los cultivos de S. pneumoniae
con Penicilina-G.
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tipo de cada uno de estos mutantes ts en medio s6lido, mediante
réplica plate a 28 y 379C. De estos mutantes, dos fueron clasi-
ficados como "replicantes" y cinco como mutantes "de replicacién

limitada" (Tabla 16).

Tabla 16. Mutantes ts de S. pneumoniae.

MUTANTE FENOTIPO

1/7 RIF replicante

3/1 replicante limitado
E/11 "

B/3 "

H/31 "

J/3 "

I/22 replicante

El mutante 1/7 rif, fue obtenido antes de someter los cul-
tivos al ciclo de enriquecimiento con Penicilina-G, de la siembra
en placas con rifampicina. Se comprobd que este mutante era ts
en placas con el mencionado antibiético. Present6 crecimiento

tenue pero parejo a 37°cC.

3.25. CARACTERIZACION DE LOS MUTANTES TS OBTENIDOS.

Se realizd la reaccidén de Quellung sobre todos los mutantes
ts obtenidos, utilizando antisuero polivalente para S. pneumo-
niae. Se realizé la observacidén microscépica de preparados obte-

nidos a partir de placas de 24 horas de incubacién a 28°C. En
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todos los casos, se observaron las células bacterianas rodeadas
por el halo capsular brillante, por lo cual, el test fue conside-
rado positivo. También se realizé el test de solubilidad en bi-

lis, resultando éste positivo para todos los mutantes ts.

3.25.1. MEDIO SOLIDO.

El crecimiento de 1los mutantes ts en agar sangre, al
igual que la cepa parental, mostré en todos los casos, colonias
redondas, con bordes enteros y un di&metro aproximado de 1 mm,
rodeadas por una zona de alfa hemblisis. El test de Optoquina

resultd también positivo para todos los mutantes ts.

3.25.2. MEDIO LIQUIDO.

Se realizé el estudio del crecimiento en medio liquido
de los mutantes ts obtenidos para determinar el TGM a la tempera-
tura permisiva (28°C), la frecuencia de reversién de cada mutan-
te, el fenotipo en medio liquido y el nGmero de duplicaciones que
cada uno de ellos experimentaba al ser transferido a la tempera-
tura no permisiva (37°C) durante el crecimiento en medio liquido.
Cada mutante ts fue cultivado en medio TSB suplementado con SFB
al 10%, a 28°C sin agitacién. Para la determinacién del nGmero
de duplicaciones post-transferencia a la temperatura no permisi-
va, se cultivé a 28°C cada mutante hasta un determinado momento

del crecimiento exponencial. Se dividié al cultivo en dos; con
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una de las partes se continGo el seguimiento del crecimiento a
28°C y la otra parte del cultivo fue transferida a 37°c. El
nGmero de duplicaciones fue determinado en base a la siguiente

férmula:

log D.0.final - log D.O. inicial
N© de duplic. =

log 2

La frecuencia de reversién fue determinada realizando un
cultivo de cada mutante hasta D.O. de 0.45. Se sembraron dilu-
ciones apropiadas del cultivo en medio s6lido en placas duplica-
das, y se incubaron 24 horas a 28°C o a 37°C. La frecuencia de

reversién fue determinada mediante la siguiente férmula:

UFC/ml a 37°cC
Frecuencia de reversidén =

UFC/ml a 28°C

En la Tabla 17 se muestra un resGmen de las caracteristicas
estudiadas para cada mutante ts, en medio liquido. Las Figuras
21, 22, 23 y 24 muestran el crecimiento en medio liquido para ca-
da mutante ts a 28 y 37°9C. Asimismo, en la Figura 25 se muestra
tra en forma comparativa, el crecimiento en medio liquido a 37°c,

de la cepa parental y de uno de los mutantes ts obtenidos.
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Tabla 17. Caracterizacién de mutantes ts de S. pneumoniae.

FENOTIPO

TGM A 28°C DUPLICACION FRECUENCIA

(MEDIO LIQUIDO) (min) A 37°C DE REVERSION
J/3 Replic. lim 120 1-2 1.0 x 10”6
3/1 " 90 1 2.5 x 10~6
E/11 " 90 2-3 2.0 x 1072
B/3 " 120 1 5.0 x 1074
H/31 Replicante N.D. N.D. N.D.
I/22 " N.D. N.D. N.D.
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Figura 21. Crecimiento del mutante ts J/3 a 28 y 37°C en

TSB suplementado con SFB al 10%.
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Figura 22.
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Figura 23. Crecimiento del mutante ts E/11 a 28 y 37°C

en TSB suplementado con SFB al 10%. El TGM a 28°C fue de
90 minutos.
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Figura 24. Crecimiento del mutante ts B/3 a 28 y 37°C en

TSB suplementado con SFB al 10%. E1 TGM a 28°C fue de 120
minutos.
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Figura 25. Crecimiento de la cepa salvaje y del mutante ts
J/3 a 379C en TSB suplementado con SFB al 10%. E1l TGM del
mutante J/3 a 28°C fue de 120 minutos y el TGM de la cepa
salvaje a 379C fue de 45 minutos.
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3.26. DETERMINACION DE ANTICUERPOS EN SUERO LUEGO DE LA INMUNIZA-

CION CON S. pneumoniae.

Estos experimentos fueron realizados con el propésito de
determinar si la inmunizacién con mutantes ts o con la cepa sal-
vaje de S. pneumoniae muerta por calor inducian niveles de anti-
cuerpos especificos medibles en suero de ratones Swiss. Grupos
de ratones fueron inmunizados por ruta i.p. o i.n. con la cepa de
S. pneumoniae muerta por calor o con uno de los mutantes ts
(J/3). Los animales recibieron tres inéculos i.n. o i.p. de 1la
suspensién bacteriana correspondiente, espaciados entre si por
siete dias, con dosis que oscilaron entre 107 y 108 UFc/ratén.
VeintiGn dfas después de la primera inmunizacién, se obtuvo suero
de los ratones inmunizados y de animales control. Sobre estos
sueros se determiné la presencia de IgG especifica anti-S. pneu-
moniae por ELISA. Los resultados de este experimento se muestran

en la Figura 26.

Tanto la cepa salvaje muerta por calor como el mutante J/3
indujeron altos niveles de IgG especifico en suero luego de inmu-
nizacién sistémica. No se observaron diferencias entre ambos in-
munbdgenos. Sin embargo, por ruta local, los niveles de IgG indu-
cidos por el mutante ts J/3 resultaron marcadamente superiores a

los inducidos por la cepa parental muerta por calor.
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Figura 26. Determinacién de los niveles séricos de IgG
luego de inmunizacién local o sistémica con el mutante ts
J/3 o con S. pneumoniae muerto por calor. Cada barra repre-
senta la D.O. medida a 405 nm sobre plasma obtenido a partir
de 8 ratones de un experimento representativo.

En experimentos separados, y con el fin de establecer las
diferencias que pudieran existir en el patrén de anticuerpos pro-
ducidos luego de inmunizacién local o sistémica con el mutante ts
J/3, se realizaron experimentos en los cuales grupos de ratones
de la cepa Swiss fueron inmunizados por via i.p. o i.n. Los ani-
males recibieron tres inéculos del mutante ts espaciados entre si
por siete dias, con dosis que oscilaron entre 107 Y 108 UFC/ra-

tén. Siete dias después de cada inoculacién bacteriana y &ntes

de administracién de la nueva dosis del inmunégeno, se extrajo
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sangre de los animales y sobre el plasma obtenido, se determiné
la presencia de IgG e IgM especificas anti-S. pneumonjae por ELI-

SA. Los resultados se muestran en las Figuras 27 y 28.

NIVELES DE IgG (D.0.405nm)
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Figura 27. Determinacién de 1IgG en suero de ratones
Swiss inmunizados por via i.p. o i.n. con el mutante ts J/3
de S. pneumoniae. Cada barra representa la D.O. medida a
405 nm sobre plasma obtenido de grupos de 6 ratones de un
experimento representativo.

Pudo observarse que con una Gnica inoculacién bacteriana, no
se detectaron niveles medibles de IgG especifica anti-S. pneumo-
niae. En ratones que recibieron dos inoculaciones del mutante
J/3, se detectaron bajos niveles de IgG en suero de ratones inmu-
nizados por ambas rutas, no existiendo diferencias medibles entre

ambas. Sin embargo, repitiéndose los resultados anteriormente
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Figura 28. Determinacién de IgM en suero de ratones
Swiss inmunizados por via i.p. o i.n. con el mutante ts J/3
de S. pneumoniae. Cada barra representa la D.O. medida a
405 nm sobre plasma obtenido de grupos de 6 ratones de un
experimento representativo.

obtenidos, en animales que recibieron tres inoculaciones del in-
munégeno por via i.p., los niveles de IgG especificos detectados
en plasma resultaron mayores que los medidos en suero de ratones
inmunizados con tres dosis del mutante por ruta i.n. Se concluye
que existirian diferencias apreciables en los'hiveles de IgG es-
pecifico producidos por el mutante ts J/3, tanto por ruta local
como sistémica, segln los animales reciban una, dos o tres inocu-

laciones del inmunégeno.
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En el caso de la determinacién de IgM especifica anti-S.
pneumoniae, pudo observarse que en los animales inmunizados lo-
calmente con el mutante ts los niveles medidos de este anticuerpo
en suero de ratones que recibieron una o dos inoculaciones bacte-
rianas fueron apenas diferentes a los controles, mientras que con
tres inoculaciones de J/3 no existieron diferencias respecto al
control. Sin embargo, en ratones inmunizados por ruta sistémica,
el patrén de IgM en plasma resultd totalmente diferente: los ni-
veles de este anticuerpo medidos resultaron altamente diferentes
a los controles, observandose los mismos niveles para animales

que recibieron una, dos o tres inoculaciones del mutante ts.

3.27. DETERMINACION DE ANTICUERPOS EN LIQUIDO DE LAVADO PULMO-

NAR LUEGO DE INMUNIZACION CON S. pneumoniae.

Este experimento fue realizado en forma similar al des-
cripto en el punto 3.26. VeintiGn dias después de la primera
inmunizacién, se realizaron lavados pulmonares en los todos los
grupos de animales. Los liquidos de lavado asi obtenidos fueron
concentrados en concentradores Amicon, a 300rpm durante 12 horas.
Sobre los concentrados de los liquidos de lavado se determin6é la
presencia de IgG e IgA especificas anti-S. pneumoniae mediante el
método de ELISA. Los resultados de este experimento se muestran

en las Figuras 29 y 30.

