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A mi papéa, que de estar vivo,

me hubiera cargado en brazos.



El hombre desde que nace sigue un
camino de menoscabos, estd sometido

a agravios y humillaciones pero avanza
hacia el encuentro de mitos; tras batallas
perdidas, con sus banderas en andrajos
intenta escalar cumbres, y en ese empefio
esté su verdadera grandeza.

Temporada de Angeles. Lisandro Otero



SINTESIS

La shigelosis constituye un problema de salud mundial, principalmente en nifios menores
de 5 afios de edad. Dentro del género Shigella, S. sonnei es el segundo agente causal de esta
enfermedad en Cuba. Este serogrupo no ha podido ser subdividido en serotipos, por lo que
se han utilizado diferentes métodos fenotipicos para lograr un marcador epidemioldgico;
sin que ninguno haya sido completamente satisfactorio.

Nuestro trabajo consistio en la seleccion de una cepa candidata vacunal la cual cumpli6
con los requisitos indispensables de portar determinadas proteinas que forman parte del
plasmido de virulencia conservadas en todo el género en un extracto de proteinas de
membrana externa y lipopolisacarido (PME-LPS). De los aislamientos autdctonos
realizados en nuestro universo de trabajo, resultd seleccionada la cepa A-04 a la que se le
optimiz6 un medio de cultivo con el que se alcanzaron niveles elevados de biomasa con un
100% de colonias portadoras del plasmido de virulencia. Asimismo, se obtuvieron las
proteinas de interés del género y una de alto peso molecular reportada, como antigeno
importante a tener en cuenta para la obtencidn de preparados vacunales de complejo PME-
LPS.

Se establecieron dos modelos animales, Test de Sereny y Ratén-Pulmén para realizar las
pruebas biologicas que demostraron la capacidad inmunogénica y protectora del extracto
PME-LPS obtenido de Shigella sonnei A-04. También se estudié la cinética de
anticuerpos IgG anti PME-LPS de un pool de sueros de ratones inmunizados con el extracto

obtenido, lo que confirmo la utilidad del modelo para este estudio.
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1. INTRODUCCION.

Hace mas de cien afios en Japdn, fue descubierto el bacilo Shiga posteriormente
denominado como S. dysenteriae tipo 1, la shigelosis (denominada asi la enfermedad
causada por este microorganismo) continta siendo un grave problema de salud mundial,
considerada la principal causa de enfermedad diarreica en humanos, donde cada afio
ocurren alrededor de 165 millones de casos , 5 millones requieren hospitalizacion, el 99%
se reporta en paises en desarrollo; de ellos el 69% de los episodios ocurre en nifios menores
de 5 afios y 1,1 millones mueren por shigelosis, de estos el 60% de los fallecidos pertenece
a los nifios antes mencionados (Noriega FR y cols. 1999; Sack RB y cols. 1997; Niyogi SK.
2005). Ademas, representa un gran riesgo para viajeros que visitan areas endémicas y se
considera la mayor contribuyente de la retencion del crecimiento en nifios (Baron’s
Hanbook, 2000)

El género Shigella (Familia Enterobacteriaceae) estd compuesto por 4 especies: Shigella
dysenteriae (grupo A) con 13 serotipos, Shigella flexneri (grupo B) con 15 serotipos,
Shigella boydii (grupo C) con 18 serotipos y Shigella sonnei (grupo D) con 1 serotipo.
Agrupa a bacilos Gram negativos de 1,5 um de longitud y 0,8 um de diametro y posee
capacidad patdgena causando enteritis invasiva. (Noriega FR y cols. 1999).

Aunque cualquiera de las especies de Shigella y sus serotipos son capaces de causar diarrea

y disenteria en humanos, tres de ellos son los de importancia critica para la salud mundial:

v/ S. sonnei: Especie de mayor prevalencia (con un Unico serotipo) en paises
industrializados y con incrementos de prevalencia en algunos paises de
Latinoamérica (Ferrecio, C.y cols. 1991).

v' S. dysenteriae tipol: Capaz de causar pandemias, resultando tener una alta
morbilidad y mortalidad. (Gangarosa EJ y cols. 1970; Mata L y cols. 1970;
(Rathman MM y cols. 1975).

v S. flexneri: Grupo endémico mas prevalente encontrado en paises en desarrollo
(Olarte Jy cols. 1959; Khan MU Y cols. 1985; Echeverria P y cols. 1991).

Shigella, tiene como unico reservorio conocido hasta el momento al hombre y su dosis

infectante es minima (10 — 100 células), lo que permite su transmisién no solo a través de



los alimentos, sino también por el agua y por contacto directo principalmente en guarderias,
asilos, unidades militares, prisiones, etc., presentandose con un elevado indice de morbi —
mortalidad. (Baron’s Handbook 2000; Mota Ml.y cols. 2005).

La invasion de la mucosa intestinal por las diferentes especies de Shigella causa un espectro
de manifestaciones clinicas que varian desde un estado de portador asintomatico y diarrea
acuosa febril, hasta un Sindrome Urémico — Hemolitico (Baron’s Handbook, 2000)

En nuestro pais se ha confirmado por estudios microbioldgicos en hospitales pediatricos
que el género Shigella es un grupo importante en la etiologia de las Enfermedades
Diarreicas Agudas (EDASs) con una frecuencia de aislamiento entre un 2 y un 17% con
complicaciones graves en algunos casos, siendo la frecuencia por orden en primer lugar el
grupo B, seguidas por el D, Ay C. (Ramirez M. 2008)

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda el uso de antibidticos y
quimioterapicos luego de los resultados de las pruebas de sensibilidad “in vitro”; pero el
extensivo e inapropiado uso de éstos en las EDAs ha traido como consecuencia que en los
altimos 50 afios Shigella haya demostrado una extraordinaria capacidad para adquirir
resistencia a los antibidticos, codificada ésta por un plasmido. (Ferroiccio L. 1996).

En los estudios sistematicos de vigilancia de la susceptibilidad a las drogas antimicrobianas
realizados en el Instituto Nacional de Resistencia a las Enfermedades Diarreicas Agudas del
Instituto “Pedro Kouri” de Cuba (IPK) durante la ultima década, se ha comprobado el
incremento de cepas de Shigella con resistencia a un gran nimero de drogas. (Ramirez M y
cols. 1996; Kotloff KL y cols. 1999). Por lo tanto, la constante emergencia de resistencia
antibiotica en Shigella inclusive a los de nueva generacion nos pone ante la necesidad de
desarrollar una vacuna efectiva que ayude a controlar esta enfermedad (Eiseinstein Bl y
cols. 1990).

Ya desde finales del siglo XX (1996) el Comité Permanente para Vacunas contra
Enfermedades Diarreicas se reunio y planted la necesidad de una vacuna para combatir la
shigelosis (World Health Organization. 2006). Segun directivas tomadas en esa reunion
debian ser escogidas las cepas de Shigella flexneri, Shigella sonnei y Shigella dysenteriae
como una estrategia para considerar la necesidad de proteccion contra la shigelosis. Se han
presentado candidatos vacunales que pudiéramos llamarlos afortunados, los cuales se

encuentran en diferentes niveles de investigacion; pero que no han logrado cubrir las



expectativas de Salud Publica en el control eficiente de la enfermedad. (Center for
Infections Disease. Division of Bacterial and Mycotic Diseases. 2005; Said H y cols. 2009).
El papel primario de una vacuna debe ser el de proteger contra la enfermedad clinica y
ademas interferir en eventos como la infeccion y su posterior colonizacion. Existen tres
factores principales, que sumados al gran numero de serotipos, han influido negativamente
sobre el desarrollo de una vacuna contra la shigelosis:
v' La inefectividad de vacunas de células completas inactivadas inyectadas
parenteralmente (Hartman AB y cols. 1994; Fries LF y cols. 2001).
v' Laausencia de un modelo animal que use una dosis de reto de Shigella viva que se
relacione con la infeccién en humanos (Taylor DN y cols. 1993)
v’ Evidencias s6lo indirectas del mecanismo de protecciéon en humanos (Harlev JH y
cols. 2001)
Existen varias tendencias en el camino hacia la obtencion de una vacuna eficaz contra
Shigella, tales como aquellas que enfatizan la presentacion de los lipopolisacaridos (LPS),
que incluyen la vacuna viva atenuada y liberacion del LPS de Shigella o polisacarido O con
portadores como proteoliposomas (PLS), toxoide tetanico o ribosomas (Ramirez My cols.
1996; Klotoff KL y cols. 1999; Phalipon Ay cols. 2009)
En nuestro trabajo las proteinas de Invasion Plasmidicas (Ipa) que son Proteinas de la
Membrana Externa (PME) juegan un papel primordial por estar conservadas en todo el
género y ademas ampliamente involucradas en la adhesion del patdgeno a las células del
epitelio gastrointestinal, las cuales por su alta expansion en la superficie celular, sirven
como dianas del sistema inmunoldgico, por lo que se convierten en atractivas a tener en
cuenta como antigenos vacunales. Estas proteinas fueron designadas como A (72 KDa), B
(58 KDa), C (43KDa) y D (39 KDa), denominandose ipaABCD a los genes que codifican
para estas proteinas (Buysse JM vy cols. 1987). Otros autores han reportado la presencia de
anticuerpos evocados por infeccion con Shigella flexneri 2a presentando reactividad
cruzada con proteinas de similar masa molecular pertenecientes a diferentes serotipos de S.
flexneri, S. dysenteriae, S. sonnei, S. boydii (Hale TL y cols. 1985; Pore D y cols. 2009)
Las porinas también resultan interesantes por tener al igual que las Ipa, la caracteristica de
estar conservadas en todo el género, lo que apoyaria la proteccidn cruzada entre todas las

especies de Shigella. Las PME juegan un papel importante dentro del mecanismo de



penetracion, multiplicacion e invasion de este microorganismo en el huésped, lo cual es
motivo de investigacion en la formacion de un candidato vacunal, al igual que las vacunas
vivas, las atenuadas por transformaciones genéticas, las conjugadas y las combinadas
(Phalipon Ay cols. 1998; Plotkin SA y cols. 2001; Robbins JB y cols. 2009). En este
sentido también aparecen reportadas otras variantes como la formacién de complejos
hidrofébicos entre el LPS de Shigella spp y las PME de Neisseria meningitidis (Sansonetti
Py cols. 1993; Ticket CO y cols. 1998).

