RESPUESTA INMUNITARIA CELULAR DEL RATON INDUCIDA POR UN
AISLAMIENTO BOVINO DE Staphylococcus aureus INOCULADO POR
DIFERENTES RUTAS.

Fernando Dfaz Otero *
Julio Radl Santiago Cruz ®
Rodolifo Rojas Cruz *

Juan Antonic Montaraz Crespo °

RESUMEN

Se estudid la respusesta inmunitaria celular del ratén contra un aislamiento bovino de S. aureus
después de inocular la bacteria por diferentes vias. Para esto grupos de cinco ratonas gestantes
recibieron una dosis de 1.5 x 10® bacterias muertas de seis a ocho dias antes del parto. Siete
dias después del mismo fueron inoculados con una segunda dosis similar y treinta dias maés
tarde se determiné la respuesta blastogénica de los linfocitos de bazo y de ganglios linfticos
mesentéricos por incorporacién de timidina tritiada. Las rutas de inoculacién fueron, primera y
segunda dosis respectivamente: intramuscular-intramuscular (M-{M), intramuscutar-oral (IM-O),
intramuscular-intraperitoneal (IM-IP), intramuscular-intracecal (IM-IC), y orafintracecal (O-IC). Los
Indices de estimulacién fueron: ruta IM-IM, linfocitos de bazo 54.33 y linfocitos de ganglios
lintaticos mesentéricos 130.23; IM-I0, 1.52y 2.43; IM-IP, 2.8y 3.96; IM-IC, 4.66 y 0.88; OIC, 4.89

1.24. Ademés, la inoculacién del aislamiento de S, aureus de origen bovino no afecté la
capacidad de los linfocitos de ratén para proliferar en respuesta a la concanavalina A. Se concluye
que la inoculacidn de células inactivadas de S. aureus por via IM-IM induce a mayor respuesta

celular de ratén.

INTRODUCCION

Las infecciones bacterianas de la
glandula mamaria del ganado lechero
y la consecuente mastitis son una de
las causas méas importantes de pérdi-
das econdmicas en la industria leche-
ra. Entre los diversos patégenos que
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infectan la glandula, destaca Staphy-
lococcus aureus por su glta prevale-
cencia y dificil control % %°.

Con la finalidad de disminuir al ml-
nimo la prevalencia delas infecciones
de la ubre de bovinos por esta bacte-
ria se han puesto en marcha diferen-
tes programas de control. En nuestro
pais los programas basados en el ma-
nejo racional del ganado, técnicas hi-
giénicas de ordefio, desinfeccion y
sellado de la teta después del ordefio
y quimioterapia no han controlado los
€asos (%8 mastitis causados por S.
aureus <7,

Por otra parte, la vacunaciéncomo
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medida de proteccion del ganado
contra el estafilococo dorado, ofrece
grandes posibilidades de desarrolio e
implementacion. Se han realizado nu-

merosos intentos de inmunizar al ga-
nado lechero contra esta bacteria los
cuales han tenido resultados cuestio-.

nables; en este respecto, se ha ensa-
yado la admu sgtrac«Sn de bacterias

atenuadas teri su ctl-
vadas (bactennas)w%a% g2

mezclas de bacterias mger% meta-
bolitos extracelulares' > g t1%x1
nas activas o destoxificadas = ° y

antigenos de superficie como protel-
na A, acido teicomg y apolisacéridos
capsulares #1617 Y 242830

Sin embargo, se puede decir que
las vacunas contra esta bacteria se
encuentran en realidad en una etapa
promisoria, ya que se empieza a estu-
diar la importancia de los principales
metabolitos de la bacteria en la induc-
cién de proteccién en el huésped. Pa-
ra esto ya se han elaborado algunos
inmunégenos con propoésitos parncu-
lares como neutralizar los mecanis-
mosde patogema ofacilitar la elimina-
cién del microorganismo (v.gr.,
sintesis de anticuerpos contra las di-
ferentes toxinas o de anticuerpos op-
sonizantes dirigidos contra antigenos
estructurales relevantes)