La inmunizacién i.n. con el mutante ts J/3 indujo niveles de
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Figura 29. Determinacién de anticuerpos liquido de lavado pulmo-
nar luego de inmunizacién i.n. con S. pneumoniae muerto por calor
o con el mutante ts J/3. Cada barra representa la D.0O. medida a
405 nm sobre concentrados de liquidos de lavado pulmonar obteni-
dos de grupos de 8 ratones de un experimento representativo.
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Figura 30. Determinacién de anticuerpos liquido de lavado pulmo-
nar luego de inmunizacién i.p. con S. pneumonjiae muerto por calor
o con el mutante ts J/3. Cada barra representa la D.O. medida a
405 nm sobre concentrados de liquidos de lavado pulmonar obteni-
dos de grupos de 8 ratones de un experimento representativo.
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IgG especificos en liquido de lavado pulmonar marcadamente supe-
riores a los producidos por la cepa parental muerta por calor.
Asimismo, el mutante J/3 indujo niveles de IgA especifica anti-S.
pneumoniae medibles respecto al control, mientras que no se de-
tectaron niveles de este anticuerpo en los ligquidos de lavado de
animales inmunizados localmente con la cepa salvaje muerta por

calor.

La inmunizacién sistémica también indujo niveles medibles de
IgG anti-S. pneumoniae en liquido de lavado pulmonar, no obser-
vadndose diferencias apreciables entre los niveles producidos por
el mutante y aquellos inducidos por la cepa parental muerta por
calor. Sin embargo, ni el mutante ts J/3 ni la cepa de S. pneu-
moniae muerta por calor, indujeron niveles medibles de IgA en los
concentrados de liquido de lavado pulmonar de animales vacunados
sistémicamente. Nuevamente, al igual que en el caso de P. aeru-
dinosa, se establecen claras diferencias en el patrén de anti-
cuerpos producidos en respuesta a inmunizacién con mutantes ts

por via local respecto a sistémica.

En los grupo de ratones que fueron utilizados para determi-
nar si existian diferencias en la produccién de anticuerpos luego
de una, dos o tres inoculaciones con el mutante ts J/3, se reali-
zaron lavados pulmonares luego de la tercera inoculacién bacte-
riana, a fin de reconfirmar los resultados obtenidos en el patrén

de anticuerpos producidos luego de inmunizacién local y sistémica
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con el mutante ts. Sobre los concentrados de los liquidos de la-
vado obtenidos, se determiné la presencia de IgG e IgA especifica
anti-S. pneumoniae por ELISA. Los resultados obtenidos se mues-

tran en la Figura 31.
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Figura 31. Determinacién de anticuerpos liquido de lavado
pulmonar luego de inmunizacién i.p. e i.n. con el mutante ts
J/3. Cada barra representa la D.O. medida a 405 nm sobre

concentrados de liquidos de 1lavado pulmonar obtenidos de
grupos de 6 ratones de un experimento representativo.

Nuevamente, pudo observarse, que no existieron diferencias
en los niveles de IgG especificos medidos en liquidos de lavado
pulmonar obtenidos de animales inmunizados por ruta i.n. o i.p.,
siendo éstos en ambos casos muy altos. Los niveles de IgA espe-

cificos anti-S. pneumoniae detectados en concentrados de liquidos
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de lavado pulmonar de ratones inmunizados localmente con el mu-
tante J/3 fueron altamente diferentes al control. No se detecta-
ron niveles medibles de este anticuerpo en concentrados de liqui-

dos de lavado obtenidos de animales inmunizados sistémicamente.

3.28. DOSIS LETAL 50 PARA S. pneumoniae.

Se realizé un cultivo en medio liquido de la cepa salvaje
de S. pneumoniae, sin agitacién, a 37°C, hasta una D.O. 0.25 (1.6
x 108 UFc/ml). Con esa suspensién bacteriana se realizé el
desafio i.p. de ratones Swiss, machos y hembras, de 8 semanas de
vida. Las dosis administradas fueron: 1x 108, 1 x 107, 1 x 106 Y
1 x 10° UFC por animal. A los 10 dias del desafio se dié por
finalizado el experimento por no haber mortalidad. Este experi-
mento fue repetido observédndose los mismos resultados. En base a
estos resultados, se supuso que la cepa parental de S. pneumo-
niae habia perdido su cépsula de polisacidrido, a pesar de los
cuidados tomados para evitarlo. Por este motivo, se procedid a
pasar dicha cepa por ratones con el fin de estimular la expresién

de la cépsula.

3.29. PASAJE DE LA CEPA SALVAJE DE S. pneumoniae POR RATON.

Se realizé el procedimiento de pasaje de la cepa salvaje de
S. pneumoniae por ratones de la cepa Swiss con el fin de que el

microorganismo recuperara su virulencia en base a la propiedad de
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esta bacteria de elaborar cépsula in vivo. Para esto se realizd
un cultivo de S. pneumoniae hasta D.0.=0.45 (1 x 10° UFC/ml) y
con esa suspensién bacteriana se inocularon intraperitonealmente
los ratones. Luego de 4 horas se extrajo sangre de los animales
por puncién cardiaca y se cultivdé a 37°9C en estufa por 24 horas.
Posteriormente se sembrd en placas de agar sangre para el recuen-
to cuantitativo. Los resultados fueron negativos, no pudiendo

recuperarse microorganismos por este procedimiento.

Se observd que la cepa de S. pneumoniae utilizada en este
estudio, no recuperaba su virulencia con el tiempo. Esto fue
comprobado al inocular en sucesivos experimentos, ratones de la

cepa Swiss con este microorganismo.

Mediante el ensayo de la reaccién de Quellung, se comprobé
que tanto la cepa de S. pneumoniae parental utilizada en este es-
tudio, como los mutantes ts obtenidos a partir de la misma, per-
dieron la cépsula de polisacirido. En el caso de la cepa salvaje
de S. pneumoniae, dicha cipsula es la responsable de la virulen-
cla de este microorganismo, motivo por el cual, no pudieron rea-
lizarse los experimentos de proteccidén inducida por inmunizacién
con los mutantes ts obtenidos. Sin embargo, en base a los resul-
tados de anticuerpos medidos por ELISA luego de inmunizacién lo-
cal y sistémica con la cepa de S. pneumoniae muerta por calor y
con el mutante ts J/3, se demuestra la mayor capacidad inmunogé-

nica del mutante respecto a la cepa parental. Estos resultados
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permitieron elaborar una hipétesis respecto a la posible protec-
cién que inducirian los mutantes ts que perdieron su cipsula de
polisacérido contra el desafio por cepas capsuladas de S. pneumo-

niae. Este punto esti actualmente en estudio.

3.30. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LA POBLACION CELULAR DEL

PULMON MURINO LUEGO DE AEROSOLIZACION CON S. pneumoniae.

Se estudiaron 1los cambios en 1la poblacién celular del
pulmdén murino en respuesta a un aerosol que contenia 1x108 UFc/ml
de S. pneumoniae. La exposicién fue realizada a 22-24°C y a una
presién de agua relativa de -2 mm. Bajo estas condiciones, 5000
UFC de S. pneumoniae fueron recuperadas inmediatamente luego de
la exposicién, mediante cultivos realizados a partir de homogena-
tos de pulmén, en placas de agar tripticase soya suplementado con
sangre humana al 5%. Los homogenatos de pulmén fueron realizados
con 5 ml de agua destilada estéril para cada animal. Se utiliza-
ron grupos de ratones aerosolizados con P. aeruginosa como con-
troles positivos y grupos de animales aerosolizados con Staphylo-

coccus aureus como controles negativos, realiz&ndose los lavados

pulmonares a los mismos tiempos que los animales aerosolizados
con S. pneumoniae. Los resultados obtenidos se muestran en la

Tabla 18 (ver fotografias 4 y 5).

El nGmero de PMN recuperados siguié6 un patrén similar al de

S. aureus, mostrando marcadas diferencias en ambos casos respecto
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al nGmero de PMN recuperados luego del desafio con P. aeruginosa.

Tabla 18. NGmero de PMN recuperados luego del desafio.

N° DE PMN RECUPERADOS LUEGO DEL AEROSOL CON:

P. aeruginosa S. aureus S. pneumoniae
BASAL < 5.000 < 5.000 < 5.000
4 HORAS 2 X 106 < 5.000 < 5.000
24 HORAS 1.5 X 106 < 5.000 < 5.000

Fotografia 4. Células recuperadas por lavado pulmonar de ratones
desafiados con un aerosol de S. aureus. La gran mayoria de las
células eran macréfagos alveolares. Resultados similares se ob-
tuvieron por estudio de los liquidos de lavado de ratones desa-
fiados con S. pneumoniae (reproducida con permiso de la Dra. M.
C. Cerquetti).
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Fotografia 5. Células recuperadas por lavado pulmonar de ratones
desafiados con un aerosol de P. aeruginosa. La gran mayoria de
las células eran PMN (reproducida con permiso de la Dra. M. C.
Cerquetti).

3.31. ESTUDIO DE LA DEPURACION PULMONAR DE S. pneumoniae EN

RATONES LUEGO DE LA AEROSOLIZACION.

Este experimento fue realizado para estudiar la depuracién

de S. pneumoniae del pulmdédn murino luego aerosolizacién. Se rea-

1izé un cultivo de S. pneumoniae hasta D.O. = 0.45 en condiciones
estéandar. Con esa suspensién bacteriana se aerosolizaron rato-
nes de la cepa Swiss, durante 40 minutos. Inmediatamente 1luego

del aerosol bacteriano y a tiempos 2 y 4 horas, se sacrificaron
animales, se extrajeron sus pulmones y se realizaron los homoge-
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natos en agua destilada. Las suspensiones homogeneizadas fueron
sembradas en placas de agar sangre para recuento cuantitativo.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 32.
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Figura 32. Depuracién de S. pneumoniae del pulmédn murino.
Cada barra representa la mediana de grupos de 6 ratones de
un experimento representativo. (*) diferencia significativa
en la proporcién de S. pneumoniae no depurado (P < 0.001,
test de suma de rangos).

La cepa salvaje de S. pneumoniae fue depurada del pumén mu-
rino répidamente, en un periodo menor a las cuatro horas y con
una caida significativa en el nGmero de UFC/pulmén en las prime-

ras dos horas (P < 0.001, test de suma de rangos), con s6lo un 3%
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de bacteria remanente en pulmén a ese tiempo. En base a estos
resultados se infirié que la ripida depuracién del pulmén murino
de la cepa salvaje se debi6 a la pérdida de la cépsula de polisa-

clrido de esta bacteria.

3.32. ESTUDIO DE LA DEPURACION PULMONAR DE P. aeruginosa EN

RATONES LUEGO DE AEROSOLIZACION.