La idea central de nuestra investigacion es la obtencion de una cepa de Shigella sonnei
autdctona y propietaria con sélidos atributos de cepa vacunal y a partir de ella, obtener un
preparado en base a PME que contenga las Ipa, Porinas, y otras PME con capacidad
inmunogénica y protectogénica, con el mas amplio espectro de respuesta ante cepas
diversas que sea posible, fundamentalmente a S. sonnei, S .flexneri, usando nuestra
tecnologia de plataforma de Proteinas de Membrana Externa y de esta manera contribuir a
la compleja tarea de disponer de un cepario de cepas vacunales que puedan cubrir en el
futuro todo el espectro patogénico del agente Shigella y de un primer preparado vacunal de
amplio espectro contra este agente. Paralelamente, el presente trabajo pretende dejar
establecida la tecnologia de evaluacion de cepas candidatas vacunales, la optimizacion de
medios de cultivo especificos para cada cepa vacunal y los modelos animales principales;
piedras angulares de la etapa pre clinica del desarrollo vacunal.

En funcion de todo ésto, el trabajo microbioldgico juega un rol importantisimo ya que la
caracterizacion tanto fenotipica como genotipica en el estudio para la seleccién de una
posible cepa a candidata vacunal es el primer paso y resultado de una cascada de tareas
resultantes de un proyecto de investigacion de este tipo, cuya finalidad es la obtencion de

una vacuna bacteriana, por lo que nos planteamos la siguiente hipétesis:



HIPOTESIS.

Partiendo de aislamientos patdgenos autoctonos obtenidos de pacientes cubanos, es posible
caracterizar y seleccionar una cepa de Shigella sonnei con atributos de cepa vacunal, en
base a los patrones de expresion de Proteinas de Membrana Externa que incluya las Ipa,
con buen rendimiento de un preparado vacunal experimental obtenido por la tecnologia
proteoliposémica, el cual posee capacidad inmunogénica y protectogénica ante reto
homdlogo y heterdlogo en dos modelos murinos.

OBJETIVO GENERAL

Seleccionar una cepa de Shigella sonnei como candidata a vacuna para la obtencién de un

preparado vacunal inmunogénico y protectogénico en modelos animales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar microbiologicamente y por expresion de proteinas de membrana externa,
aislamientos autoctonos de Shigella spp para seleccionar posibles cepas vacunales.
Tareas
e Caracterizar bioquimica y metabOlicamente los aislamientos autoctonos de
pacientes con diagnostico de shigelosis.
e Caracterizar hasta especie los aislamientos autoctonos de Shigella.
e Seleccionar una posible cepa candidata vacunal por la consistencia y espectro de sus
proteinas de membrana externa.

e Confeccionar Lotes de Referencia y de Trabajo de la cepa seleccionada.

2. Obtener un medio de cultivo 6ptimo para el crecimiento de la cepa seleccionada.
Tareas
e Seleccionar un medio basal apropiado donde se pueda evaluar la funcién objetivo.
e Aplicar un Método de Optimizacion No Lineal adecuado que nos permita obtener el
optimo de la funcion objetivo propuesta.
e Evaluar el perfil de proteinas de membrana externa por STA y en electroforesis

desnaturalizante (SDS-PAGE) obtenidos con el medio de cultivo 6ptimo a nivel de



zaranda y en fermentacion, teniendo en cuenta su consistencia y amplitud de
espectro.

e Obtener y purificar el complejo PME-LPS a partir de la biomasa obtenida en los
cultivos en fermentacién con el medio optimizado y determinar la concentracion de
proteinas y LPS.

e Analizar los perfiles cromatograficos mediante cromatografia en gel de filtracion
Sephacryl S-1000.

3. Desarrollar dos modelos animales para la evaluacion de la inmunogenicidad y
proteccion.
Tareas
e Seleccionar una cepa virulenta de Shigella sonnei y una de Shigella flexneri como
cepas de reto homdloga y heteréloga respectivamente.

e Montar dos biomodelos: Raton — Pulmdény Test de Sereny.

4. Evaluar la capacidad inmunogénica y protectogeénica (contra Shigella spp) del complejo
PME-LPS
Tareas
e Inmunizar ratones Balb/c por via intramuscular con el complejo PME-LPS vy reto
por modelo Ratén-Pulmén.
e Inmunizar curieles por via intramuscular con el complejo PME-LPS vy reto por Test
de Sereny.
e Evaluar la Inmunogenicidad contra el complejo PME-LPS por ELISA e

inmunoidentificacion de las proteinas relevantes por Western Blot (WB).

Pertinencia, actualidad e impacto médico y social.

En las ultimas décadas, la necesidad por la vacunacion ha ido creciendo debido a la
emergencia general de resistencia a los antimicrobianos en muchos patdégenos, en nuestro
caso especificamente a la enfermedad diarreica producida por Shigella, unido al
reconocimiento mundial de que las vacunas estan entre las méas seguras y costo efectivas

intervenciones médicas contra enfermedades infecciosas. Dentro de este campo, las



vacunas combinadas merecen una especial atencion por las ventajas que reportan y las
facilidades desde el punto de vista tecnoldgico. La vacuna contra la shigelosis es una
necesidad y emergencia mundial de salud por lo que tendra un reconocimiento econémico y
social a la altura de la emergencia actual. Una vacuna contra este agente seria usada para
ampliar la valencia de una vacuna antidiarreica.

Actualmente no se cuenta con ningun candidato vacunal que verdaderamente prometa
resolver de manera efectiva y total los problemas de salud provocados por este
microorganismo, por lo que esta latente y vigente la solicitud hecha por el Comité de
Prevencién de Enfermedades Diarreicas Agudas de la OMS en 1996 acerca de esta vacuna
tan necesaria por la morbi-mortalidad elevada que presenta sobre todo en nifios menores de
5 afos y en adultos de la tercera edad. (Center for Infectious Disease. Division of Bacterial
and Mycotic Diseases. 2005). El presente trabajo es por lo tanto pertinente y actual e
impactaria en la solucion del problema planteado.

Novedad y principales aportes del trabajo.

Como resultado del presente trabajo y partiendo de cepas autoctonas de pacientes se obtuvo
una cepa de Shigella sonnei (A-04), con todos los atributos de cepa vacunal, que constituye
una pieza clave en el camino hacia una vacuna efectiva contra este tipo de agente patégeno
y base de una propiedad valiosa del Instituto Finlay.

En el presente estudio se aplico con éxito el método de obtencidn de extractos de proteinas
de membrana externa de esta cepa vacunal empleando calor ademaés de las soluciones de
extraccion para obtener el material que forma el complejo PME-LPS vacunal o ndcleo
principal de la vacuna, de este método y su aplicacion vacunal para el género Shigella, no
encontramos evidencias en la literatura anteriores al presente trabajo. Ademas, se obtuvo
un medio semisintético optimizado que nos permitié obtener mayor crecimiento
microbiano de Shigella sonnei A-04 manteniendo inalterables los perfiles de proteinas de
membrana externa.

Se establecieron dos modelos animales que permitieron demostrar la capacidad
inmunogénica y protectogénica del extracto de PME-LPS de Shigella sonnei A-04, los

cuales no estaban montados con anterioridad en nuestro pais.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Bacterias Gram Negativas. Generalidades

Las bacterias son organismos vivos de vida libre capaces de producir multiples
enfermedades en el ser humano. Conocer la relacion entre el hombre y las bacterias capaces
de causar enfermedad resulta un tema de gran interés en la actualidad.

Las bacterias pueden clasificarse segun sus propiedades tintoriales, morfologia y actividad
metabdlica caracteristicas de cada especie. De acuerdo con los patrones de tincion de Gram,
se les divide en Gram positivas y Gram negativas que se tifien de azul o violeta y rojo o
rosado oscuro respectivamente. La pared celular bacteriana brinda resistencia contra la
lisis, rigidez y forma, por lo que a través de la tincion de Gram se evidencian las diferencias
estructurales de la pared.

Las bacterias Gram negativas tienen una membrana plasmatica externa por fuera de una
pared celular mas fina que la hace mas flexible, esta constituida por una bicapa asimétrica
formada en su superficie externa por LPS (endotoxinas) y permeabilizada por complejos de
tres subunidades idénticas de canales proteicos (porinas). El periplasma ocupa el espacio
entre las dos membranas y contiene enzimas, quimiorreceptores y proteinas de transporte.
(Madigan MT vy cols. 1997; Virell G.1997)

2.1.1 Membrana Externa de las bacterias Gram-negativas.

En estudios de microscopia electronica, la pared celular de bacterias Gram negativas se
observa constituida por multiples capas, observdndose una membrana externa, una
membrana interna cercana al citoplasma, un espacio periplasmatico entre las dos
membranas, asi como una capa interna y delgada (2-3 nm de espesor), formada por
moléculas de peptidoglicano que se encuentran unidas covalentemente a lipoproteinas que

se proyectan en la membrana externa (Gary, E y cols. 2004).
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Figura 1. Estructura de la pared celular de bacterias Gram negativas.