En la mayoria de las pruebas de
inmunizacion contra S. aureus, se ha
estudiado ;obre todo la res %Joes1t m-
mumt moral "3 S
16,17, ‘320% %2 3 .Sin embargo
la mayorfa de los leucocitos en la res-
puesta inflamatoria de la glandula ma-
maria son neutrdfilos, y éstos se pue-
de decir que son reclutados con
rapidez gracias a la presencia en la
glandula de linfocitos sensibilizados
que responden vigorosamente contra

la bacteria y e secretan linfocinas
qulmlotéctlcas A 4pesar de esto, hay
pocos trabajos * sobre evalua-
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cién de la respuesta celular después
de inmunizar contra S. aureus. Por
tanto, se consider( relevante estudiar
larespuesta inmunitaria celular contra
§. aureus en un modelo animal.

Ef presente trabajo tuvo como ob-

’jetivo estudiar la respuesta celular del

ratén contra S. aureus. Se usé este
modelo biolégico ?or su valor préacti-
co y econdmico . Ademas, se
evaluaron diferentes v(as de inocula-
cién de la bacteria, dado que en los
reportes del arez existen discrepan-
cias sobre el mejor sistema para inmu-
nizar contra S. aureus. Finalmente,
para evaluar la respuesta celular se
escogi6 el Acido teicoico de S. aureus
por su relevancia como antigeno es-
tructural.

MATERIALES Y METODOS

Bacteria. Se trabaj6 con una cepa de
S. aureus, aislada de un caso de mas-
titis bovina. La bacteria se identificé
por su morfologia, afinidad a latincion
de Gram y mediante pruebas bioqui-
micas que incluyen: fermentacion de
manitol, catalasa, coagulasa, y reduc-
cién del nitrato ™

Preparacién del inéculo bacteria-
no. Se ajusto la concentracion de la
suspension bacteriana a 150 x 10°
ufc/0.1 mi por nefelometna mediante
el método de McFarland %2 y mediante
el uso de un espectrofotdbmetro a una
longitud de onda de 546 nm. El esta-
fiiococo se inactivd incubandolo, con
formol al 2%, en bafio Marfa a 65 C
durante 30 min. Se lav6 tres veces
mediante centrifugacion a 500 g 30
min y el botdn bacteriano se resus-
pendié en amortiguador salino de fos-
fatos estérit, pH 7.2 (ASF).

Esquemas de inmunizacién. Se
aplicaron 6 esquemas de inmuniza-
cién con cinco ratonas por experi-
mento. El grupo testigo (A) recibi6
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dos in6culos de 0.1 ml de ASF. Alos
grupos restantes se les administro
- dos dosis de 0.1 mi de suspensién
bacteriana. La primera dosis se inocu-
16 de cinco a ochodfas antes del parto
y la segunda, siete dfas después del
mismo. El grupo B se inoculé por via
intramuscular en las dos ocasiones
(IM-IM). El grupo C se inoculé por via
intramuscular antes del parto y oral
despusés del parto (IM-O). El grupo D
se inoculé por via intramuscular en la
primera ocasion y por via intraperito-
neal en la segunda (IM-1P). El grupoE,
por via intramuscular la primera vez y
por via intracecal la segunda (IM-IC).
El grupo F, por via oral primero y
después por via intracecal (O-IC).
Purificacion del 4cido teicoico. El
4cido teicoico se obtuvo de acuerdo
a Weir *® con ligeras modificaciones.
Una . suspensién de estafilococos
inactivados se congelé a 70 C y se
‘descongel6 de inmediado a bafio Ma-
ria a 56 C. Las bacterias se sonicaron
a una amplitud de 30 micrones duran-
te 10 min en un desintegrador ultrasé-
nico Mk2 de 150 watts (MSE). Luego,
en un agitador mecénico, con adicion
de microperlas de vidrio, se efectua-
rontres ciclos de trituraciénde 15 min
cada uno con intervalos de reposo de
10 min. La suspensién obtenida se
filtrd en papel Whatman 3 para sepa-
rar las perlas y después se centrifugé
a3 000 g por 15 min para eliminar las
bacterias enteras y fragmentos gran-
des. La suspension se centrifugéa 10
000 g durante 30 min, con lo cual se
sedimenta la pared celular. Para ex-
traer el &cido teicoico del sedimento,
se resuspendio éste en 20 mi de 4cido
tricloracético (ATCA) 10% y seagit6la
suspensién a 4 C durante 70 h. El
botén de material insoluble, se sedi-
menté a 500 g 30 min y se lavé con 3
volimenes de 2 mi de ATCA ants de
eliminario. ,