Este experimento fue realizado para estudiar la depuracién
de P. aeruginosa del pulmdédn murino luego aerosolizacién. Se rea-
1iz6 un cultivo de este microorganismo hasta D.0. = 0.90 en con-
diciones estéandar. La suspensién bacteriana que fue utilizada
para la nebulizacién, contenia 1.4x10°2 UFC/ml. Con dicha suspen-
si6én se realizé la aerosolizacién de ratones de la cepa Swiss,
durante 30 minutos. Inmediatamente 1luego del aerosol bacteriano
y a tiempo 4 horas, se sacrificaron animales, se extrajeron sus
pulmones y se realizaron los homogenatos en agua destilada esté-
ril. Las suspensiones bacterianas asi obtenidas fueron sembradas

en placas de TSA para recuento cuantitativo. Los resultados ob-

tenidos se muestran en la Figura 33.

Los recuentos obtenidos de 1las suspensiones sembradas a
tiempo cero indicaron que los animales recibieron 2.65x102 UFC en
pulmébn. La depuracién de P. aeruginosa del pulmén murino experi-
mentd una caida significativa (P < 0.001, test de suma de rangos)
a las cuatro horas del aerosol bacteriano. El porcentaje de bac-
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teria remanente en pulmén murino a las cuatro horas del desafio

fue de 17%.
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Figura 33. Depuracién de P. aeruginosa del pulmédn murino.
Cada barra representa la mediana de grupos de 6 ratones de
un experimento representativo. (*) diferencia significativa
en la proporcidén de P. aeruginosa no depurada (P < 0.001,
test de suma de rangos).

3.33. ESTUDIO DE LA DEPURACION PULMONAR DE S. aureus EN RATONES

LUEGO DE AEROSOLIZACION.

Este experimento fue realizado para estudiar la depuracién
de S. aureus del pulmén murino luego aerosolizacién. Se realizbé
un cultivo de este microorganismo hasta D.0.= 0.30 en condiciones
estandar. La suspensién bacteriana utilizada para la nebuliza-
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cién, contenia 1x108 UFC/ml. Con dicha suspensién se realizé la
aerosolizacibébn de ratones de la cepa Swiss, durante 30 minutos.
Inmediatamente luego del aerosol bacteriano y a tiempo 4 horas,
se sacrificaron animales, se extrajeron sus pulmones y se reali-
zaron los homogenatos en agua destilada estéril. Las suspensio-
nes bacterianas asi obtenidas fueron sembradas en placas de TSA
para recuento cuantitativo. Los resultados obtenidos se muestran

en la Figura 34.
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Figura 34. Depuracién de S. aureus del pulmdédn murino. Cada ba-
rra representa la mediana de grupos de 6 ratones de un experimen-
to representativo. (*) diferencia significativa en la proporcién
de S. aureus no depurado (P < 0.001, test de suma de rangos).

Los recuentos obtenidos de 1las suspensiones sembradas a
tiempo cero indicaron que los animales recibieron 2.3x104 UFC en

124



pulmén. La depuracién de S. aureus del pulmdédn murino experimen-
t6 una caida significativa (P < 0.001, test de suma de rangos
Wilcoxon) a las cuatro horas del aerosol bacteriano. El porcen-
taje de bacteria remanente en pulmén murino a las cuatro horas

del desafio bacteriano fue de 33%.

3.34. ESTUDIOS DE DESAFIO MIXTO CON P. aeruginosa Y S. aureus.

Con el objeto de determinar si existia interferencia de un
microorganismo gram-negativo sobre la exacerbacién de los meca-
nismos de defensa contra un microorganismo gram-positivo y vice-
versa, se inmunizaron ratones de la cepa Swiss con mutantes ts de
P. aeruginosa o de S. aureus. Se realizaron dos experimentos por
separado, utilizando un plan de trabajo similar. Este plan con-
sisti6é en tres inmunizaciones i.n. del mutante ts E/9/9 de P. ae-
ruginosa o del mutante ts 17 de S. aureus (1x10’ UFC), por ani-
mal, espaciadas entre si por siete dias. VeintiGn dias después
de la primera inoculacién con cada microorganismo, se realizé un
desafio por aerosol con una suspensién mezcla que contenia P. ae-
ruginosa y S. aureus. En el primer experimento, la relacién P.
aeruginosa/ S. aureus del aerosol desafiante fue de 1:1; mientras

que en el segundo experimento, esta relacién fue de 4:1.

Inmediatamente luego de la aerosolizacién y a las cuatro ho-
ras de la misma, se sacrificaron grupos de animales (6 ratones

por grupo), se les extrajeron los pulmones y se realizaron homo-
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genatos en agua destilada estéril. Posteriormente se realizaron
cultivos cuantitativos de los homogenatos y se determiné el ntGme-
ro total de UFC de P. aeruginosa y de S. aureus presentes. Los
resultados de estos experimentos se muestran en las Figuras 35 y

36.
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Figura 35. Desafio mixto con P. aeruginosa y S. aureus en
proporcién 1:1. Cada barra representa el porcentaje de la
proporciédn de bacteria remanente en pulmén a las 4 horas del
aerosol bacteriano. (*), diferencia significativa en el
porcentaje de P. aeruginosa remanente a las 4 horas respec-
to al control (P <0.05, test de suma de rangos).
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Figura 36. Desafio mixto con P. aeruginosa y S. aureus en
proporcién 4:1. Cada barra representa el porcentaje de 1la
proporcién de bacteria remanente en pulmén a las 4 horas del
aerosol bacteriano. (*), diferencia significativa en el
porcentaje de P. aeruginosa remanente a las 4 horas respec-
to al control y a los animales inmunizados con E/9/9 (P
<0.05, test de suma de rangos).

En ambos experimentos pudo observarse que el patrédn de depu-
racién de S. aureus fue similar, permaneciendo constante en ani-
males inmunizados con uno u otro mutante ts y en animales con-
trol. En el caso de P. aeruginosa pudo observarse que, en el
caso en que el aerosol desafiante contenia la misma proporcién de
este microorganismo que de S. aureus, la depuracibén se vié aumen-
tada en animales inmunizados con los mutantes ts. Cuando el ae-
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rosol desafiante contenia m&s Pseudomonas que Staphylococcus, la
depuracién en animales inmunizados con el mutante ts E/9/9 no
mostrd diferencias significativas respecto al control, mientras
que la depuracidédn en animales inmunizados con el mutante ts 17
resultd significativamente menor que en los otros dos grupos de

analizados.

Cuando la proporcién de P. aeruginosa: S. aureus aerosoliza-

da fue de 1:1, pudo observarse que la proporcién de Staphylococ-

cus remanente en los pulmones de ratones inmunizados con mutan-
tes ts y de animales control, resulté similar a la proporcién de
bacteria remanente cuando se aerosolizé S. aureus fGnicamente
(37% versus 33%). Este resultado indicaria que la presencia de
P. aeruginosa en baja proporcién no alteraria la depuracién pul-
monar de S. aureus, aGn en animales inmunizados. En el caso del
segundo experimento, donde la proporcién de P. aeruginosa: S. au-
reus fue de 4:1, la proporcidén de S. aureus remanente en los pul-
mones de los animales, resulté significativamente mayor que en el
caso de la depuracién de S. aureus Gnicamente (58% versus 33%).
En este caso, aparentemente, la presencia de P. aeruginosa esta-
ria afectando significativamente la depuracién de S. aureus del

pyulmén murino.

De ambos experimentos se concluye que la presencia y canti-
dad de P. aeruginosa pareceria influir en la depuracién pulmonar

de este microorganismo durante un desafio mixto con S. aureus.
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4. DISCUSION



4.1. DISCUSION

Las infecciones respiratorias agudas constituyen una de las
principales causas de mortalidad infantil, y causan la muerte de
4,5 millones de nifios cada afio, con mdxima incidencia en paises
en vias de desarrollo y subdesarrollados. Los responsables de
estas muertes son tanto patégenos virales como bacterianos. Los
neonatos y los nifios hospitalizados constituyen los dos grupos
con mayor riesgo. En los infantes, las infecciones ocurren con
mayor frecuencia, tienden a ser mis severas y a durar mas tiempo.
Ademds de las infecciones que aparecen en estos grupos infanti-
les, existen otras no menos graves asociadas a nifios con al menos
una condiciébn predisponente, como por ejemplo fibrosis quistica,
anomalias congénitas de varias clases, especialmente cardiacas y
pulmonares, inmunodeficiencias congénitas y enfermedades malig-

nas, entre otras (37).

Datos epidemioldgicos revelan que S. pneumoniae y Haemophi-

lus jnfluenzae son los agentes etiolégicos m&s comunes en nifios
con neumonia tipica (38). En los huéspedes con compromiso de sus
defensas pulmonares se observa una alta incidencia de bacilos
gram-negativos, especialmente P. aeruginosa y enterobacterias.
La frecuencia relativa de las infecciones respiratorias nosoco-
miales representan un 16%, siendo P. aeruginosa, S. aureus y

Klebsiella sp. las especies m&s frecuentemente aisladas (36).
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En este trabajo de investigacién se puso especial énfasis en
el estudio de las infecciones respiratorias agudas provocadas por
dos microorganismos en particular: P. aeruginosa y S. pneumo-
niae, con el fin Gltimo de contribuir al logro de métodos inmuno-
profildcticos apropiados para el tratamiento del grave problema
que representan las neumonias bacterianas en paises aGn no

desarrollados.

La eficacia de la vacunacién para prevenir la infeccién por
P. aeruginosa ha sido probada en diferentes modelos animales, asi
como también en seres humanos, con diferente grado de éxito (70).
Basados en los conocimientos actuales sobre la patogénesis de las
infecciones por este microorganismo, no ha podido establecerse
con certeza aGn qué antigeno o combinacién de ellos es capaz de
proveer la mayor proteccién contra esta bacteria. Por este moti-
vo, la conservacién de la mayor cantidad de antigenos bacterianos
en la composicidédn de una vacuna podria ser fundamental para pro-
mover una respuesta favorable del huésped contra las infecciones
por P. aeruginosa. Asi, entre los inmunégenos probados, nosotros
hemos utilizado cepas de P. aeruginosa que contienen una fGnica
mutacién ts como prototipos de una vacuna viva atenuada (77-79,
98,99). Una vacuna a gérmen vivo contiene todas las determinan-
tes antigénicas del patégeno, resultando por lo tanto un candida-
to promisorio para ser utilizado en la prevencién de las infec-
ciones contra P. aeruginosa. Vale la pena recordar el axioma que

asegura que la infeccién natural confiere la mejor proteccién en
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comparacién con cualquier otro inmunégeno.