La membrana externa esta presente s6lo en bacterias Gram negativas. Constituye una
bicapa lipidica de aproximadamente 7 nm de espesor que funciona como una barrera de
difusion externa a moléculas (con un rango de peso molecular variable entre especies). Es
la interfase entre la bacteria y el medio que la rodea; constituyendo una importante barrera
contra agentes que le pueden ser perjudiciales, tales como compuestos quimicos toxicos,
antibioticos y detergentes. Se ha visto que es poco permeable al flujo de compuestos
altamente lipofilicos, en un factor entre 50 — 100 en comparacion con la membrana
citoplasmatica (Mota MI y cols. 2005). Sin embargo se conoce con seguridad que
moléculas hidrofilicas de masa molecular no mayor a 700 daltons la atraviesan en forma
pasiva e inespecifica, siendo la explicacion a este fendmeno debido a proteinas presentes
denominadas porinas que tienen capacidad de formar poros de difusion transmembranosos
(Madigan, MT vy cols. 1997). La membrana externa se compone fundamentalmente de
proteinas, lipoproteinas, fosfolipidos y el LPS, molécula exclusivamente presente en la
membrana externa de bacterias Gram negativas. Los fosfolipidos se localizan
principalmente en la capa interna de la membrana externa, asi como las lipoproteinas que

conectan la membrana externa a los peptidoglicanos. (Lépori LR. 2007).

2.1.2 Lipopolisacarido.

El LPS se encuentra solamente en la cara exterior de la membrana externa. Contiene una

region hidrofobica: el lipido A, anclado a la membrana, y dos regiones polisacaridicas que



se proyectan hacia el exterior: el “core” o nucleo y el antigeno O. EI LPS frecuentemente es
Ilamado endotoxina por sus efectos toxicos sobre las células de mamiferos.

La toxicidad del LPS es debida al lipido A, formado por dos residuos de glucosamina con 6
largas cadenas de acidos grasos covalentemente unidas a ellos. La region “core” o nucleo
contiene azUcares de 7 y 8 atomos de carbono, asi como hexosas y hexosaminas. Hacia el
otro extremo del core, se encuentra unido el antigeno O, cadena formada por unidades
repetitivas de oligosacéridos, donde cada uno de estos esta constituido por tres o cuatro
azUcares que varian grandemente. El lipido A, componente principal del LPS, causa dafios
fisioldgicos por induccion de factores celulares. Sin embargo, el polisacarido O es el que
determina la antigenicidad de la bacteria y su resistencia a los mecanismos de defensa del
hospedero (Zhong QP y cols. 1999; Brooks GF y cols. 2004).

Los genes que codifican al polisacarido O se encuentran localizados en el plasmido de
virulencia, que ademas presenta los genes que codifican los factores de invasion (De-Qi, X.
y cols. 2002).

2.1.3 Proteinas de Membrana Externa.

La membrana externa de las bacterias Gram negativas presenta una gran variedad de
proteinas que realizan funciones de importancia vital para el patdgeno como receptores de
bacteriofagos y bacteriocinas (Lugtenberfg y cols. 1985).

La membrana externa de estas bacterias tienen algunas proteinas mayores llamadas porinas
que por su papel en la permeabilidad celular, forman grandes canales que median
inespecificamente la penetracion pasiva de iones y pequefias moléculas hidrofilicas hasta
un limite de exclusion cerca de 600 — 700 daltons. Ademas de su actividad formadora de
poro, las porinas constituyen receptores de bacteriéfagos y en el caso de bacterias
patdgenas sirven como diana del sistema inmune (Galdiero F y cols. 1990; Galdiero F y
cols. 1993), exhibiendo alta inmunogenicidad, encontrdndose expuestas en la superficie
celular algunas propiedades adicionales como la preferencia por ciertas cargas o por ciertos
grupos quimicos que son encontradas en este tipo de proteinas (Rosenbusch JP y cols.
1974; Lugtenberfg y cols. 1985; Hancock REW vy cols. 1987; Lupi N y cols. 1989 ;
Hoenger A y cols. 1993). En este grupo de proteinas encontramos a las Omp C, Omp F,

Lam B y Pho E; las mismas son expresadas continuamente aunque sus niveles flucttan bajo



determinadas condiciones de crecimiento (Westphal O y cols. 1965; Tapiopalva E y cols.
1985), considerandose por estas caracteristicas por algunos autores como atractivas para
candidatos vacunales (Roy Sy col. 1994).

Solo las porinas OmpF y OmpC se expresan o se producen en condiciones normales de
medio de cultivo ademéas de la OmpD de Salmonella typhimurim, siendo de abundancia
relativa ya que esta regulada por sefiales medio ambientales, tales como la osmolaridad.
Todos estos datos permiten suponer el rol que jugarian las PME en la patogenicidad y

virulencia de las bacterias.

Otras proteinas tienen funciones vitales para el patdgeno como son: funcién secretora,

diseminacion celular, proteasas y las involucradas en el transporte y utilizacion del hierro.

Dentro de las que tienen funcidn secretora se encuentra por ejemplo: el sistema
especializado de secrecion Mxi-Spa formado por al menos veinte proteinas que constituyen
estructuras complejas unidas a la membrana, necesarias para la exportacion y correcta
localizacion de las proteinas Ipa. Este sistema es considerado el efector central no solo de
la entrada de la bacteria a las células epiteliales del hospedero, sino también del escape
fagosomal y de la induccién de apoptosis en macréfagos. Entre las proteinas de membrana
que lo integran han sido ampliamente estudiadas: MxiG, MxiD y MxiM (Allaoui A y
cols.1993; Allaoui Ay cols. 1995; Arockiasamy A y cols. 2000).

Las proteinas con funcion de diseminacion celular son las conocidas como Proteinas de
Diseminacion Intercelular (IcsA) denominadas también VirG, con un PM de 120-KDa
involucradas en la hidrdlisis de ATP. La expresion de IcsA en la superficie de Shigella es
suficiente para dirigir la motilidad dependiente de actina de la bacteria (Laine RO y cols.
1997).

Las proteasas que se encuentran en una gran variedad de bacterias Gram negativas, con un
determinado porciento de identidad entre ellas, se han visto implicadas en ocasiones en la
patogénesis de la bacteria. La actividad proteolitica de este tipo de proteinas esta
probablemente involucrada en una gran variedad de mecanismos de patogenicidad de la
bacteria, que van desde la defensa bacteriana y la infiltracion de los tejidos mediada por
plasmido, hasta la motilidad dentro de las células infectadas (VVandeoutte-Rutten L y cols.
2002).



Por ultimo las proteinas involucradas en el transporte y utilizacién del hierro son de gran
interés debido a que la habilidad de los patdgenos de adquirir hierro, constituye un
determinante importante de virulencia microbiana. Las especies de Shigella poseen al
menos tres sistemas diferentes de transporte de hierro, constituidos por un gran nimero de
PME (Purdy GE vy cols. 2001).

Podemos resumir diciendo que en el género Shigella se describen multiples proteinas,
encontrando entre ellas la de 120 KDa que promueve un raro movimiento intracelular de la
bacteria y conduce a la infeccion de las células adyacentes por la formacion de protusiones.
Este movimiento el cual envuelve la nucleacion, polimerizacién y subsiguiente polarizacion
de actina se refiere al fenotipo Ics de difusion intracelular e intercelular de la bacteria
(Vasselon T y col. 1991; d’Hauteville H y cols. 1992). Una proteina de 30 KDa que es un
factor regulador positivo de los niveles transcripcionales para algunas proteinas asociadas a
la virulencia (Kato JI y cols. 1989; Sakai T y cols. 1988) y otra PME; la MxiD, esencial

para la secrecion de las Ipa de Shigella spp invasiva.
2.2 Caracteristicas generales del género Shigella spp

El primer aislamiento del género Shigella se le atribuye a Chantemesse y Widal en 1888 de
muestras de heces fecales de soldados con disenteria. Una década después durante una
epidemia de disenteria en Japon, Keyoshi Shiga hace una descripcion mas completa del
género, por lo que es designado Shigella y el organismo referido y denominado por él como
Bacillus dysenteriae, conocido ahora como Shigella dysenteriae 1 (Bennish ML y cols.
1991).

Posteriormente en 1901 Flexner y Castellani en Ceilan aislaron un microorganismo similar
al Bacillus dysenteriae, los que sugieren denominarlo Bacillus pseudodysenteriar, referido
mas tarde por Tod como Bacillus pseudodysenteriae flexneri (Keusch GT y cols. 1992),
llamado hoy Shigella flexneri. En 1931 Boyd en Bangladesh, India, estudi6 5000
aislamientos de casos tipicos de disenteria bacilar, encontrando un grupo de organismos
similares a Shigella flexneri que no aglutinaban con el antisuero especifico y si con sueros
homoblogos definiéndose asi otra especie, Shigella boydii. Por los trabajos extensivos
aportados por Sonnei en 1915 la cuarta especie descrita por Krusse, Castelleni y Duval
como una variante fermentadora tardia de la lactosa y ser seroldégicamente distinta, se

conoce como Shigella sonnei (Keusch GT y cols. 1992).



Ubicacion taxondmica actual:
Reino: Procariota
Division I1: Bacteria
Parte 8: Bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos, no esporulados
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Shigella (Vedros NA. 1984)
Especies: - Shigella dysenteriae (A) 13 serotipos (Keusch GT y cols. 1989).

- Shigella flexneri (B) 8 serotipos (Zwadyk P. 1992).

- Shigella boydii (C) 18 serotipos (Zwadyk P. 1992).