- Se mezclaron las fracclones de
ATCA Yy se les eliminé el material lipo-
soluble mediante agitacién con unvo-
lumen igual de éter etflico. La fase
acuosa se recuperé y se liofilizé. Bl

liofilizado se redisolvié en 20 mi de

ATCA 10%; para precipitar el 4cido
teicoico, a la solucién se le afiadieron
40 mi de alcohol etllicofrio y se incub6
a4 C 18 h. Se separé el cidoteicoico
precipitado mediante centrifugaciéna
500 g 30 min; el bot6bn se lavé con
etanol, después con éter y se disolvié
en ASF estéril. La solucién de acido
teicoico se filtr a través de membra-
nas Millipore con poros de 0.22 umy
se determiné el contenido de protel-
nas por el método de Lowry ®1a
identidad del acido se verific6 me-
diante una prueba de inmunodifusién
en contra de un antigeno estandar
comercial (Sigma Chemical Col,

- L2515} con suero hiperinmune de co-

nejo contra S. aureus elaborado en el
laboratorio. ;
Obtencién de linfocitos de ratén.
Treinta dlas después de la segunda
inoculacion se sacrificaron todas las
ratonas y se les extrajeron el bazoy
los ganglios linfaticos mesentéricos.
Los linfocitos de cada drgano se ob-
tuvieron mediante disgregacién me-
cénica del tejido en medio RPMI-1640

frio; luego de la disgregacién, las cé-

lulas se lavaron tres veces centrifu-
gando a 500 g 10 min con-el mismo
medio. Después de la Ultima centrifu-

gacion, se decantd el sobrenadantey.

se agrego a las células medio suple-
mentado con suero fetal de ternera
(inactivado 30 min a 56 C) al 5% y

2-mercaptoetanol 5 x 10 # M. La sus- -

pensién de células se giuété a una
concentracién de 2 x 10
tuvo un 94% de \fiabiﬁdazd por exciu-
sidn de azul de tripano 12
Estimulacién mitogénica de linfo-

citos de raton por concanavalina A.

células/mly
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Con el siguiente método se establecié
la dosis 6ptima de estimulaciéon con
un mitégeno conocido, para tener un
testigo posttivo de estimulacién. En
placas de cuitivo celular de 96 pozos
se colocaron 100 ul de la suspensién
de linfocitos (2 x 10°) por pozo. Por
triplicado se adicion6 a los linfocitos

- 100 | de medio con concanavalina A
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{con A) enlas siguientes concentracio-
nes; 0,1, 3, 5, 10, 20, 30, 40 y 50 ug/ml.
Las células se incubaron54 ha 37 C
enatmésfera himeda con5% de COg,
después de este tiempo se les adicio-
né 1 xCi de timidina tritiada con una
actividad especffica de 6.7 Ci/mMol
{(New England Nuclear) y se prolongd
18 h la incubacion.

Las células se cosecharon y se
lavaron con PBS pH 7.2 frio en filtros
de fibra de vidrio mediante un micro-
cosechador manual (Bellco Microhar-
vester) conectado a una bomba de
vacfo. Casa cosecha se lavé con AT-
CA 5%, después con ATCA 10% y
finalmente con metanol 70% para fijar
las células. Los filtros lavados se co-
locaron en viales de plastico con 2 mi
deliquido de centelleo. Sellevaronlos
viales a un contador beta (Beckman-
LS 100-C) v se registraron [as cuentas
por minuto (CPM). El Indice de esti-
mulacién (IE) se obtuvo con la si-
guiente férmula: IE = CPM del cultivos
estimados/CPM del testigo.

Cinética de la estimulacién antigé-
nica de linfocitos inmunizados. Usan-
do el mismo sistema que en el método
anterior, a los linfocitos se les adicio-
no 100 x4l de medio con 4cido teicoico
a diferentes concentraciones: 0, 1, 3,
5, 10, 50, 100 y 150 ul/ml. Las células
se incubaron 102 h a 37 C en atmés-
fera himeda con 5% de COp2; se les
adiciond 1 uCi de timidina tritiada con
una actividad especffica de 6.7
Ci/mMol (New England Nuclear) y se
prolong6 18 h més la incubacion.