Aunque existen varias vacunas que llegaron a ser patentadas,
no existe hasta el presente ningin producto de probada utilidad
practica para prevenir las infecciones por P. aeruginosa. Res-
pecto a las vacunas actualmente disponibles, varias son las des-
ventajas que é&stas presentan. Puede por ejemplo citarse las
reacciones adversas que ocasiona, producto de su reactogenicidad,
la preparacién a base de lipopolisacdrido bacteriano (Pseudogen):
estados febriles, induraciones en el sitio de 1la inoculacién,
dolor, malestares generales, etc., son algunos de los sintomas
mis frecuentes que presentan los individuos vacunados (70). Otro
de los problemas asociados a las vacunas disponibles es que no
brindan una proteccidén duradera, o no brindan niveles reproduci-
bles de proteccién. Los pacientes cancerosos, por ejemplo, re-
sultan ser los mis sensibles a la vacunacién. Mientras algunas
de estas vacunas producen un aumento de la sobrevida y reducen la
incidencia de septicemia en los individuos vacunados, otras no
disminuyen significativamente la incidencia de infeccién ni ofre-
cen proteccién contra la infeccién bacteriémica. En cualquiera
de los casos no existen conclusiones firmes respecto a la utili-
dad de ninguna de estas vacunas (70).

Un punto importante para discutir es la causa de la eleccién
de la inmunizacién local para la construcciédn de la vacuna a gér-

men vivo. Varlos fueron los ensayos ya realizados con el método
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de inmunizacién sistémica y muy poco alentadores los resultados
obtenidos, principalmente a causa de la corta duracién de la in-
munidad que confiere. Dunn y Kamp estudiaron la depuracién pul-
monar de la cepa salvaje de P. aeruginosa luego de haber realiza-
do inmunizaciédn sistémica con el microorganismo muerto. Se uti-
lizaron en el trabajo ratones normales y ratones granulocitopéni-
cos. Los resultados mostraron que si bien existia un aumento
significativo en la depuracién pulmonar en huéspedes normales, la
inmunizacién sistémica no ofrecia beneficio alguno a huéspedes
granulocitopénicos (100). Algo semejante ocurrié con los pacien-
tes con fibrosis quistica, en donde ademds se observaron un niime-
ro de reacciones adversas luego de la inmunizacién sistémica
(101). M&s alGn, existe evidencia indirecta que la inmunizacién
sistémica puede ser netamente perjudicial pués favorece la forma-
cibén de inmunocomplejos, cuyo depésito en pulmédn agravaria la en-
fermedad respiratoria, lo que podria llegar a producir la muerte

del paciente (102).

Pennington y Kuchmy sugirieron que la inmunizacién sistémica
es suficiente para proveer opsoninas locales adecuadas contra P.
aeruginosa durante la neumonfia aguda (103). Como los autores
muestran, esto ocurre siempre y cuando se establezca un fendémeno
inflamatorio pulmonar que desencadene el pasaje de opsoninas de
circulacién a las vias aéreas. El criterio de estos autores es

brindar defensas una vez que comenzd la invasién por P. aerugi-

nosa del tracto respiratorio. Este criterio no es compartido por
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nuestro grupo de investigacién, como discutiremos m&s adelante.

La inmunizacién local pulmonar, inducida con una gran varie-
dad de antigenos en humanos normales y en animales, mostré exce-
lentes respuestas de Ac en las secreciones respiratorias. La
respuesta inmune, evaluada en estas secreciones luego de la in-
munizacién local, a menudo es superior a la respuesta concomi-
tante en suero, y la inmunizacién sistémica es a menudo menos
eficiente en la produccién de una respuesta de Ac en secreciones
pulmonares (104). La estimulacién de las defensas locales contra
patbégenos respiratorios y entéricos por el agente vivo, ya sea a
través de infeccidén natural o a través de inmunizacién con una
cepa atenuada, ha sido reconocido como el mds efectivo inductor
de inmunidad duradera (105). Esta hipbtesis de trabajo se ve co-
rroborada por los recientes adelantos en el desarrollo de vacunas

para enfermedades entéricas como el célera (106).

La potencialidad de los mutantes ts bacterianos ha sido am-
pliamente investigada y la eficacia de tales cepas para inducir
proteccién contra el desafio por la cepa virulenta ha sido esta-
blecida. Las cepas ts ofrecen varias ventajas especificas sobre
otras cepas atenuadas, ya sea por medios genéticos o fisicoquimi-
cos. En primer lugar, los mutantes ts con lesiones en genes que
codifican para productos esenciales no pueden crecer a la tempe-
ratura restrictiva en ningGn ambiente nutricional pues no tienen

manera de corregir el defecto de la mutacién. En segundo lugar,
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los antigenos de superficie permanecen intactos y la inmunogeni-
cidad no est& comprometida. Tercero, el método utilizado para
aislar mutantes ts puede ser manipulado para producir cepas que
replican hasta un grado limitado (mutantes de replicacién limita-
da) en la vacuna, reproduciendo de esta manera los estadios ini-
ciales de la infeccién natural y prolongando la estimulacién del

sistema inmune.

Un problema potencial, inherente a la cepas bacterianas ts
es la posibilidad de reversidn, es decir, el peligro de aparicién
de un nGmero significativamente alto de organismos virulentos
(revertantes), que pongan en riesgo la utilizacién de estos mu-
tantes en humanos. E1l problema de la inestabilidad genética pue-
de ser superado mediante una combinacién en una cepa de dos o més
mutaciones de idéntico fenotipo, produciendo de esta manera, una
reduccién de la frecuencia de reversidn hasta niveles no signifi-
cativos (10‘21) (78). Es decir, que estos mutantes ts pueden de-
nominarse "verdaderos", diferenci&ndose claramente de aquellos

mutantes auxotré6ficos a determinadas temperaturas.

Los estudios de permanencia nasofaringea, tanto de la cepa
salvaje de P. aeruginosa como de las cepas mutantes D/1/8 y
E/9/9, indicaron que, en ambos casos, é&sta no superaba los 14
dias. M&s aGn, los mutantes ts permanecieron sélo 7 dias en
dicha cavidad, no hallédndose diferencias significativas entre

mutantes de los dos fenotipos estudiados. Este corto lapso de
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permanencia del microorganismo en la cavidad de inoculacién per-
mite asegurar que los mutantes ts no producen infeccién local en
la zona. Tampoco se observaron signos clinicos compatibles con
algin tipo de infeccién en los animales de experimentacién. Es
decir, se demostrd que la permanencia de los mutantes ts en 1los
canales aéreos superiores es transitoria, sin signos de enferme-
dad o peligro tanto en ratones normales como en granulocitopéni-
cos. Esto es de gran importancia pues si un mutante ts de P.
aeruginosa va a ser utilizado como vacuna viva, podria reque-
rirse que la colonizacién en huéspedes normales fuese limitada.
M&s aGn, si la granulocitopenia se desarrollara &ntes que los mu-
tantes ts administrados como vacuna sean depurados, éstos serian

eventualmente eliminados.

Asimismo, la permanencia de los mutantes ts en el tracto
gastrointestinal también resulté transitoria. El hecho que 1los
mutantes ts hallan sido encontrados en heces demuestra gque una
parte del inéculo administrado por ruta i.n. fue deglutido por
los animales y alcanzd el tracto gastrointestinal bajo. Asi, 1la
inmunizacién i.n. estimularia no s6lo la inmunidad respiratoria
local sino que podria a su vez impactar el tejido linfoide aso-
ciado a intestino (GALT). Adn debe ser dilucidado hasta qué pun-
to la estimulacién del GALT con mutantes ts de P. aeruginosa po-
dria conducir a protecciédn contra el desafio intrapulmonar con la
cepa virulenta, pero la inmunizaciédn oral de ratones normales con

los mismos mutantes ts produce un aumento de la depuracién de la
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cepa virulenta de pulmén (21).

Teniendo en cuenta el tiempo de permanencia intranasofarin-
gea, se disefiaron los planes de inmunizacién. Se compararon tres
planes de inmunizacién para determinar cuil era el m&s efectivo
para ser posteriormente utilizado en experimentos de inmuniza-
cién. Asi, se repitié la inoculacién i.n. a fin de asegurar ni-
veles de protecciédn significativos. Este plan de inmunizacién
fue utilizado en un estudio anterior, y se demostré que puede in-
ducir un aumento de los mecanismos de defensa pulmonar en anima-

les normociticos (81).

Mediante el estudio del tiempo de permanencia esplénica de
los mutantes D/1/8 y E/9/9 en huéspedes predispuestos a las in-
fecciones por P. aeruginosa, pudo comprobarse que no existe ries-
go aparente de infeccién pues no se encontraron diferencias sig-
nificativas respecto a los huéspedes normales. Para asegurar la
inocuidad de los mutantes ts se realizaron inoculaciones de gran-
des dosis i.p. de ambos mutantes ts a ratones tratados con ciclo-
fosfamida y controles. Los resultados demostraron que la perma-
nencia de D/1/8 y E/9/9 en bazo es de corta duracién aGn en hués-
pedes predispuestos, con lo que se demuestra que las mutaciones
en estudio no son auxotréficas, sino que se trata de mutaciones
ts verdaderas. En ambos casos ensayados, la supervivencia resul-
té del 100%, confirmando la anterior afirmacién que no se produ-

cirian microorganismos revertantes a partir de los mutantes ts.
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Como se discutié anteriormente, el plan de inmunizacién i.n.
con los mutantes D/1/8 y E/9/9 se establecié6 en base al tiempo de
permanencia intranasofaringea previamente determinado. Por esta
causa, en los ensayos de proteccién, los animales recibieron tres
in6culos de los mutantes ts previos al desaffo con la cepa salva-
je de P. aeruginosa. Este experimento de proteccién inducida por
inmunizacién i.n. con los mutantes, permitié6 observar que el mu-
tante de replicacién limitada (E/9/9), confirié mayor proteccién
que el mutante no replicante (D/1/8), aGn a las dosis de inmuni-

zacién mas bajas.

La verdadera causa de la potencialidad protectiva de los mu-
tantes de distinto fenotipo en estudio no esti& integramente cono-
cida. El leve incremento en el nGmero de UFC del mutante ts
E/9/9 recuperadas luego de vacunacién i.n. no explica la signifi-
cativamente superior proteccién inducida por este mutante de re-
plicacién limitada respecto a la proteccion inducida por D/1/8,
el mutante que no se replica in vivo. Sin embargo, se cree que
la ventaja del mutante de replicacién limitada sobre el mutante
no replicante en la induccién de proteccién podria residir en la
habilidad del primero para replicarse limitadamente in vivo (78,
107), permitiendo de esta manera la expresién de determinantes
antigénicos solamente sintetizados durante el crecimiento en ese
ambiente, aunque no pueden descartarse otras posibles explicacio-

nes.
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Por ejemplo, aGn no se sabe si alguno de los mutantes o am-
bos producen cantidades equivalentes de factores de virulencia
importantes en la patogénesis de la cepa virulenta. M&s atn, no
se conoce si estos mutantes ts producen alguno de los factores
de virulencia a la temperatura no permisiva, ya sea in vitro o in
vivo. Adem&s, en principio, E/9/9 tiene la capacidad de repli-
carse por aproximadamente 5 generaciones luego de la transferen-
cia a la temperatura no permisiva (in vitro) o a la temperatura
corporal del ratén (in vivo) (98). De esta forma, la mayor pro-
tecciébn conferida por E/9/9, podria estar dada por el simple he-
cho que habr& un mayor nGmero de microorganismos del fenotipo
"replicante limitado" que del "no replicante". Asi, seria un
efecto semejante al que se lograria simplemente inoculando una
dosis mayor del microorganismo. Esta explicacién habla de 1los
aspectos cuantitativos de los antigenos de superficie. Los re-
sultados del ensayo de protecciédn por inmunizacién con D/1/8 o
con E/9/9 corroboran los trabajos previos de Morris Hooke y col.
(98), quien demostrd que E/9/9 induce mejor inmunidad que el
fenotipo no replicante (D/1/8). El mutante ts de replicacién
limitada indujo 1la formacién de niveles significativamente mas
altos de Ac séricos en comparacién con el mutante no replicante

(98) .