- Shigella sonnei (D) 1 serotipo (Keusch GT ycols. 1989).
Los miembros del género Shigella son bacilos gramnegativos, anaerobios facultativos de
1,5 um de longitud por 0,8 um de diametro que corresponden a la familia
Enterobacteriaceae. Se encuentra estrechamente relacionada con el género Escherichia por
sus propiedades bioquimicas, serologicas y similitudes genéticas, sugiriendo que pudieran
ser un subtipo de Escherichia coli (Jin Q y cols. 2002; Wel J y cols. 2003).
El género esta dividido en 4 especies: Shigella dysenteriae (grupo A), Shigella flexneri
(grupo B), Shigella boydii (grupo C) y Shigella sonnei (grupo D) (Noriega FR y cols.
1999), los serogrupos A, B, C son muy similares fisiolégicamente, mientras que el D puede
ser diferenciado de los otros por la realizacion de pruebas bioquimicas como la b — D —
galactoxidasa y Ornitina descarboxilasa positivas (Baron’s Handbook, 2000).
Esta division en serotipos estd basada en diferencias bioquimicas y variaciones en su
Antigeno O (Ag-O). Todas las especies utilizan la glucosa oxidativa y la fermentan,
algunos de ellos también usan el manitol y con escasas excepciones producen gas (Grayd
LD y cols. 1995), no fermentan la lactosa, ni producen lisina descarboxilasa. La mayoria de
las especies son catalasa positiva y oxidasa negativa. No utilizan el citrato ni el acetato
como Unica fuente de Carbono, no hidrolizan la urea, ni descarboxilan la lisina y no forman
acetil-metilcarbinal (Keusch GT y cols. 1992; Zwadyk P y cols. 1992). Son
quimioorganotréficos, no crecen en Cianuro de potasio (KCN), ni producen sulfihidrico
(H2S). Son patdgenos del hombre y otros primates, produciendo disenteria bacilar. Se
diferencian del género Salmonella spp por ser inmoviles y no producir ureasa ni

desaminasas.



Shigella presenta gran resistencia al efecto detergente de las sales biliares y a la
degradacion por parte de las enzimas digestivas, debido a poseer al igual que el resto de las
enterobacterias, una membrana externa que juega un papel fundamental en esta resistencia.
Esta membrana delimita al citoplasma bacteriano y esté separada de la membrana interna
por el espacio periplasmatico, que contiene una capa de peptidoglicano (Nikaido H y cols.
1979). La superficie de la bicapa lipidica de la membrana externa estd compuesta por
fosfolipidos y LPS. La parte lipofilica del LPS que se denomina lipido A se une a la
estructura piliosidica de la superficie bacteriana que constituyen el Ag-O. Este poliésido de
superficie confiere a las colonias un aspecto regular, liso y brillante en agar, a diferencia de
las colonias irregulares y rugosas. Sobre la base del Ag-O, el género Shigella esta
subdividido en mas de 40 serotipos (Clerk P. 1988).

Algunas cepas poseen Ag-K (antigeno de envoltura), el cual no tiene importancia para el
serotipaje; pero puede interferir en la reaccion seroldgica del Ag-O cuando se encuentra
presente. Este Ag de envoltura puede ser eliminado por ebullicion de la suspension celular
antes del tipaje del microorganismo (Zwadyk P y cols. 1992). A su vez cada serogrupo
puede subdividirse en diferentes tipos, en base a variantes del Ag-O, estos serotipos se
designan mediante niameros ardbigos. Pueden diferenciarse ademas, serovares en algunas
especies. El conocimiento detallado de la estructura antigénica resulta de utilidad maxima

para realizar estudios epidemiologicos.

2.3 Virulencia

Estudios extensivos “in vitro” de la invasion a las células epiteliales del colon por Shigella,
han permitido la definicion de fenotipos basicos de virulencia tales como la entrada, la
motilidad intracelular (Bernardini ML y cols. 1989) y la expansion intercelular (Mounier J
y cols. 1997).

Los genes requeridos para estos tres eventos se encuentran localizados en el plasmido de
virulencia que es funcionalmente idéntico en todas las especies de Shigella (De Geyber C y
cols. 1997). Solo un fragmento de 30-Kb de dicho plasmido es necesario y suficiente para
la entrada de la bacteria a células en cultivo. Este fragmento estd compuesto por dos
regiones o locus: uno que codifica a los efectores de la entrada, conocidos como Antigenos
de Invasion Plasmidicos (proteinas Ipa: IpaA (70 KDa), IpaB (62 KDa), IpaC (42 KDa) e



IpaD (38 KDa) (Baudry B y cols. 1988) y otro que codifica al sistema especializado de
secrecion (Mxi-Spa). (Allaoui A 'y cols. 1992; Andrews GP y cols. 1992; Allaoui A 'y cols.
1993; Mounier J y cols. 1997). Anélisis genéticos han demostrado que la diseminacién
intercelular es dependiente de la expresion de un gen de virulencia plasmidico designado
icSA o virG (Coster TS y cols. 1999) y que la PME de 120 KDa codificada por dicho gen,
nombrada Proteina de Diseminacion Intercelular A (IcsA), actGa como un reclutador
citosdlico de filamentos de actina.

En el plaésmido de Shigella spp se han podido identificar tres regiones implicadas en la
virulencia. La primera regién contiene un gen llamado virF que es necesario para la fijacion
del colorante RC (Sakai T y cols. 1986; Sankaran K y cols. 1989) demostrando que la
fijacién del mismo esta sometido a regulacion por la temperatura, asociado a la virulencia
(Maurelli AT y cols. 1984).

Una segunda region virG es necesaria para la reinfeccion de las células adyacentes y la
formacion de placas de lisis en un tapiz celular en cultivo (Makino S y cols. 1986). La
tercera region que aparece en el plasmido de virulencia de 33 Kb, contiene muchos
segmentos génicos implicados en el proceso de internalizacion de las células epiteliales
(Sasakawa C y cols. 1986).

La expresion del fenotipo virulento de Shigella esta regulada por mecanismos complejos
que involucran tanto a los genes cromosomales como a los del plasmido de invasion,
requiriéndose de la porcion completa del LPS codificada cromosomalmente (Lindberg AA
y cols. 1991; Sansonetti PJ. 1992).

Otras regiones dentro del plasmido de virulencia estan representadas por los segmentos
ipaABCD, ippl, e invGF, que codifican para 5 proteinas que inducen respuesta inmune
(Hale TL y cols. 1985; Kato JI y cols. 1989; Watanabe H y cols. 1990). La mayor de estas
proteinas es producto del segmento génico cromosomal virB (icsA), el resto de las
proteinas estan codificadas por el segmento genico cromosomal ipa, el cual corresponde a
la regién 2 en el plasmido de virulencia. Estas ultimas proteinas fueron designadas A (72
KDa), B (58 KDa), C (43 KDa) y D (39 KDa) en orden decreciente de su PM,
consecuentemente con esto se ha denominado ipaABCD a los genes que codifican para

estas proteinas (Buysse JM y cols. 1987). Los anticuerpos evocados por infeccién con



Shigella flexneri 2a presentaron reactividad cruzada con proteinas de similar masa
molecular pertenecientes a diferentes serotipos de Shigella flexneri, Shigella dysenteriae,
Shigella sonnei, Shigella boydii (Hale TL y cols. 1985).

La regién clonada para ipaBCD puede ser usada ademads como una sonda de DNA
especifica para identificar organismos enteroinvasivos (Venkatesan MM vy cols. 1985).
Estas observaciones sugieren que el segmento génico cromosomal ipa estd altamente
conservado en el plasmido de invasién del género Shigella spp y la prominente respuesta
inmune evocada por la menor de estas proteinas, aseguran su asociacion con el proceso de

patogenicidad.

Se han hecho estudios de estas proteinas tanto “in vitro” como en modelos animales que
sugieren que para que ocurra una translocacion eficiente de Shigella a través de la barrera
epitelial y el inicio de una respuesta inflamatoria, es necesario el complemento completo de
las proteinas Ipa. Estas proteinas son sintetizadas y almacenadas dentro del cuerpo
bacteriano liberadas a través del sistema secretor tipo Il por el contacto con la célula
hospedera. Se forma un complejo IpaB-IpaD que regula el flujo de proteinas Ipa (Ménard R
y cols. 1993). Una vez liberado este complejo, se forma otro complejo, IpaB-IpaC que
interacttia con la membrana de la célula epitelial perforando la barrera epitelial que le sirve
de puerta de entrada para la translocacion de las otras proteinas Ipa dentro del citoplasma
del huésped (Cersini Ay cols. 2003). Cuando la vacuola de Shigella se encuentra dentro de
la célula infectada, la Ipa B produce la lisis de la misma, la bacteria estara libre en el citosol
de la célula hospedera y se infectan las células adyacentes que son aniquiladas rapidamente
por un corte del metabolismo energético celular inducido por las bacterias (Sansonetti P.
1992; High y cols. 1992). El crecimiento bacteriano intracelular causa cesacion de la
sintesis proteica, al principio se le atribuyo a la toxina Shiga la muerte celular; pero después
se demostrd que mutantes que no la poseian acababan igualmente en muerte celular. Mas
recientemente se ha sefialado a la induccién de apoptosis o muerte celular programada
como la responsable de la muerte celular (Salyers AA 'y cols. 2001).

La toxina de Shigella es un factor de virulencia que juega un rol importante en la patogenia
(Clerc P. 1988). Ademas la aparicién de una grave complicacién de la shigelosis, el

Sindrome Hemolitico Urémico (SHU), esta correlacionado con la produccion de toxina



disentérica, que constituye un factor agravante para la produccion de hemorragias. (Karmali
MA 'y cols. 1985; Clerc P. 1988).

Esta toxina, también conocida como toxina disentérica Shiga, descrita en 1903 como una
potente neurotoxina capaz de provocar paralisis y convulsiones, se creia primeramente que
era producida solamente por Shigella dysenteriae tipo 1; pero se han encontrado similares
en otras especies y en ciertas cepas de Escherichia coli (Shiga like toxin). Es una toxina de
tipo A-B que se libera al medio durante la lisis bacteriana, se une a las células de
mamiferos, se introduce por endocitosis y finalmente detiene la sintesis proteica a nivel
ribosomal presentando multiples actividades toxicas, demostrando su actividad

enterotdxica, como son:

induce acumulacién de liquido en el modelo de asa ileal de conejo

actla como neurotoxina

induce apoptosis

produce dafio a nivel de vasos sanguineos en el Sindrome Hemolitico Urémico
Igualmente posee actividad citotdxica sobre las células HeLa en cultivo. La toxina de Shiga
ejerce una actividad N-glicosidasa sobre el ARN ribosomal 28S de la subunidad 60S del
ribosoma, asi como una inhibicion de la sintesis proteica de la célula eucariota. El gen de la
toxina se encuentra situado en el cromosoma, pero se desconoce su localizacion exacta.
(Clerc P. 1988; Keusch GT y col., 1992; Zwadyk P y cols. 1992).