Estimulacién antigénica de linfoci-
tos de ratones inmunizados por dife-
rentes rutas. Mediante el mismo siste-
ma que se usd para la con A, se
estimularon los linfocitos de los ani-
males inoculados por diferentes vias.
Como antfgeno se usaron 100 ul de
acidoteicoico a una concentracién de
10 ul/mi; esto es, 1 ug en 100 ul por
pozo. Las células se incubaron como
en ¢l método anterior, se determina-
ronlas CPM y el IE.

Pruebas estadisticas. Alos resulta-
dos obtenidos se les realizd andlisis
de varianzas “°.

RESULTADOS Y DISCUSION

Estimulaciéon de linfocitos de ratén
porcon A. Lamdxima estimutacion de
linfocitos por el mitbgeno se obtuvo a
bajas concentraciones (figura 1). Los
linfocitos de bazo mostraron un |E
maximo a 1 ug/mi de con Ay los de
ganglios, a 3 ug/ml. Se utiliz6 en lo
sucesivo una concentracién de 3
£g/ml (0.3 ug en 100 ul) por la res-
puesta notoria que induce en las dos
poblaciones de linfocitos.

Cinética de la estimulacion de los
linfocitos de ratdn por el acido teicol-
co. Se realiz6 la cinética de respuesta
delinfocitos de animales inmunizados
por las 5 rutas diferentes, pero se pre-
sentan sblo los valores correspon-
dientes a la ruta intramuscular-intra-
muscular (figuras 2 y 3) por ser
representativos. Tanto para los linfo-
citos de bazo como para los de gan-
glios, la concentracion de antigeno
que induce una respuesta optima fue
de 10 ug/ml (1 ug por pozo). A con-
centraciones mas elevadas de antige-
no la respuesta disminuye en ambas
poblaciones de célutas. Con los linfo-
citos de bazo parece presentarse un
segundo pico de estimulacién a 150
#g/ml. Sin embargo, la desviacion es-
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INDICE DE ESTIMULACION DE GANGLIOS LINFATICOS
MESENTERICOS.

INBICE DE ESTIMULACION
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Concanavalina A {ug/m)

FI3URA 1. Estiaulacién por diferentes concentraciones de concanavalina

0

A de linfocitos de bazo (---) y ganjylios linfiticos mesenté-
ricos, (——) de ratones normales.

FIGURA 2.

. | ‘ .
5 10 50 100 150

Acido Teicoico (ug/ml)
Estimulacidn de linfocitos de ganglios linflticos mesen-
téricos de ratones inmunizados por via intramamaria/intra-
mamaria con diferentes concentraciones de acido teicoico.
Las barras indican +/- una desviacidén estandar.
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EN LINFOCITOS DE BAZO
~

DE ESTIMULACION

INDICE

J\

"PIGURA 3. Estimulacidn de linfocitos de bazo en ratones inmunizados
por via inntramamaria/intramamaria con diferentes concen-
traciones de acido teicoico. Las barras indican +/- una -
desviacidén estéandar.

5 10

tandar de este valor se trasiapa con la
desviacién del valor correspondiente
a 100 ug/ml, entre estos dos valores
no hay una diferencia significativa por
tde Strudent (P <0.05) y el valorno es
tan alto como el de 10 ug/mi.
Estimulacién por el &cido teicoico
de linfocitos de bazo y de ganglios
linfaticos mesentéricos de ratonas in-
munizadas por diferentes rutas. En el
caso de linfocitos de bazo (cuadro 1)
las cuentas por minuto (CPM) obteni-
das fueron: esquema IM-IM, 30, 428;
IM-O, 710; IM-IP, 947; IM-IC, 1,355; y
O-1C, 1,530. Los IE fueron los siguien-
tes: el esquema IM-IM tuvo unvalor de
54.33; el IM-0O, 1.52; el IM-IP, 2.98; el
IM-IC, 4.66; y el O-IC, 4.89. En resu-

" men, los linfocitos de bazo fueron es-

timulados sélo por la ruta IM-IM. Las
CPM obtenidas de Con A tuvieron un
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rango de 5,328 a 7,127.