Aquellos animales que en el experimento de proteccién in-
ducida no resultaron protegidos, murieron por pneumonia causada

por P. aeruginosa, como pudo verificarse al examinar sus pulmo-
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nes, los cuales mostraban lesiones hemorrigicas confluyentes en
la mayor parte de la superficie pulmonar. Si bien el mutante
E/9/9 confirié proteccién a las dosis baja y media, se observd
que con la dosis mayor (108 UFC) los animales no resultaban pro-
tegidos (mortalidad del 75%). Esta disminucién en la proteccién
inducida por altas dosis podria estar reflejando la generacién de
un mecanismo de inflamacién localizada que, por sus caracteris-
ticas agudas, haya conducido a la muerte de los animales. A este
respecto debe hacerse referencia a varios hechos. El primero es
que un fendmeno semejante se observé luego de la inmunizacién
i.p. y posterior desafio por la misma via con E/9/9 (77). Los
autores sugirieron que podria deberse a un fenémeno semejante a
una reacciébn de Schwartzman, aunque no profundizaron en una ex-
plicacién de su mecanismo. Otro hecho importante es que antige-
nos de P. aeruginosa pueden inducir un fenémeno de Arthus en el
ratén (108), es decir, dafio de tejido mediado por acumulacién de
inmunocomplejos. Por Gltimo, existen evidencias que en el hom-
bre, pueden producirse enfermedades pulmonares con marcado dafio
de tejido a través de una reaccién de Arthus. Los pacientes que
presentan niveles séricos elevados de Ac contra Aspergillus o
contra los mohos usados para la produccicéh de quesos, sufren le-
siones pulmonares graves localizadas del tipo de Arthus, luego de
la inhalacién de estos hongos o sus esporas. Las alteraciones
producidas en un fenémeno de Arthus se manifiestan como inflama-
cién local y eritema, produciéndose luego hemorragias puntifor-

mes. Macro y microscépicamente la reaccién de Arthus se asemeja
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a la reaccién de Schwartzman, en la cual las lesiones inflamato-
rias hemorrdgicas y necréticas son provocadas por endotoxinas de

bacterias gram-negativas (109).

En los experimentos descriptos en este trabajo, no pueden
ser ignoradas dos posibles causas respecto al agravamiento de 1la
enfermedad pulmonar luego del desafio por aerosol. Una de ellas
es el desarrollo de dafio pulmonar ocasionado por ciclofosfamida
(110). La induccién de dafio a los pulmones ya injuriados por ci-
clofosfamida por por parte de la cepa salvaje de P. aeruginosa,
podria favorecer la mortalidad en ratones inmunizados con altas
dosis de E/9/9. Otra posibilidad es que cantidades significati-
vas de IgG "local" estuvieran presentes en los pulmones de rato-
nes inmunizados i.n. con altas dosis de mutantes ts. El desafio
por aerosol con altas dosis de P. aeruginosa virulenta podria a-
traer en los pulmones en forma conjunta cantidades considerables
de anticuerpo y antigeno, disparando una reaccién local tipo III.
Sin embargo, la contribucién, de existir, de estos dos mecanismos
a la incrementada mortalidad observada a muy altas dosis inmuni-

zantes en este modelo murino, permanece indeterminada.

La vacunacién i.n. con ambos mutantes ts de P. aeruginosa
confirié una proteccidén significativamente superior a la otorgada
por inmunizacién i.p.. En trabajos previos realizados por otros
autores, se demostrd que la inmunizacién sistémica aumentaba 1la

depuracién pulmonar de P. aeruginosa en ratones desafiados por
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instilacién transtraqueal. La inactivacién mediada por anticuer-
pos de los microorganismos en los pulmones de estos ratones re-
quiere una reaccién local inflamatoria, permitiendo a la IgG cir-
culante alcanzar los canales aéreos inferiores. Los microorga-
nismos encontrarian muy pocos impedimentos para crecer sobre la
superficie del epitelio respiratorio si los anticuerpos no estu-
vieran presentes en las secreciones pulmonares. De hecho, la in-
munizacién sistémica no altera la depuracién pulmonar de P. aeru-
ginosa administrada en pequeia cantidad, lo cual induce sélo una
respuesta inflamatoria suave (79,86). Mas aGn, los anticuerpos
circulantes no resultarian efectivos hasta después que la infec-
cién hubiese progresado. Recientemente, Johansen y Hoiby, reali-
zaron experimentos inmunizando ratas intratraquealmente con P.
aeruginosa sonicada para inducir una alta respuesta de anticuer-
pos sistémicos y locales. Los resultados obtenidos por estos au-
tores mostraron altos niveles de IgA en saliva, detectando sélo
trazas de IgG, mientras que en suero los resultados fueron los

opuestos: altos niveles de IgG y trazas de IgA (111).

Nuestra hipétesis es que los anticuerpos anti-P. aeruginosa
producidos luego de inmunizacién local pero no luego de inmuniza-
cién parenteral, en el tracto respiratorio, neutralizarian las

relativamente pocas P. aeruginosa que pudieran ganar acceso a los

canales aéreos inferiores luego de exposicién natural, previnien-
do de esta forma la colonizacién. Grandes dosis de P. aeruginosa

o el crecimiento de un pequefio inéculo inducirian inflamacidén y
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atraerian anticuerpos circulantes a los canales aéreos inferio-
res, pero esto significaria gue la infeccién ya ha comenzado en
el huésped comprometido, una situacién que podria prevenirse por
inmunizacién local. Una vez que llegan al pulmén de un individo
con una situacién predisponente un nimero de P. aeruginosa capaz
de desencadenar una respuesta inflamatoria, perderfia sentido el
valor de la inmunizacién sistémica. En este estadio de la infec-
cidén seria mas conveniente, por ejemplo, inmunizar pasivamente al
huésped (112,113). La prevencién de la colonizacién respiratoria
por vacunacién local podria beneficiar grandemente a los pacien-
tes con fibrosis quistica, que aGn no est&n colonizados con este
microorganismo. Mediante inmunizacién local por aerosolizacién
puede producirse un aumento de los mecanismos especificos de de-

fensa pulmonar contra P. aeruginosa (79).

En estudios previos se demostré que la inmunizacién i.n. con
mutantes ts de P. aeruginosa induce un aumento de la depuracién
de la cepa salvaje virulenta de los pulmones de ratones normales
(98,114). Con 1los resultados expuestos anteriormente en este
trabajo se ha demostrado que la inmunizacién local con los mutan-
tes ts de P. aeruginosa aumenta la protecciédn contra la infeccién
con la cepa salvaje en ratones granulocitopénicos. Se realizaron
experimentos para proveer informacién respecto a la importancia
relativa de los anticuerpos locales y sistémicos en la proteccién
inducida por administracién de mutantes ts a ratones a través de

diferentes rutas.
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Las inmunoglobulinas A y G son importantes constituyentes
del fluido subyacente del tracto respiratorio inferior, mientras
que la IgM, si es detectada, estd presente en baja proporcién.
Como se ha descripto anteriormente, la inmunoglobulina A es pro-
ducida in situ por las células residentes del sistema inmune lo-
cal en respuesta a estimulacién local, aunque existe evidencia
que la induccién de la inmunidad de mucosas puede ocurrir luego
de estimulacién de otros tejidos mucosos distantes (8,20,21,115,
116) o en la vecindad de tejido mucoso (42). La IgG en las se-
creciones del tracto respiratorio inferior puede provenir de dos
fuentes potenciales: i) transudaciédn desde plasma a través de la
interfase sangre-aire (117), y 1ii) sintesis 1local por células
plasmdticas intrinsecas al pulmén, localizadas en o debajo de la
submucosa, o de linfocitos libres en la luz de los canales aéreos
(118) . Aungue la mayoria de la IgG hallada en el fluido de lava-
dos broncoalveolares de humanos normales probablemente se origina
en suero, otros estudios indican que la IgG sérica no se moveria
dentro del fluido pulmonar subyacente en cantidades apreciables a
menos que ocurriera una reaccién inflamatoria (8). La presencia
de células secretoras de IgG en lavados bronquialveolares (96) y
nuestros resultados con células secretoras de IgG anti-P. aerugi-

nosa en nddulos linfaticos locales confirma, sin embargo, que una

proporcién de IgG es sintetizada localmente en el pulmén. Esta
hipétesis es reforzada por el hallazgo que la inmunizacién intra-
tragueal con antigenos timo-independientes induce la aparicién de

células formadoras de placas en el pulmén y en nédulos linfaticos
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hiliares, y que la inflamacién tal como la inducida por las con-
diciones de nuestros experimentos (86), aumenta la induccién de

estas células formadoras de anticuerpos (119).

Las contribuciones de IgG e IgA en las secreciones del trac-
to respiratorio a la defensa del pulmén probablemente varie de a-
cuerdo al patégeno encontrado en el &rea. La inmunoglobulina A,
por ejemplo, puede ser importante en la prevencién de la adheren-
cia de virus y bacterias a células epiteliales, mientras que 1la
IgG es ma&s probable que esté involucrada en opsonizacién y, en
menor grado, la lisis mediada por complemento. Ambas inmunoglo-
bulinas podrian ser responsables de la neutralizacién de toxinas
producidas por varios patbgenos bacterianos y la inactivacién de
otros factores de virulencia tales como flagelos. Estudios sobre
los mecanismos para la depuraciédn pulmonar de P. aeruginosa han
provisto evidencia sobre la importancia de la opsonofagocitosis
que involucra leucocitos polimorfonucleares (PMN) e IgG (120,
121). Poco es sabido respecto a la contribucién de la IgA a la
proteccién contra la infeccién pulmonar por P. aeruginosa, sin
embargo, los resultados antes expuestos mostraron que la protec-
cién puede ser inducida en ratones granulocitopénicos y estudios
previos indicaron que la depuracién pulmonar de P. aeruginosa
puede ser mantenida en ratones C5-deficientes (81). Estos resul-
tados podrian sugerir la participacién de otros mecanismos dife-
rentes a aquellos mediados por IgG. El hecho que la IgA-S juega

un rol protectivo contra la infeccién bacteriana es indiscutido.
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Ademds de prevenir la adherencia de microorganismos a cé&lulas e-
piteliales, la IgA puede también participar en los mecanismos de
defensa de la mucosa pulmonar mediante una transformacién de 1lin-
focitos y células fagociticas en células citotédxicas especificas
contra bacterias (122). Los mecanismos involucrados en la pro-
teccién mediada por IgA, sin embargo, permanecen muy poco conoci-

dos y necesitan una mas intensa investigacién.