Al menos dos toxinas mas han sido descritas con actividad endotoxica que pueden
encontrarse en especies diferentes a Shigella dysenteriae, denominadas ShET1 y ShET2,
responsables de la acumulacion de liquido en el asa intestinal y de la diarrea acuosa al

principio de la shigelosis.

El LPS de Shigella juega un papel importante en el dafio celular, y no parece intervenir en
la invasion, en la replicacion, ni en la diseminacion entre células. Se ha demostrado que
cepas rugosas de Shigella que no poseen el antigeno O conservan su capacidad de invadir y
replicarse en cultivos celulares; siendo capaces de producir inflamacion en el Test de
Sereny (Salyers AAy cols. 2001).



2.4 Infeccién por Shigella spp

Las especies del género Shigella constituyen los agentes principales de la disenteria bacilar
0 shigelosis que afecta a primates y humanos. Esta enfermedad difiere de la abundante
diarrea acuosa comunmente observada producto de una infeccién con Vibrio cholerae o con
Escherichia coli enterotoxigénica, en que la deposicién disentérica es escasa y contiene
sangre, mucus y células inflamatorias. Sin embargo, en algunos individuos que padecen la
shigelosis, una diarrea de volumen moderado es un prédromo de la Unica manifestacion de
la infeccion (Baron’s Handbook. 2000)

El mecanismo patogénico de la shigelosis es complejo, involucrando un posible cuadro
diarreico enterotoxico y/o citotoxico. Es el resultado de la adherencia e invasion de Shigella
a células epiteliales de la mucosa del ileon terminal y colon, con inflamacion y ulceracion
de la misma, provocando las deposiciones con sangre, mucus y/o la diarrea febril.

Estudios microscopicos de ceélulas infectadas han servido para definir la entrada y
diseminacion intra e intercelular al organismo. La mayoria de estos conocimientos en la
patogenia de la infeccion por Shigella spp se han logrado mediante cultivos celulares, en
especial la linea celular HelLa, aunque hay estudios recientes mas sofisticados donde han
usado lineas celulares intestinales del hombre crecidas sobre un soporte de filtro permeable
con diferentes cargas de células. (Philpott DJ y cols. 2000).

Las lesiones inflamatorias de la mucosa colénica afectada por Shigella spp se hallan
fundamentalmente a nivel de la placa de Peyer, lo que sugiere que las células pudieran
entrar inicialmente por la explosion de las células M, naturalmente fagociticas, permitiendo
la entrada en la cavidad fundamentalmente sub-epitelial donde residen los macrofagos
encargados de captar antigenos de la luz intestinal y presentarlos al tejido linfoide de la
placa de Peyer.

Las lesiones rectosigmoidales provocadas por la shigelosis, se asemejan a aquellas
provocadas por una colitis ulcerativa. En la Figura 2 podemos observar con porcientos
indicados, que hay extensién proximal de eritema, edema, pérdida de la superestructura
vascular, hemorragia focal y capas adherentes de exudacion purulenta. Muestras de biopsia
de areas afectadas son tipicamente edematosas, con congestion capilar, hemorragia focal,

hiperplasia de la cripta, disminucion de las células del caliz, infiltracion de células



mononucleares y PMN, desgarramiento de las células epiteliales, pérdida de eritrocitos y

microulceraciones.
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Figura 2. Lesiones provocadas por la shigelosis.

Previo a la muerte celular los macréfagos infectados liberan IL-1B, este proceso
inflamatorio natural, producido por esta citoquina trae como consecuencia el reclutamiento
de células PMN que se infiltran en el tejido infectado desestabilizando el epitelio
(Zychlinsky Ay cols. 1994). La pérdida de integridad de la barrera epitelial permite mayor
entrada de bacterias que atraviesan el espacio sub-epitelial, teniendo acceso al lado
basolateral de las células epiteliales. De esta forma Shigella spp invade la cubierta de las
células epiteliales del colon, pasa de célula a célula y se disemina a través de todo el tejido
observandose también el ingreso a través de la célula no fagocitica (Zychlinsky A y cols.
1996).

En cultivos celulares, la bacteria inicialmente se adhiere a la célula, provoca la
reorganizacion de la actina del citoesqueleto celular en las inmediaciones y la formacion de
pseudopodos. La célula huésped, normalmente no fagocitica engloba e ingiere a la bacteria
adherida, la cual a su vez escapa del fagosoma y se multiplica en el citoplasma de la célula.
(Maurelli y cols. 1985). Contintan produciéndose reordenamientos de actina alrededor de
la bacteria que le permiten moverse a traves de la célula y luego pasar a otra contigua hasta

diseminarse por todo el tejido. Una vez libre en el citoplasma, la bacteria exhibe dos tipos



de movimientos, por un lado, la polimerizacion de actina en un extremo de la bacteria
donde crea una estructura tipo “cola de cometa”, que propulsa a la bacteria a través del
citoplasma y por otro lado, se ha observado un movimiento unidireccional de la bacteria a
lo largo de los filamentos de actina. (Valdés — Dapena. 2001)

Los efectores de entrada de Shigella spp son los llamados antigenos Ipa, los cuales se
localizan en plasmidos de PM entre 120 — 140 MD, algunas de estas proteinas codificadas
por esos plasmidos, intervienen por ejemplo en la ruptura de la pared del fagosoma o bien
son exportados a la superficie bacteriana. Las integrinas, proteinas de superficie celular
podrian ser los receptores de las proteinas Ipa, las que solo parecen actuar luego de que las
bacterias han ingresado a través de las células M. (Wassef J y cols. 1989).

El mecanismo patogénico que provoca estas manifestaciones patologicas esta representado
en la Figura 3. La ilustracion incorpora observaciones experimentales obtenidas a partir de
cultivos de tejidos y de modelos animales de la shigelosis, tales como intestinos ligados de
conejos inyectados con organismos virulentos. En este altimo modelo, la infeccion con
Shigella se inicia en las células membranosas (células M) que estan asociadas con foliculos
linfoides macroscopicos (placas de “Peyer”). Biopsias realizadas a monos Rhesus sugieren
que Shigella también infecta los foliculos linfoides microscopicos en el colon del primate
(Baron’s Handbook. 2000; Rathman MPL y cols. 2000)
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Figura 3. Histopatologia de la colitis aguda luego de una infeccién con Shigella.



2.5 Epidemiologia.

El ser humano es el Unico reservorio conocido hasta el momento, siendo los primates
cautivos, hospederos accidentales. La transmisién de Shigella ocurre fundamentalmente de
persona a persona, hecho facilitado por su bajo indculo infectante, ya que la dosis infectante
puede ser tan baja como ser de 10 a 100 bacterias en la mayoria de las especies e incluso
menos para el caso de Shigella dysenteriae.

En paises en desarrollo, con prevalecientes condiciones inadecuadas de sanidad y
hacinamiento, la infeccion es trasmitida méas frecuentemente por la excreta de individuos
infectados via fecal - oral. El transporte aéreo puede contribuir a su diseminacion, por la
liberacion de heces fecales y alimentos. Las especies mas comunes, Shigella dysenteriae y
Shigella flexneri, son también las mas virulentas. También, brotes esporadicos producidos
por la infeccion con Shigella sonnei, son trasmitidos por la contaminacion del agua o por
alimentos crudos, existen reportes que vinculan esta enfermedad a una gran diversidad de
ellos (leche, frutas, verduras crudas y alimentos preparados manipulados por personas
infectadas), asi como la exposicion a aguas recreativas (piscinas, parques acuaticos,
fuentes, etc.) (Gomez HF y cols. 1998; Rivera-Matos y cols. 1996). Los brotes mas
recientes, usualmente involucran sistemas semipublicos de agua, tales como aquellos
presentes en campos, parques de caravanas, entre otros.

La transmision fecal - oral directa puede ocurrir también en instituciones de cuidado de
nifios en los cuales el contagio por esta via se ve facilitado y en hospitales mentales, entre
otras. Los hombres homosexuales se encuentran en un alto riesgo de infeccion con la
bacteria, capaz de ser una complicacion crénica y recrudescente en infectados con el Virus
de Inmunodeficiencia Humana (VIH) (Baron’s Handbook. 2000).

Shigella es sin dudas el agente que se asocia con mayor frecuencia a diarrea con sangre
habiéndose también aislado vinculado al Sindrome Hemolitico Urémico (Varela G y cols.
1991).

La enfermedad en adultos es menos habitual y se considera que personas en contacto con
nifios constituirian un grupo de mayor riesgo (madres, educadoras, etc.). El periodo de
incubacion varia de 1 a 7 dias; pero tipicamente es de 2 a 4, con predominio en los meses
de verano ocurriendo con frecuencia la transmision intrafamiliar. La infeccion

intrahospitalaria es poco frecuente, dado que habitualmente se aislan a estos pacientes. La



posibilidad de infeccion existe mientras se esté excretando por las heces el
microorganismo. Aun sin tratamiento la portacion en el periodo de convalecencia no es
mayor de las 4 semanas, siendo mas alla de un afio en caso excepcional.

Respecto a las diferentes especies y su aislamiento segun regiones, tenemos que en paises
en vias de desarrollo Shigella flexneri es la mas frecuente seguida de Shigella dysenteriae,
pudiendo provocar brotes en paises como Africa o la India. En paises desarrollados
predomina claramente Shigella sonnei seguida de Shigella flexneri.