Para los linfocitos de ganglios las
CPM fueron las siguientes: IM-IM, 127
760: IM-O, 1 273; IM-IP, 1 331; IM-IC,
406 y O-IC, 443. Los IE fueron: IM-IM,
130.23; IM-0, 2.43; IM-IP, 3.96; IM-IC,
0.88y O-IC, 1.24 (cuadro 2). Las CPM
con concanavalina tuvieron una varia-
cion de 3,490 a 4,331.

En relacién con la respuesta celu-
lar contra S. aureus se ha observado
que: antigenos de superficie de una
cepa de referencia de S. aureus esti-
mulan la hipersensibilidad tardia en el
raton %, vacunas de bacterias vivas 0
muertas estimulan la salida de linfogj-
tos de ganglios linfaticos de ovinos'?;
la inmunizacién de vacas con una
bacterina combinada con proteina A
reduce, después de un reto intrama-
mario, las cuentas de leucocitos en



CUADRO 1.

INCORPORACION DE TIMIDINA TRITIADA DE LINFOCITOS DE BAZO DE: RATON

ESTIMULADOS CON ACIDO TEICOICO DE Staphylococcas aureus.

Abreviaturas: IM, intramuscular; O, oral; IP, intraperitoneal; IC, intracecal;

1630+ 785a

Experimento Testigo Estimulados
sin estimular con antigeno - con mltégeno

Sin inmunizar 340 = 203 *a 863 + 497a 6546+ 1138a.

IM-tM 560 + 272 a 30428 + 8416 b 5328 + 1482a

IM-0 467 + 222a 710+ 490 a 7127+ 827a

IM-IP 318+ 175a 947 + 259 a 6508+ 1029a
M 201+ 121a .1355+710a 7087+ 1012a
 O-C 313+ 151a 6265+ 791a

* cuentas por minuk-

to + una desviacién estandar de tres repeticiones; a, b, literales diferentes denotan diferencias
significativas {p <0.01). Se estimulé con 1 ug de 4cido teicoico y ¢con 0.3 ug de con A,

CUADRO 2. INCORPORACION DE TIMIDINA TRITIADA DE LINFOCITOS DE GANGLIOS LINFA-
TICOS MESENTERICOS DE RATON ESTIMULADOS CON ACIDO TEICOICO DE

Staphylococcus aureus.
Estimulado

Experimento Testigo :
sin estimular con antigeno con mitégeno
Sin inmunizar 518 £ 179%a 891 x 384 a 4140+ 612a
IM-IM 981 £ 256 a 127 760 + 69870 b 4225 +560a
IM-O 523 + 131a 1273 + 471 a 3676 x 412a
iM-IP 336 + 142a 1331 +730a 3597 + 4652
IM-IC 464 + 245a 406 = 213 a 4331 £ 60Ba
O-iIC 358 2483 443 + 153 a 3490+ 400a

Abreviaturas: IM, intramuscular; O, oral; IP, intraperitoneal; IC, intracecal; *, cuentas por minu-
to + una desviacién estandar de tres repeticiones; a.b, literales diferentes denotan diferencias

significativas {p <0.01). Se estimui6 con 1 ug de 4cido teicoico ycon 0.3ug de con A.

leche, ademas aumenta la cantidad
de leucocitos en tejido de la teta y
mejora la tasa de curas esponta-
neas” ' “"; las células Ty B de bovinos
pueden ser sensibilizadas in vitro c%n
diferentes antigenos de S. aureus

y la inoculacién en glandula mamar:a
bovina de bacterias muertas y pared
celular estimula el reclutamiento de
leucocitos *°. En el presente trabajo
se observé que la inoculacion de bac-

terias muenas es capaz de estimular
la respuesta celular del ratén medida
por transformacién blastoide. Esto
concuerda con las principales obser-
vaciones hechas sobre la respuesta
celular contra S. aureus y, dado que