Los ratones inmunizados por ruta i.p. con los mutantes ts
E/9/9 y D/1/8 respondieron con niveles significativos de IgG an-
ti-p. aeruginosa tanto en suero como en secreciones del tracto
respiratorio inferior; ratones inmunizados en forma similar, en
experimentos previos, sucumbieron al desaffio por aerosol con la
cepa salvaje virulenta. En contraste, los ratones inmunizados
intranasalmente con los mutantes ts resultaron protegidos del de-
safio, y estos animales tenian, ademis de IgG respiratoria local,
niveles significativos de IgA-S. La posibilidad que la IgG, ya
sea producida localmente o importada por transudacién, pudiera
contribuir a la eliminacién de P. aeruginosa del tracto respira-
torio no puede ser ignorada, pero el hecho que los ratones inmu-
nizados por ruta i.p., con altos niveles tanto de IgG sérica como
respiratoria, no son protegidos, podria sugerir que esta IgG es
insuficiente o bien menos eficiente que la IgA inducida por in-
munizacién i.n. La IgA podria funcionar previniendo la adheren-
cia de los organismos al epitelio respiratorio, permitiendo 1la

opsonizacién por IgG y la depuracidén subsecuente por los macréfa-
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gos alveolares residentes, o bien esta inmunoglobulina podria ar-
mar linfocitos y macré6fagos alveolares, volviéndolos citot6éxicos
contra el microorganismo. E1l mecanismo preciso a través del cual
la inmunoglobulina A puede producir el aumento de las defensas
pulmonares contra P. aeruginosa luego de inmunizacién local, sin

embargo, debe atin ser dilucidado.

Los experimentos discutidos anteriormente se llevaron a cabo
con ratones de la cepa Swiss adultos (ocho semanas de vida).
Estd bien establecida la susceptibilidad existente a ciertas in-
fecciones bacterianas en dependencia con la edad, y se ha sugeri-
do que el principal determinante en el establecimiento de estas
infecciones es una respuesta inflamatoria inmadura (97). Asimis-
mo, se sabe que la principal causa de mortalidad infantil en re-
cién nacidos y en infantes prematuros es la infeccién bacteriana
(123). Estudios realizados en humanos recién nacidos han mostra-
do que los leucocitos PMNs tienen una expresién reducida de re-
ceptores C3bi en su superficie (124) y exhiben una quimiotaxis
disminuida (125), la cual permanece marcadamente deprimida hasta
los dos afios de edad (126). MA&s aGn, la quimiotaxis de los PMNs
aumenta pero permanece significativamente mis baja que en adultos
hasta los 16 afios, sugiriendo que la maduracién de la movilidad
de los PMNs es un proceso de larga duracién. Estudios realizados
en ratén han demostrado que la depuraciédn bacteriana del pulmén
infectado 12 y 24 horas después del nacimiento se ve severamente

reducida, y que la migracién de los PMNs a los canales aéreos se
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halla dificultada (127). Adem&s, los altos porcentajes de infec-
cién observados en infantes prematuros y nifios recién nacidos,
podrian ciertamente estar relacionados con la migracién dificul-
tada de PMNs. Sin embargo, no se sabe en qué momento del desa-
rrollo la depuracién bacteriana del pulmédn humano o animal, al-
canza el nivel normal. Por este motivo, se realizaron experimen-
tos en un modelo murino para determinar por cuinto tiempo la de-
puracién bacteriana permanecia reducida. Se utilizé P. aerugino-
sa como organismo infectante, ya que se sabe que la depuracién de
esta bacteria del huésped es altamente dependiente del nGmero y

funcién de los PMNs (45).

Los resultados obtenidos mostraron que la proporcién de P.
aeruginosa no depurada de pulmén de ratones Swiss de 10 dias de
edad fue significativamente superior a la de animales de 35 dias.
Al mismo tiempo se observé que la migracién de PMNs a las vias
aéreas de animales de 10 dias estaba significativamente disminui-
da en comparacidén con la de ratones de 35 dias. Se encontraron
diferencias significativas similares en la proporcién de P. aeru-
ginosa no depurada y en el nimero de PMNs presentes en pulmén de
ratones de 20 dias respecto a animales de 35 dias. Estos resul-
tados fueron obtenidos con ratones de la cepa Swiss C5- sufi-
cientes. Resultados similares fueron obtenidos utilizando rato-
nes C5-deficientes de la cepa DBA/2, de 20 y 35 dias de edad

(128).
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Aproximadamente el 40% del inéculo de P. aeruginosa fue de-
purado de los pulmones de ratones de 35 dias. En ratones DBA/2
CS5-deficientes, de la misma edad, la depuracién fue menor: el nG-
mero de organismos encontrados 4 horas después del desafio no di-
firié del nGmero presente en el inbéculo inicial, transformando 1la
depuracibén bacteriana en cero, probablemente debido al bajo nfime-
ro de PMNs encontrado en los lavados pulmonares de ratones C5-de-
ficientes (128). Tales diferencias entre ratones CS5-suficientes
y C5-deficientes también fueron observadas en animales de 20 dias
de edad. Sin embargo, la dependencia con la edad de la propor-
cién de P. aeruginosa no depurada fue significativa en ambas ce-
pas de ratones. Estos resultados muestran que la depuracién pul-
monar de P. aeruginosa y la migracién de PMNs permanecen altera-
das hasta los 20 dias posteriores al nacimiento. No se halla-
ron diferencias significativas entre ratones de 35 dias y adul-

tos, ni en la depuracién pulmonar ni en la migraciém de PMNs

(128).

Para estimar el nfimero total de PMNs en pulmén se midié6 1la
actividad de MPO en los sobrenadantes de los homogenatos de pul-
mén. En los animales no desafiados, la actividad de esta enzima
fue menor que 1.0 U/g de tejido pulmonar. Luego del desafio por

aerosol con P. aeruginosa, la actividad de MPO se incrementé sig-

nificativamente en los pulmones de ratones de 35 dias de edad,
pero permanecié inalterada en animales de 20 dias. Estos resul-

tados mostraron nuevamente que la migracién pulmonar de PMNs en
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ratones de 20 dias estaba significativamente disminuida. Los re-
sultados obtenidos al medir el nGmero de PMNs en muestras de san-
gre periférica de ratones de 10, 20 y 35 dias mostraron que el
nGmero total de PMNs era significativamente menor en animales de
10 dias respecto a los de 35 dias. Sin embargo, no se hallaron
diferencias en el nGmero de PMNs circulantes en ratones de 20 y
35 dias. Los bajos numeros de PMNs circulantes podrian haber
contribuido a limitar el nGmero de PMNs presente en los liquidos
de lavado pulmonar de ratones de 10 dias pero no en animales de

20 dias de edad.

Los resultados obtenidos permitieron concluir que la depura-
cién pulmonar de P. aeruginosa en respuesta a un aerosol desa-
fiante, resulté menor en ratones de 10 y 20 dias de edad y que
esta deficiencia estaba acompafiada por una disminucién en la mi-
gracién de PMNs a las vias respiratorias bajas. Asimismo, se
observé que la respuesta quimiotadctica de PMNs al oligopéptido
sintético N-formyl-methionyl-leucyl-phenyalanine (FMLP) estaba
disminuida en animales de 20 dias de edad, y se ha relacionado

este hecho con una respuesta dependiente de la edad (128).

Gran parte de nuestro conocimiento sobre la patogénesis de
la infeccién pulmonar humana por P. aeruginosa ha provenido de
datos experimentales obtenidos a partir de una gran variedad de
modelos animales (129). Este microorganismo no causa neumonia en

roedores a menos que exista una condicién predisponente. Como se
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ha demostrado en los experimentos realizados en este trabajo, 1la
falla en la depuracién de P. aeruginosa dentro de las 4 horas
posteriores al desafio por aerosol, no es suficiente para permi-
tir una franca infeccién en ratones jé6venes, probablemente debido
a que las funciones de los PMNs, aunque significativamente dismi-
nuidas, no estan suprimidas en animales sanos. Como la ontogenia
de las defensas pulmonares antibacterianas podrian seguramente
diferir en duracién entre humanos y roedores, es bastante dificil
establecer una comparacién directa entre ellos. Se sabe que la
respuesta inmune humana contra antigenos polisacaridicos no madu-
ra completamente hasta los dos afios de edad, mientras que la res-
puesta inmune de ratén ya estd completamente madura a 1las ocho
semanas de vida (130). Como los experimentos que se describen en
este trabajo fueron realizados en un modelo animal, se requieren
mis estudios en humanos para poder asegurar 1la duracién de 1la
afeccidén madurativa encontrada en las defensas pulmonares infan-

tiles contra las infecciones bacterianas.

Como se mencioné anteriormente, el principal objetivo de
este trabajo de investigacién fue desarrollar métodos que con-
tribuyan a 1la prevencién y tratamiento del grave problema que
representan las neumonias bacterianas. Las infecciones del trac-
to respiratorio bajo, comunmente clasificadas como brongquitis o
neumonia, estin asociadas con una extremadamente alta morbilidad
en la comunidad, asi como con una alta mortalidad en aquellos

pacientes que requieren hospitalizacién. Por tal motivo, estas
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infecciones resultan una gran carga, tanto econémicamente como en
el uso de los servicios de salud (131). Asimismo, se sabe que
las infecciones bacterianas constituyen una complicacién bien
establecida del sindrome de inmunodeficiencia humano (SIDA). Los
mecanismos de defensa comprometidos del huésped, incluyendo 1la
pérdida de 1la integridad de mucosas, defectos en la inmunidad
humoral y celular y anormalidades cuali o cuantitativas de 1los
leucocitos, pueden predisponer a pacientes infectados con el
virus HIV a infecciones por P. aeruginosa (132). El Centro para
el Control de Enfermedades (CDC, Atlanta, EEUU) ha recomendado
que, debido a una susceptibilidad altamente incrementada a 1la
infeccién por S. pneumoniae, todas las personas infectadas con el
virus HIV reciban la vacuna anti-neumocéccica existente en el

mercado (133).