La especie méas frecuentemente aislada en América Latina y Cuba es Shigella flexneri
seguida de Shigella sonnei. Mas raramente se aisla Shigella dysenteriae y Shigella boydii
(Basualdo W'y cols. 1998; Lépez EL y cols. 2000; Torres ME y cols. 2001).

2.6 Cuadro clinico y tratamiento.

La shigelosis o disenteria bacilar se define como una infeccion gastrointestinal severa
invasiva del colon, particularmente de las porciones rectal y sigmoide, donde los hallazgos
microscopicos varian desde colitis hasta ulceraciones mucosas severas.

La enfermedad puede ocurrir a cualquier edad; pero es mas frecuente entre el segundo y
tercer afio de vida, siendo rara antes de los 6 meses, disminuyendo su incidencia pasados
los 5 afios de edad. En algunos casos, especialmente en los nifios de corta edad y los
ancianos, la diarrea puede ser tan grave que el paciente necesite ser hospitalizado. Una
infeccidn aguda con fiebre elevada también puede ir acompafiada de ataques o convulsiones
en nifios menores de 2 afos de edad. Algunas personas infectadas pueden no tener ningin
sintoma; pero transmitiran la bacteria. (Center for Infections Diseases. Division of Bacterial
and Mycotic Diseases. 2005). Habitualmente se presenta con sintomas que evidencian
colitis inflamatoria severa, diarrea con sangre, mucus o pus, leucocitos, fiebre elevada,
aspecto toéxico, dolor abdominal, pujos, tenesmo y/o prolapso rectal. También puede
presentarse diarrea acuosa al principio del cuadro clinico, no ocurriendo en adultos sanos
cuadros tan severos de la enfermedad. Se presume que en nifios pequefios se observan las
formas mas graves debido a la falta de inmunidad preexistente.

En pacientes sanos la mayoria de los episodios son autolimitados, resolviéndose entre 5y 7
dias sin dejar secuelas. Las complicaciones méas severas como la bacteriemia, que pueden
comprometer la vida, se ven en los inmunodeprimidos, desnutridos y nifios pequefios,

siendo la més frecuente la producida por gérmenes de la flora intestinal; la bacteriemia por



Shigella es mucho mas rara y se observa casi exclusivamente en inmunocomprometidos,
(Neglia TG y cols. 1976; Gomez HF y cols. 1998). Las alteraciones que se presentan
fundamentalmente son las hidro-metabdlicas (deshidratacion, hiponatremia, hipoglicemia)
y las complicaciones intestinales como megacolon toxico o perforacion intestinal. Otras
complicaciones no comunes; pero presentes son la neuritis toxica, artritis y miocarditis. En
nifios puede verse el Sindrome Hemolitico Urémico. Sin embargo, pacientes con genotipo
HLA-B27 desarrollan comunmente artritis o Sindrome de Reiter’s después de haber
padecido de shigelosis. (The Merck Manual of Diagnosis and Therapy..//..//sections.htm,
Section 13. Infectious Diseases../sec13.htm, Chapter 157. Bacterial Diseases)

Las convulsiones y otras manifestaciones neuroldgicas se observan casi Unicamente en
menores de 5 afios y se le atribuyen a la toxina Shiga de Shigella dysenteriae; observandose
también en infecciones causadas por otras especies y serotipos considerados la causa de

disturbios metabolicos.
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Figura 4. Caracteristicas clinicas de la shigelosis en humanos.

La shigelosis es generalmente una enfermedad autolimitada, y la decision de prescribir
antibioticos depende de la severidad de la enfermedad, la edad del paciente y la
probabilidad de propiciar la transmision de la infeccion (Baron’s Handbook. 2000). Un
tratamiento efectivo con antibidticos reduce la duracién promedio de la enfermedad de
aproximadamente 5-7 dias a 3 dias y también reduce el periodo de excrecién de Shigella

después que han disminuido los sintomas.



Medicamentos absorbibles tales como la Ampicillina (2 g/dia durante 5 dias) son muy
probables de ser efectivos cuando el aislamiento es adecuado. ElI Trimethoprim (8
mg/kg/dia)/Sulfamethoxazol (40mg/kg/dia), erradican los organismos sensibles
rapidamente del intestino; pero la resistencia a este agente estd aumentando (Baron’s
Handbook. 2000). El aumento del nimero de cepas resistentes a antibiéticos como la
Ampicillina, Trimethoprim/Sulfamethoxazol, Estreptomicina, Cloranfenicol y Tetraciclina,
dificulta el tratamiento contra la shigelosis y por lo tanto, constituye una problematica
actual (Cabrera R y cols. 2006). Los agentes antidiarreicos tales como la Loperamina o el

Difenoxilato o Atropina posiblemente empeoren la enfermedad por lo que deberan evitarse.

2.7 Inmunidad adquirida después de una infeccion por Shigella spp.

La respuesta inmune protectora necesaria para prevenir infecciones futuras con Shigella spp
no estd completamente dilucidada (Cohen D y cols. 1999). En una infeccion natural, se
plantea que Shigella interactla directamente de manera extracelular e intracelular con
células M, macrofagos, células dendriticas, linfocitos y el epitelio coldnico durante el curso
de la infeccion (Turbyfill KR y cols. 2000).

Se ha demostrado que la proteccion tipo-especifica contra la shigelosis puede ser adquirida
en humanos después de la infeccion con la cepa salvaje o la bacteria atenuada. Existen
evidencias directas de que los anticuerpos anti-LPS serotipo especifico se encuentran
asociados con la proteccion y que son las respuestas inmunes mucosales locales,
especialmente la secrecion de inmunoglobulinas, las que desempefian el papel principal en
la proteccion (Passwell JH y cols. 2001).

La secrecion local de IgA, asi como la respuesta en suero de IgG estan dirigidas
fundamentalmente contra el LPS bacteriano y un reducido nimero de proteinas de
virulencia de origen plasmidico como IcsA y las proteinas Ipa, siendo la IpaB e IpaC las
mas consistentemente reconocidas. De hecho, no es inusual observar una respuesta de
anticuerpos dirigida solamente contra el LPS y las invasinas (Barrzu S y cols. 1996).

Se ha demostrado tanto en curieles como en conejos por medio del Test de Sereny en el que
se ha visto proteccion contra la queratoconjuntivitis, que ademas de estar involucrados en la
patogénesis los antigenos de la superficie celular, diganse el LPS y las PME, estos pueden

inducir inmunidad protectora en hospederos; presentando una inmunidad serotipo-



especifica mediada por anticuerpos anti-LPS (Lindberg AA y cols. 1993; Sudipta RA y
cols. 1994). Los polipéptidos de superficie codificados por el plasmido de virulencia de
especies de Shigella, han generado buena respuesta inmune en humanos (Hale TL y cols.
1985) y se ha podido demostrar que las porinas presentes en las bacterias gramnegativas
manifiestan una elevada inmunogenicidad. Por lo tanto, el estudio de las PME es
importante debido a su posible papel en conferir inmunidad contra la shigelosis (Sudipta
RAy cols. 1994; Rossi MA. Y cols. 2000).

2.7.1 Inmunidad contra el LPS.

El dominio O del LPS es un factor de virulencia esencial y un antigeno protector de
Shigella. Convalecientes de shigelosis, presentan inmunidad anti-polisacéarido O (especie y
serotipo especifica) incompleta y de limitada duracion (Passwell JH y cols. 2001). La
region antigenica del LPS es pequefia, lo cual facilita el reconocimiento de la bacteria por
anticuerpos séricos y del complemento. Estos factores humorales podrian lisar a Shigella en
la superficie intestinal. (Taylor DN y cols. 1993).

Esta demostrado que anticuerpos sericos del tipo IgG anti polisacarido O, confieren
inmunidad contra la shigelosis, pues se plantea la existencia de correlacion entre el nivel de
estos anticuerpos y la resistencia a la enfermedad en un estudio realizado con soldados
israelies. También se conoce una relacion inversa entre la edad de incidencia de la
shigelosis y la presencia de anticuerpos anti-LPS del tipo 1gG. El pico de incidencia de la
enfermedad se observa en nifios y jovenes adultos, siendo baja la incidencia en otras
edades. Muchos recién nacidos y adultos presentan anticuerpos anti-LPS en suero que

pudieran ser producto de reacciones cruzadas con otras especies (Passwell JH y cols. 2001)

2.7.2 Inmunidad contra PME.

Son numerosos los hallazgos experimentales que demuestran las propiedades
inmunogénicas de las PME aisladas de especies de Shigella. Estudios realizados en
animales de experimentacién nos han permitido conocer que hay respuesta especifica de
diferentes inmunoglobulinas a las PME. En las cuatro especies de Shigella se ha encontrado
una proteina mayoritaria con un PM entre 34-38 kDa considerandose una porina, otra
proteina de 57 kDa induce la liberacion de IL-2 en una infeccidn natural, lo cual refleja la

participacion de linfocitos T funcionalmente activos en pacientes con shigelosis. Otros



hallazgos hablan de que las PME de Shigella flexneri ejercen efecto inmunomodulatorio
sobre la inmunidad mediada por células y la respuesta inmune humoral entre muchos que
pudieran nombrarse. (Chamekh M. 2009)

2.8 Modelos animales empleados para el estudio de la shigelosis.

Para estudiar la shigelosis se han desarrollado diversos modelos animales, algunos de los
cuales han proporcionado informacion relevante de la enfermedad humana, a pesar de la
limitacién fundamental de que la infeccién natural con Shigella spp no ocurre en animales y
hasta el momento no se ha descrito ningin modelo animal que reproduzca los signos y
sintomas de la enfermedad, pues la mayoria de los animales adultos son resistentes a la
colonizacidn intestinal por Shigella spp con la excepcién de primates evolucionados que
son susceptibles a infecciones intestinales causadas por especies de Shigella. (Mallet CP y
cols. 1993).