no existen trabajos de evaluacién de -

la respuesfa celular en vacas vacuna-
das, sugiere la posibilidad de estimu-
lar la respuesta celular del bovino me-
diante una bacterina.
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Por otra parte, slo la ruta IM-IM
estimul6 a los linfocitos de bazo (un
6rgano linfoide relacionado con la
respuesta inmunitaria sistémica) y a

los de ganglios linfaticos mesentéri-

cos (responsables de inmunidad se-
cretoria). Esto sugiere que los antige-
nos de S. aureus administrados por
via intramuscular pueden estimular
tanto la respuesta celular sistémica
como la secretoria del ratdn. Serfa
interersante determinar cual o cua-
les son los mecanismos inmunita-
rios responsables de la mayor esti-
mulacién por dicha via; ya que las
vias intramuscular-oral, intramuscu-
lar-intracecal y oral-intracecal no
produjeron respuesta significativa a
nivel de ganglios linfaticos mesenté-
ricos, a pesar de gue se considera
que hay una asociacion entre el sis-
tema inmunitario de los diferentes
epitelios mucosos (v.gr., intestino,
glandulas salivales y lagrimales,
glandula mamaria) .

Por otra parte, la inoculaciénde S.
aureus no afect6 la capacidad de las
célulaslinfoides del ratén para prolife-
rar en respuesta a la con A (cuadro 1
y 2}. Este resultado no es compatible
con las gbservaciones de Nonnecke
y Harp,25' quienes reportan una
reduccién en la respuesta a dicho mi-
tégeno, por parte de leucocitos de
leche y sangre periférica de vacas ex-
puestos a S. aureus vivos en gldndula
mamaria, y por parte de leucocitos de
sangre expuestos in vitro a bacterias
muertas. Posiblemente la discrepan-
cia se deba a las diferentes condicio-
nesdelos experimentos; en el presen-
te trabajo se inoculé por via
intramuscular bacteria muerta en ra-
t6n y se midi6 la respuesta de linfoci-
tos de bazo y ganglios linfaticos me-
sentéricos. Ademas, el acido teicoico
de §. aureus no estimula la prolifera-
cién inespecffica de linfocitos no sen-

sibilizados (cuadro 1y 2); esto signi-
fica que no tiene actividad mitogéni-
ca, de manera que resulta un antige-
no adecuado para evaluar la
respuesta inmunitaria celular contra
S. aureus.

Finalmente, conlaidea de elaborar
en un futuro una vacuna eficiente con-
tra las infecciones por S. aureus en -
glandula mamaria y considerando
que los ganglios linfaticos mesentéri-
cos son responsables de la inmuni-
dad en érganos secretorios, serfa in-
teresante determinar si la respuesta
celular que S. aureus estimula en gan-
glios linfaticos mesentéricos puede
proteger contra la infeccién dela glan-
dula en el ratén. Se estan realizando
estudios adicionales para someter a
prueba esta hip6tesis y también para
definir la Importancia de los metabo-
litos individuales en la estimulacionde
la respuesta celular del ratdn.

SUMMARY

Cellular immune murine response to a bovi-
ne isolate of S. aureus after inoculation by
different routes was studied. Groups of five
female mice received a dose of 1.5 x 10° of
died bacteria from six to eight days before
delivery. Seven days after it they were inocu-
lated with a second similar dose; and 30 days
later blastogenic response of lymphocytes
from spleen and lymphatic mesenteric no-
des was measured by £2 Hathymidine upta-
ke. Inoculation routes were, first and second
inoculum respectively, as follows: intramus-
cular-intramuscular  (IM-IM}, intramuscular-
oral {IM-0), intramuscular-intraperitoneal

. (IM-IP), intramuscular-intracecal {IM-iC}, and

oral-intracecal (O-IC}).

Stimulation indexes were as follow: IM-IM
route, spleenic lymphocytes 54.33 and me-
senteric lymphatic node lymphocytes
130.23; IM-10, 1.52 and 2.43; IM-iP, 2.98 and
3.96; IM-IC, 4.66 and 0.88; O-IC, 4.89 and
1.24, Furthermore, inoculation of the bovine
isolate of S. aureus have no effect on hability
of murine lymphocyte to proliferate in res-
ponse to concanavalin A. Inoculation of inac-
tivated 8. aureus by IM-IM route elicit the
greatest murine cellular response was con-
cluded.
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