Tomando como base los resultados anteriomente discutidos con
mutantes ts de P. aeruginosa y con la informacién obtenida res-
pecto a la importancia relativa de los anticuerpos locales y sis-
témicos en la protecciédn inducida por inmunizacién de ratones,
decidimos ampliar nuestro estudio a infecciones respiratorias

causadas por microorganismos gram-positivos.

Se ha establecido la eficacia de una vacuna polivalente de
polisaciridos capsulares de S. pneumoniae que contiene polisacé&-
rido de 23 serotipos. Aunque la eficacia de esta vacuna contra

este microorganismo en adultos sanos no se cuestiona, aGn no se
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han hallado vias adecuadas para inmunizar en forma efectiva a ni-
fios de menos de dos afios de edad con los polisaci&ridos de neumo-
cocos. Los nifios vacunados tuvieron una respuesta de anticuerpos
pobre contra la mayoria de los serotipos de esta vacuna (66).

Esto no es m&s que una consecuencia natural de la ontogenia del
sistema inmune, que no estd capacitado para responder a la inmu-
nizacién con antigenos polisacaridicos antes de los dos afios de
esdad. Por este motivo, mutantes vivos atenuados de S. pneumo-

niae administrados localmente podrian resultar un método alterna-

tivo para la inmunoprofilaxis de la enfermedad pedidtica por neu-

mococos (134).

Se realizaron experimentos de mutagénesis-enriquecimiento
para la obtencién de mutantes ts de S. pneumoniae. Luego del
aislamiento de varios mutantes ts, estas cepas fueron sometidas a
evaluacién inmunolégica preliminar. De los experimentos de mu-
tagénesis-enriquecimiento realizados, se obtuvieron siete mutan-
tes ts de S. pneumoniae relativamente estables, con un rendimien-
to de 2.8%. Se determindé el fenotipo de cada uno de estos mutan-
tes ts en medio sélido y en medio liquido. De estos mutantes,
dos fueron clasificados como "replicantes" y cinco como mutantes

"de replicacién limitada".

Si bien las pruebas bioquimicas e inmunolégicas realizadas a
los mutantes ts y a la cepa parental de S. pneumoniae, indicaron

en principio que conservaban la cipsula de polisacirido, no fue

152



posible obtener un modelo de infeccién pulmonar letal murino con
la cepa de origen. En los sucesivos pasajes en medio sélido, 1la
cepa original de S. pneumoniae parece haber perdido su cépsula,
la cual no pudo ser recuperada por pasaje de la bacteria por el
ratén. Debido a esto, no pudo estudiarse la capacidad de los
mutantes ts de inducir proteccién contra un desafio con la cepa
parental. Por este motivo, se decidié evaluar otros parémetros

inmunolégicos de estas cepas mutantes.

Se realizaron experimentos de inmunizacién local y sistémi-
ca con el mutante ts de menor frecuencia de reversibébn, J/3, y con
la cepa de S. pneumoniae muerta por calor. Tanto el mutante J/3
como la cepa salvaje muerta por calor indujeron niveles detecta-
bles de IgG especifica anti-S. pneumoniae en suero de animales
vacunados por ruta sistémica, no detecté&ndose diferencias entre
ambos inmunégenos. Sin embargo, los niveles de IgG especificos
inducidos por el mutante ts en ratones vacunados por via i.n. re-
sultaron superiores a los de la cepa salvaje muerta por calor.
Estos resultados muestran diferencias importantes con aquellos
obtenidos por Charles y Helms quienes inmunizaron hamsters con
mutants ts de S. pneumoniae. En este caso estos autores reporta-
ron que con esas cepas ts no se indujeron anticuerpos séricos es-
pecificos vacunando a los animales por ruta i.n. (134). Asimis-
mo, la vacunacién local con J/3 indujo niveles de IgG especificos
en liquido de lavado pulmonar superiores a los inducidos por 1la

cepa salvaje muerta por calor. Sélo el mutantes ts indujo nive-
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les de IgA detectables en liquido de lavado pulmonar luego de in-
munizacién local. La vacunacién sistémica indujo niveles detec-
tables de IgG especifica anti-S. pneumoniae en liquidos de lavado
pulmonar en animales inmunizados con ambos inmunégenos. Estos
resultados se asemejan a los obtenidos inmunizando localmente con
mutantes ts de P. aeruginosa, donde, como anteriormente se des-
cribié, los ratones inmunizados intranasalmente con los mutantes
ts tenian, ademds de IgG respiratoria local, niveles importantes

de IgA-S.

Dado que una de las funciones de la IgG local es su capaci-
dad opsonizante, y que los mecanismos efectores anti-bacterianos
est&n constituidos preponderantemente por células fagociticas, se
determind el rol de los fagocitos residentes y migratorios en las
defensas del pulmédn contra la cepa S. pneumoniae utilizada en los
experimentos de mutagénesis. Normalmente, los factores mecé&nicos
son suficientemente eficientes como para prevenir o erradicar la
mayor parte de las particulas inhaladas o aspiradas. Sin embar-
go, cuando estas particulas penetran estas barreras mecénicas,
usualmente son removidas por células fagociticas de los canales
aéreos: macrb6fagos alveolares y leucocitos PMNs. Los macréfagos
alveolares son las células primarias residentes de los canales
aéreos, mientras que la participacién de los PMNs depende en gran
medida de su migracién hacia el pulmén (9). Se ha descripto que
macrb6fagos y PMNs pueden tener accién sinérgica (135). Los re-

sultados indicaron que 1la erradicacién de nuestra cepa de S.
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pneumoniae estaria controlada por macr6fagos alveolares solamen-
te, sin intervencién de PMNs. Estos resultados se asemejan a los

descriptos para estudios realizados con S.

aureus, mientras que
la erradicacién de P. aeruginosa y Klebsiella pneumoniae, requie-
re tanto macré6fagos como leucocitos PMN (83,9). La eficiencia de
la funcidén de ambos tipos de células fagociticas estd aumentada
por la presencia de anticuerpos especificos contra la bacteria
invasora, la cual produce una particula opsonizante para una méas
eficiente fagocitosis. La actividad microbicida del macréfago es

similar a la del PMN (9).

Los resultados obtenidos luego de desafio mixto con P. aeru-
ginosa y S. aureus indicaron que la presencia y cantidad de 1la
primera pareceria influir en la depuracién pulmonar de este mi-
croorganismo durante un desafio mixto, mientras que la depuracién
de S. aurus no se veria afectada por la presencia de P. aerugino-
sa, siguiendo el mismo patrén de depuracién pulmonar de una in-
fecciédn simple por este microorganismo. S. aureus es usualmente
el patébgeno bacteriano inicial en los pulmones de nifios con fi-
brosis quistica. Cuando el individuo va creciendo, comienza a
predominar P. aeruginosa. Aunque la terapia de antibidticos sea
probablemente el principal factor que contribuya a la declinacién
del estafilococo, el antagonismo bacteriano podria también jugar
un importante rol en el establecimiento de P. aeruginosa en los
pulmones de estos pacientes. La capacidad de P. aeruginosa para

antagonizar a otras bacterias fue demostrada por primera vez en
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1899. Los mecanismos de inhibicién del crecimiento de los esta-
filococos podrian deberse a una deplecién de nutrientes en el me-
dio de crecimiento mixto con P. aeruginosa, a la produccién de
inhibidores metabdlicos especificos, o a enzimas liticas (136).
En el caso de los resultados obtenidos en el modelo experimental
descripto en este trabajo, probablemente, el efecto antagénico de
P. aeruginosa no haya sido observado debido al corto lapso en que
se llevaron a cabo los experimentos, los cuales fueron disefiados

para el estudio de depuracién pulmonar bacteriana temprana.

A diferencia de 1o ocurrido con S. aureus, la depuracién de
la cepa de S. pneumoniae del pulmé4n murino ocurrié en un periodo
menor a las cuatro horas. Esta rdpida depuracién podria estar
relacionada con la pérdida de la cdpsula de polisacdrido, confir-
mando asi la inocuidad de la cepa para ratén. Sin embargo, es
claro que, ademads del control por macrb6fagos alveolares, otros
mecanismos inmunolégicos estarian involucrados en cada caso, en

la depuraciédn pulmonar de S. pneumoniae y S. aureus.

4.2.1. CONCLUSIONES PARCIALES

Los resultados de este trabajo permiten concluir:

a. No exiten diferencias significativas en el tiempo de per-

manencia nasofaringea entre los mutantes ts de P. aeruginosa de
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fenotipo "no replicante" (D/1/8) y "replicante limitado" (E/9/9).
b. E1l tiempo de permanencia nasofaringea de ambos mutantes ts
de P. aeruginosa fue menor que el de la cepa parental de fenotipo

salvaje.

c. La permanencia de los mutantes ts de P. aeruginosa en los

canales aéreos superiores y en el tracto gastrointestinal infe-
rior resultd transitoria, sin mostrar signos de enfermedad tanto

en huéspedes normales como granulocitopénicos.

d. Ambas cepas ts de P. aeruginosa, a pesar de contener una
Gnica mutacién, resultaron igualmente inocuas para huéspedes
normales y para granulocitopénicos. El tiempo de permanencia
esplénica en los individuos granulocitopénicos fue ligeramente

superior que en los individuos normales.

e. La inmunizacién local con mutantes ts de P. aeruginoss con-
firié proteccién en una relacién dosis-respuesta en un huésped

granulocitopénico.

f. La inmunizacién con el mutante ts de P. aeruginosa de feno-
tipo "replicante limitado" confirié una proteccién significativa-
mente mayor que la inducida por el mutante de fenotipo "no repli-

cante".
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g. La administracién mutantes ts de P. aeruginosa por ruta i.p.
no confirié proteccién significativa a huéspedes granulocitopéni-

Cos.

h. Los ratones inmunizados por ruta i.p. con mutantes ts de P.
aeruginosa respondieron con niveles significativos de IgG especi-
fica anti-P. aeruginosa tanto en suero como en secreciones del

tracto respiratorio inferior.

i. Los ratones inmunizados por ruta i.n. con mutantes ts de P.
aeruginosa presentaron ademds de IgG respiratoria especifica an-

ti-P. aeruginosa, niveles importantes de IgA-S especifica.

j. Los nédulos linfaticos mediastinales de ratones inmunizados
localmente con el mutante ts E/9/9 de P. aeruginosa contenian

células productoras de IgG anti-P. aeruginosa.

k. Se obtuvieron mutantes ts de S. pneumoniae.