Se retaron monos Rhesus con especies virulentas de Shigella, manifestando diarrea y/o
disenteria que asemejaba el curso patolégico de la shigelosis en nifios (Formal SB y cols.
1996).

Este modelo permitié una exitosa colonizacion intestinal de la cepa administrada y una
correcta presentacion antigénica que permite evaluar la respuesta inmune frente a estos
antigenos. La colitis causada por la invasion bacteriana a la mucosa intestinal de los monos,
resultd indistinguible de la observada en humanos (Mathan MM vy cols. 1991). El reto oral
de monos Rhesus es el modelo mas representativo de la shigelosis en humanos, este ha sido
empleado para evaluar la eficacia protectora de candidatos vacunales de Shigella. (Formal
SB y cols. 1984). Sin embargo, la dosis de reto de mas de 10 billones de UFC necesaria
para producir el cuadro clinico de la shigelosis en monos excede grandemente a la dosis de
100 UFC que constituye la Dosis Media Infectiva (DMlsg) para voluntarios (Formal SB y
cols. 1996; Kotloff KL y cols. 1992), esta diferencia en sensibilidad a la infeccion con
Shigella entre las dos especies, constituye una limitacion importante para el modelo del
mono como predictor de la proteccion de candidatos vacunales atenuados de Shigella. Por
ejemplo, la inmunizacion oral en monos Rhesus ha demostrado que hibridos de Shigella —
Escherichia coli invasivos son protectores en este modelo (Formal SB y cols. 1984), pero la

subsiguiente vacunacion oral de humanos con uno de estos hibridos, resultd ser inaceptable



desde el punto de vista de reactogenicidad (Dupont HL y cols. 1972). Ademas,
consideraciones logisticas, financieras y éticas limitan los ensayos de candidatos vacunales

en primates o voluntarios.

Dado estos elementos se encontraron ante la necesidad de modelos animales no primates
para evaluar la proteccion y eficacia de vacunas de Shigella, lo que ha llevado al empleo de
metodos de inoculacion que deliberadamente crean condiciones que difieren de la manera
natural en la que ocurre la enfermedad.

La queratoconjuntivitis lograda al inocular Shigella en la conjuntiva de curieles conocido
como Test de Sereny (modelo animal por excelencia) ha sido usada para demostrar la
adherencia y capacidad invasiva de las cepas, con el inconveniente de que no permite
discriminar entre varios fenotipos de Shigella, no explica la invasion a las células
epiteliales, ni la infeccion célula a célula, como tampoco la iniciacion de la respuesta
inflamatoria; pero provee un modelo sistema para probar la virulencia de cepas de Shigella
y la eficacia e inmunogenicidad de vacunas de Shigella. (Sereny B. 1957; Hartman AB y
cols. 1991).

En este sentido, el modelo animal de la queratoconjuntivitis ha sido empleado para:

» Evaluar la capacidad del microorganismo de invadir las células epiteliales y de infectar
células contiguas

» Estudiar la eficacia protectora de candidatos vacunales atenuados de Shigella

Y

Evaluar regimenes de dosis que optimicen la respuesta inmune mucosal protectora

» Examinar el efecto de la ruta de administracion (ej. via mucosal versus parenteral), de la
frecuencia de inmunizacion (primaria versus secundaria) y de la forma del antigeno
dado (ej. vacunas vivas atenuadas versus vacunas conjugadas antigeno O-proteina)

> Inducir inmunidad protectora contra la enfermedad en animales virgenes

» Examinar la relacion de respuestas inmunes séricas y locales generadas por
inmunizacion

También se han realizado estudios con el Test de Sereny en ratones, demostrando aunque

la reaccidon fue mas transitoria y no se pronuncid tanto como en curieles, que los ratones

pudieran ser usados para distinguir microscopicamente entre una cepa de Shigella virulenta

y una no virulenta (Hartman AB y cols. 1994).



A pesar de su gran numero de aplicaciones, el Test de Sereny no suple la necesidad de un
modelo de ratén capaz de simular la extensa y potencialmente letal enteropatia observada
en una infeccion con Shigella en primates y humanos. (Mallet CP y cols. 1993).

La minima e inconsistente enteropatia producida por el reto oral de ratones con Shigella, ha
limitado el empleo de este animal como un modelo de shigelosis intestinal. (Mallet CP y
cols. 1993). El tratamiento con Estreptomicina hace a los ratones susceptibles de una
colonizacidn intestinal asintomatica y transitoria con el bacilo disentérico, provocando una
disminucion progresiva en la duracion de las deposiciones cuando a los ratones tratados con
el antibidtico se les inocula multiples veces por via intragastrica una cepa de Shigella
flexneri resistente a estreptomicina. Aunque estos estudios han ayudado a establecer el
papel de la inmunidad mucosal en la proteccion contra la shigelosis, el requerimiento de
cepas resistentes a estreptomicina y la ausencia de una ostensible enfermedad intestinal,
han limitado el uso del reto intragastrico del ratdbn como un modelo de disenteria bacilar.
(Kotloff KL y cols. 1992; Mallet CP y cols. 1993).

Durante estudios de inoculacion oral en ratones, fue observado que Shigella
accidentalmente introducida en las vias respiratorias podia ser aislada en extractos
purificados de pulmdn. Evaluaciones histoldgicas y bacteriologicas de la patogénesis de la
infeccién pulmonar con Shigella, han indicado que la bacteria virulenta invade el epitelio
pulmonar y provoca infiltrados supurativos agudos y focos de necrosis que asemejan la
shigelosis intestinal. De esta manera, el pulmon del ratén constituye un modelo
simplificado para el estudio de la patogénesis e inmunobiologia de la infeccion con
Shigella. (Mallet CP y cols. 1993). Los bronquios constituyen una superficie mucosal con
caracteristicas semejantes al epitelio intestinal (Turbyfill KR y cols. 1998). El epitelio
pulmonar en el arbol traqueo-bronquial es columnar simple ciliado con transicion a epitelio
simple cuboidal en los sacos alveolares (Brewer NR. 1983). Ademas, la pared bronquial
contiene foliculos linfoides o agregados de foliculos que son similares a las Placas de
“Peyer” del intestino. Al igual que el intestino, el pulmon es un 6rgano linfoide con células
presentadoras de antigenos, linfocitos T cooperadores (L®Th), linfocitos T citotoxicos

(L®DTc) y linfocitos B (LDB) (Stein-Streilein. J. 1988).



La caracterizacion de respuestas inmunes que protegen de la shigelosis y la distincion de las
respuestas que contribuyen a la patogénesis han sido dificiles en modelos intestinales de
infeccion (Van De Verg LL y cols. 1995). En el modelo del reto intranasal al raton
conocido como Modelo Ratén-Pulmén, muchas de las patologias parecen ser debidas a los
efectos de una respuesta inmune inflamatoria. Esta respuesta es similar a la observada en la
shigelosis intestinal, y tanto la respuesta celular como la humoral provocadas por una
infeccidon pulmonar, son similares a la respuesta humana de la disenteria bacilar.

El uso de animales para pruebas bioldgicas y ensayos preclinicos hace necesario que se
cumplan un conjunto de normas éticas, que regulan el comportamiento del hombre en
relacion con los animales, ya que estos tienen su cédigo de derechos al igual que los
humanos. La bioética animal surge como consecuencia del reconocimiento de los derechos
de los animales, debido a la sensibilizacidn de los grupos de defensa y de los cientificos que
realizan experimentos con animales, asi como los productores, el objetivo es lograr el
bienestar y la disminucion o eliminacion del sufrimiento animal como funciones
primordiales. (Brewer NR. 1983; Canadian, Council on Animal Care, Guide to the Care
and Use of Experimental Animal, Ottawa, Ont.: CCAC. Vol. 2. 1984)

2.9 Vacunas

Hace algunos afos se ha venido observando una tendencia de Shigella spp a adquirir
resistencia a los antibidticos e incluso a los de ultima generacién, por lo que es obvio la
necesidad de una vacuna contra la shigelosis. Ademas, la rehidratacion oral tiene escaso
valor terapéutico en los pacientes con disenteria, puesto que la deshidratacion no es
necesariamente una caracteristica importante en la enfermedad grave. Por otra parte, el
tratamiento de los casos graves es costoso, pues necesita una atencion especializada que
puede requerir la administracion de antibioticos nuevos y caros. La urgencia en la
implementacion de esta medida profilactica radica en la elevada tasa de morbilidad y
mortalidad que provoca esta enterobacteria. (Schaetti C. 2009).

Los posibles candidatos a vacunas se encuentran a diferentes niveles de investigacion, pero
aun no estan disponibles para los propdsitos de la Salud Publica (World Health
Organization. 2006; Phalipon Ay cols. 2008).



Actualmente, existen varias tendencias en el camino a la obtencion de una vacuna eficaz
contra Shigella como son candidatos por subunidades, de cepas vivas atenuadas,
proteosoma, vacuna de célula completa inactivada y muchas otras (Smith MJ y cols. 2006);
pero sin éxito final que pudieran estar dadas porque no se conocen aun los mecanismos
moleculares que intervienen en la fagocitosis de Shigella por las células epiteliales; sin
embargo, se han identificado varias PME codificadas por el Plasmido de Virulencia que
pueden desempefiar funciones fundamentales y ser antigenos en una formulacion vacunal
(Sansonetti y col., 1986; Turbybill KR y cols. 2008).

Como se ha observado en las infecciones naturales y experimentales de Shigella los
anticuerpos séricos 1gG y los IgA secretores producidos en las secreciones locales, se
dirigen ambos principalmente contra el LPS. La funcién del antigeno O de Shigella en la
virulencia bacteriana no esta definida por completo, pero un LPS liso puede ser importante
para la supervivencia intraluminal de Shigella como para proteger de la actividad
bactericida del suero a las bacterias que se encuentran en los tejidos (Sansonetti y col.,
1986) demostrandose, su importancia en la inmunidad conferida a pacientes infectados
natural o experimentalmente (Turbyfill y col., 2000; Fries y col., 2001).