1. Tanto el mutante ts de S. pneumoniae J/3 como la cepa sal-
vaje muerta por calor indujeron niveles detectables de IgG espe-
cifica anti-S. pneumoniae en suero de animales vacunados por ruta

i.p. e i.n..

m. Los niveles de IgG especificos inducidos por el mutante ts

de S. pneumoniae en ratones vacunados por via i.n. resultaron su-
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periores a los de la cepa salvaje muerta por calor.

n. La vacunacién local con el mutante ts de S. pneumoniae J/3

indujo niveles de IgG especificos en liquido de lavado pulmonar

superiores a los inducidos por la cepa salvaje muerta por calor.

fn. S6lo el mutantes ts de S. pneumoniae indujo niveles de IgA
detectables en liquido de lavado pulmonar luego de inmunizacién
local, no asi la cepa salvaje de este microorganismo muerta por

calor.

o. La vacunacidén sistémica indujo niveles detectables de IgG
especifica anti-S. pneumoniae en liquidos de lavado pulmonar en
animales inmunizados con ambos inmundgenos, no detect&ndose nive-

les medibles de IgA.

p. El mutante ts J/3 indujo niveles considerables de IgA en
liquido de lavado pulmonar de animales inmunizados localmente, no
detectindose niveles medibles de este anticuerpo luego de la in-

munizacién sistémica con dicho mutante.

q. El mutante ts J/3 indujo niveles medibles de IgM especifica
anti-S. pneumoniae sdlo luego de inmunizacién sistémica, not&ndo-
se que dichos niveles fueron similares luego de dos y tres inocu-

ciones bacterianas intraperitoneales.
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r. La erradicacién de la cepa de S. pneumoniae que se estudid
estaria controlada por macréfagos alveolares solamente, sin in-

tervenciftn de PMNs.

s. En estudios de desafio mixto con P. aeruginosa y S. aureus
la presencia y cantidad de la primera pareceria influir en la de-
puracién pulmonar de este microorganismo durante un desafio mix-
to, mientras que la depuracién de S. aureus no se veria afectada
por la presencia de P. aeruginosa, siguiendo el mismo patrén de
depuracién pulmonar de una infeccién simple por este microorga-

nismo.

t. La depuracién de la cepa de S. pneumoniae del pulmén murino
ocurrié en un periodo menor a las cuatro horas, pudiendo quizéa
estar esto relacionado con la pérdida de la cipsula de polisacéa-

rido de esta cepa.

4.2.2. CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacidn
realizado con distintos patégenos bacterianos del sistema respi-
ratorio son promisorios respecto al desarrollo de métodos inmuno-
profilidcticos para el tratamiento de neumonias bacterianas.
Estos métodos deberan estar dirigidos a estimular la inmunidad de
la mucosa respiratoria antes que la sistémica. Es importante

hacer notar que son varios los factores que influencian el desa-

160



rrollo de la neumonia bacteriana: el huésped, la respuesta inmu-
ne, el ambiente y el patégeno. El establecimiento de métodos
para impedir el desarrollo de la neumonia bacteriana requiere,
entnoces, no sélo un amplio conocimiento de la respuesta inmune
local, sino también un conocimiento profundo de la interaccién
primaria entre un patégeno dado y el huésped que ha de sufrir 1la
infeccién. Ser& asi necesario tener un vasto conocimiento de 1la

patogénesis de la neumonia que se trata de prevenir (9).

4.3. FUTURO

Nuestros estudios referentes a P. aeruginosa se centrar&n en
adelante en la obtencién de una cepa triple mutante, con la fina-
lidad Gltima de construir una vacuna a gérmen vivo atenuado con-
tra este microorganimo que presente una frecuencia de reversién
con valores insignificantes. Asimismo, consideramos que es de
fundamental importancia un completo entendimiento de la respuesta
inmune a polisacdridos para el desarrollo de vacunas que ideal-
mente aseguren una inmunidad duradera en infantes y adultos en
riesgo de neumonia por S. pneumoniae. Por este motivo, si bien
no estd en este momento a nuestro alcance el desarrollo de una
vacuna de uso en humanos contra S. pneumoniae, nuestro objetivo
es contribuir al esclarecimiento de algunos de las cuestiones aftn
no resueltas e investigar los mecanismos que producen una exacer-
bacién de las defensas pulmonares luego de la inmunizacién local

contra este microorganismo. A este respecto, son varios los
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grupos de investigacién que se hallan actualmente trabajando
sobre posibles alternativas a la vacunacién con la preparacién de
polisac&rido de S. pneumoniae (137). Nos proponemos obtener nue-
vos mutantes ts de S. pneumoniae a partir de los ya obtenidos,
mediante procedimientos de transferencia génip? (transformacién y
electroporacién) con cepas capsuladas de esta Bacteria. Se con-
templa la evaluacién de distintos par&metros de inmunidad 1local
humoral y celular pulmonar luego de la inmunizacién local con mu-

tantes ts de S. pneumoniae capsuladas, de serotipo frecuente.

En base a estos resultados, nuestros estudios continuarén
centrindose en la determinacién del rol de las defensas locales
contra S. pneumoniae, luego de la inmunizacién con cepas vivas

atenuadas.

o U \p futwr_ W

Dr. DANEL O, SORDELLI
PROFESOA REGULAA ADJINTO
DEPARTAMENTO DE MHCROBIOLOS(IA
PARASITOLLGIA E INMUNOLOGIA
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La estimulacién antigénica local de las mucosas es el método
méds eficaz para producir una exacerbacién de los mecanismos de
defensa contra p&togenos invasores y la mejor proteccién estaria
inducida por la infeccién natural, motivo por el cual, la utili-
zacién de mutantes termosensibles (ts) como inmunégenos seria 1la
mejor manera de mimetizar tal infeccién.

Se estudibé el tiempo de permanencia nasofaringea, esplénica
y colénica de los mutantes ts D/1/8 (no replicante) y de E/9/9
(replicante limitado) de Pseudomonas aeruginosa luego de la ino-
culacién intranasal (i.n.) e intraperitoneal (i.p.), respectiva-
mente, en un modelo experimental murino. Los recuentos de uni-
dades formadoras de colonia (UFC) de los mutantes ts disminuyeron
logaritmicamente en los liquidos de lavado nasofaringeo y en he-
ces, tanto de animales normales como granulocitopénicos, luego de
la inoculacién i.n. Para ambos mutantes, los recuentos de UFC
recuperadas de bazo cayeron debajo de los niveles de sensibilidad
hacia el dia 7 luego de la inoculacién i.p. en ratones normales.
Ambos mutantes fueron depurados por los ratones granulocitopéni-
cos, aunque la colonizacién esplénica persistié 7 dias més que en
los controles. Se investigd si la inmunizacién local con los mu-
tantes ts protegia a ratones granulocitopénicos de un desafio con
P. aeruginosa de fenotipo salvaje. La inmunizacién i.n. con am-
bos mutantes protegié a los ratones contra el desafio letal pro-

ducido por la cepa salvaje, en una relacién dosis-respuesta. A-
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simismo se observé que la inmunizacion i.n. con 107 UFC de cada
mutante indujo una proteccidén significativa superior a la induci-
da por ruta i.p. Se investigé la naturaleza de los mecanismos
inmunes humorales involucrados en la proteccién inducida luego de
inmunizacién local con los mutantes ts de P. aeruginosa. Se de-
tectaron altos niveles de IgG anti-P. aeruginosa por ELISA, en el
tracto respiratorio bajo tanto de animales inmunizados local como
sistémicamente, mientras que sélo se detectaron niveles medibles
de IgA en los liquidos de lavado pulmonar (LLP) de ratones inmu-
nizados i.n. con los mutantes ts. Los niveles séricos de IgG de-
tectados 1luego de inmunizacién i.n. resultaron menores que los
observados por via i.p. Se realizé la medicién de células pro-
ductoras de IgG anti-P. aeruginosa locales mediante el método de
ELISPOT. Los nddulos linfiticos de ratones inmunizados localmen-
te contenian células productoras de IgG, mientras que los nédulos
popliteos contenian un nimero de células similar al de los nédu-
los popliteos de los controles, comprobidndose que una parte de la
IgG presente en tracto respiratorio bajo es sintetizada localmen-
te en pulmédn. A fin de determinar la dependencia de la edad con
la depuracién pulmonar de P. aeruginosa, ratones de 10, 20 y 35
dias fueron expuestos a un aerosol conteniendo a este microorga-
nismo. La depuracidén pulmonar de esta bacteria resulté disminui-
da en animales menores a 20 dias. Esta deficiencia estuvo acom-
pafiada por una migracidén disminuida de luecocitos PMN a los cana-

les aéreos en respuesta al desafié con P. aeruginosa.
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Se obtuvieron mutantes ts de Streptococcus pneumoniae a partir de
cepas aisladas de pacientes con neumonia, mediante mutagénesis

quimica. Se obtuvieron 7 mutantes ts relativamente estables, dos

replicantes y cinco de replicacién limitada. En estudios de in-
munizacién i.p., tanto la cepa salvaje de S. pneumoniae muerta

por calor (CS) como uno de los mutantes ts (J/3), indujeron altos
niveles de IgG especifica en suero, no observandose diferencias
entre ambos inmunégenos. Sin embargo, por ruta local, los nive-
les de IgG inducidos por el mutante ts J/3 resultaron marcadamen-
te superiores a los inducidos por la CS. Pudo observarse que la
inmunizacién i.n. con el mutante J/3 indujo niveles de IgG espe-
cificos en LLP marcadamente superiores a los producidos por la CS
administrada por la misma ruta. S4lo el mutante J/3 indujo nive-
les de IgA especifica anti-S. pneumoniae en LLP medibles respecto
al control 1luego de inmunizacién i.n. La inmunizacién sistémica
también indujo niveles medibles de IgG en LLP, no observéndose
diferencias en los niveles producidos por el mutante y la CS. No
se detectd IgA en LLP de animales vacunados sistémicamente. Se
estudiaron los cambios en la poblacién celular del pulmén murino
en respuesta a un aerosol de S. pneumoniae. El nGmero de PMN re-
cuperados siguié un patrén similar al de Staphylococcus aureus,
mostrando marcadas diferencias en ambos casos respecto al nGmero
de PMN recuperados luego de aerosolizacién con P. aeruginosa. Se
inmunizaron grupos de animales siguiendo planes de inmunizacién
local para P. aeruginosa y para S. aureus. A los 21 dias se rea-

1izé un desafio por aerosol con una suspensién mezla que contenia

177



P. aerudinosa y S. aureus. Se verificé la depuracidé4n de ambos
gérmenes en todos los grupos de animales, y se observé que la
presencia y cantidad de P. aeruginosa influia en la depuracién
pulmonar de esta bacteria. Los resultados obtenidos en este tra-
bajo, marcan que la inmunizacién local presenta ventajas frente a
la inmunizacién parenteral para inducir inmunidad en el tracto
respiratorio bajo. Se postula que el uso de mutantes ts bacte-
rianos puede constituir un método idéneo para producir vacunas

vivas a germen atenuado.



	Portada
	Agradecimientos
	Índice General
	Abreviaturas utilizadas
	Prólogo
	1. Introducción
	2. Materiales y Métodos
	3. Resultados
	4. Discusión
	5. Bibliografía
	6. Resumen