Dentro de los candidatos vacunales se encuentran las vacunas vivas atenuadas (Zuzuki T y
cols. 2006), una de las méas recientes es la confeccionada con el virG sf301 Delta y
dsbA33G de Shigella flexneri 22 por Ingenieria Genética suministrada oralmente, la cual se
plantea pudiera inducir niveles elevados de anticuerpos IgA e IgG contra sf301 LPS en los
fluidos mucosales de animales inmunizados (Yang XF y cols., 2005).

El polisacarido O del LPS es la base de algunas vacunas que estan en etapas avanzadas de
ensayos clinicos con buenas expectativas. (Passwell y col., 2001). Turbyfill en el 2008
plantea haber obtenido buena eficacia e inmunogenicidad con una vacuna confeccionada a
base de un complejo de invasinas altamente purificada de Shigella flexneri donde incluye la
IpaB y la IpaC junto a una masa de alto peso molecular con un contenido importante de
LPS (Turbybill KR y cols. 2008).

También forma parte de la estrategia de los investigadores, la obtencion de proteoliposomas
de Shigella altamente enriquecidos en PME con caracteristicas de alta inmunogenicidad
como las proteinas Ipa (Orr y col., 1993). En este sentido, también aparecen referidas otras

variantes, como la formacién de complejos hidrofébicos entre el LPS de Shigella y las



PME de Neisseria meningitidis (Fries y col., 2001), mientras que otros autores plantean que
la PME de 34kDa puede ser una de los mejores componentes en el desarrollo de una vacuna
por subunidades contra la shigelosis (Mukhopadhaya A y cols., 2006).

En la dltima década (2005-2010) se han planteado nuevos proyectos de vacunas con
resultados similares con buena proteccion e inmunogenicidad como son el uso de
transportadores probioticos con las que se han obtenido titulos de anticuerpos especificos
en suero, aunque hasta el momento no parece ser suficiente la proteccion media
(Buddenborg C y cols., 2008). Otro intento son las vacunas confeccionadas a base de un
toxoide transformado genéticamente, que contiene la subunidad StxA2 enziméaticamente
inactivada y la subunidad nativa StxB1 con la que se obtuvo proteccion al reto con 10DL
(Smith MJ y cols. 2006). No obstante Kaminski, publica una nueva vacuna por subunidades
inactivada para prevenir la shigelosis y plantea que a pesar del desarrollo de multiples
tecnologias acerca de las vacunas a partir de bacterias vivas, atenuadas y muertas que
resaltan los estudios e investigaciones actuales, los mecanismos inmunes y de proteccion no
estdn completamente explorados, no conociendo a ciencia cierta como ocurre todo este
proceso (Kaminski RW vy cols., 2009).

Podemos decir que a pesar de toda esta preocupacion por desarrollar una vacuna que cubra
las expectativas de Salud, las lagunas acerca de este género no permiten llegar a un final
deseado, no obstante desde nuestro punto de vista la mas acertada es la construccion de un
complejo compuesto por las proteinas Ipa y LPS que ha logrado obtener resultados

esperanzadores hasta reto en modelos animales.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Caracterizacién por expresion de proteinas de membrana externa (PME) de los
aislamientos autoctonos de Shigella sonnei para la seleccion de posibles cepas
vacunales.

3.1.1 Identificacién bioquimica y metabolica de los aislamientos autoctonos de Shigella
sonnei de pacientes con diagndstico presuntivo de Shigelosis.

3.1.1.1 Aislamientos bacterianos.

Se utilizaron en este trabajo experimental un total de 32 aislamientos de Shigella spp, 30
correspondientes a aislamientos autéctonos de pacientes con diagndstico de shigelosis en la
Provincia de Ciudad Habana y 2 cepas ATCC de las especies Shigella flexneri y Shigella
sonnei. Se partio de tubos con medio de conservacion para enterobacterias (Bergey’s
Mannual of Sistematic Bacterilogy 1984), mantenidos a temperatura de laboratorio y en

condiciones de oscuridad.

3.1.1.2 Identificacion Fenotipica.

Medio de seleccién en placa.

Los aislamientos de Shigella spp fueron sembradas en medio Agar Mackonkey, a partir de
precultivos de 18-24 horas, incubandose por igual tiempo a 37°C. Las colonias aisladas
tenian color blanguecino, eran pequefas y ligeramente abultadas, caracteristicas de Shigella

spp en este medio.

Motilidad: Se le determiné mediante el medio de prueba de motilidad descrito para
enterobacterias (Lennette EH. 1982).

Pruebas bioquimicas.

Prueba de la Oxidasa: Se realiz6 con cultivos procedentes de cufias de TSA. Una gota de
la solucion al 1 % del reactivo N, N, N, N Tetrametil Parafenilén Diamina fue vertido en un
papel de filtro dispuesto sobre una placa de Petri, esparciendo posteriormente un pequefio
indculo bacteriano con un asa de platino. La reaccion positiva a la prueba de la oxidasa
corresponde a la aparicién de un color rojo purpura oscuro sobre el papel de filtro en un

tiempo de 10 segundos, debido a la reduccion del reactivo empleado, por la citocromo



Oxidasa (CDC/NCID. OPS. Métodos de Laboratorio para el diagnostico de V. cholerae
1994. Programa Especial de Publicaciones. Washington, D. C. Estados Unidos)

KIA: Se seleccionaron al menos 10 colonias caracteristicas de Shigella spp crecidas en
medio Agar MacConkey, estas colonias fueron sembradas por el método de puncién y
estrias en medio KIA, incubandose 24 horas a 37°C. Este medio se empleo para determinar
la fermentacion de glucosa y de lactosa, ademas de la produccion de gas a partir de la
glucosa asi como de &cido sulfhidrico que precipita a sulfuro de hierro. Contiene como
indicador de pH el rojo fenol, que a pH acido toma color amarillo y a pH alcalinos adquiere
color rojo. La fermentacion de la glucosa y la lactosa se lleva a cabo en condiciones
anaerobicas, por lo que se analiz6 el fondo del tubo, dandose como resultado positivo la
aparicion de color amarillo y como negativo la presencia de color rojo. Los tubos se

mantienen ademas en condiciones de aerobiosis. (Giono Sy cols. 1991).

LIA: Se tomaron colonias procedentes de la misma cufia que se utilizo para la prueba del
KIA, se sembré en medio LIA por el método de puncion y de estrias. A través de esta
prueba se comprobd la descarboxilacion y desaminacion de la lisina, las cuales se llevan a
cabo en condiciones anaerobicas y aerobicas respectivamente. El indicador de pH es el
purpura de bromocresol, el cual a pH &cido se torna amarillo, mientras que a pH basico
toma color pdrpura. Se considera una descarboxilacion negativa de la lisina cuando el
fondo del tubo se torne amarillo (acido) y la cufia color pdrpura (alcalina). (Giono Sy cols.
1991).

Catalasa: Se realizd en una lamina portaobjetos, resuspendiendo la asada de indculo
bacteriano con una gota de peroxido de hidrégeno. La produccion de pequefias burbujas de
gas se reporta como un resultado positivo, indicando la presencia de la enzima catalasa
(CDC/NCID. OPS. Métodos de Laboratorio para el diagnostico de V. cholerae 1994.

Programa Especial de Publicaciones. Washington, D. C. Estados Unidos)

Urea: El cultivo puro se inocula por estria superficial sobre el medio y se incuba a 37°C.
Generalmente los organismos con fuerte actividad ureasica permiten lecturas muy
tempranas entre las 3 y 5 horas. La reaccion se hace evidente por el cambio de color del
medio que pasa de anaranjado a rosa fucsia, debido a la fuerte alcalinizacion que provoca la

liberacién del amoniaco. (Swing EPW. 1972).



Citrato: El cultivo celular se inoculé en Agar Citrato de Simmons por picadura profunda
en tubos inclinados, utilizando un in6culo pequefio. La presencia de un indicador facilita la
lectura ya que la degradacion del Citrato produce una alcalinizacién que se manifiesta por
el viraje del indicador a azul intenso. (Swing EPW. 1972).

Indol: A un cultivo de agua peptonada de 40 - 48 horas de incubado a 37°C se le agregd
primeramente 0.5 mL del reactivo de Kovacs y se agit6 el tubo suavemente. Se considera
una reaccién positiva la formacion de color rojo intenso. En los casos en que el resultado

fue negativo, el cultivo debe incubarse 24 horas mas. (Lennette EH. 1982).

Ornitina: ElI medio se prepar6 en caldo con descarboxilasa de Moeller, en la que se
adicion6 L-Ornitina al 1%. La siembra se hace por estria y picadura superficial. Se cubrié
el cultivo con una capa de 4 - 5 mm de aceite mineral estéril o parafina. Se incub6 a 37°C y
se examind diariamente durante 4 dias. La reaccion positiva estd indicada por reaccion

alcalina (purpura). (Lennette EH. 1982).

Dulcitol: Se parti6 de un medio basal de fermentacion y se adiciond el dulcitol a una
concentracion final del 10%. Se tomd como criterio positivo que el medio se torne amarillo,
si el microorganismo no degrada el azucar del medio adquiere una tonalidad verdosa.
(Lennette EH. 1982).

Fenil-alanina: El medio se prepar0 en caldo con descarboxilasa de Moeller, con fenil-
alanina al 1%. Se sembré la superficie de la cufia con abundante inéculo y se incubd
durante 12-16 horas a 37°C. Se afiadi6 0,2 mL de una solucién al 10 % de cloruro férrico de
forma que inunde todo el crecimiento. La prueba es considerada positiva por la aparicion de
un color caracteristico verde-azulado en la superficie, al cabo de un minuto

aproximadamente. (Swing EPW. 1972).

3.1.2 Caracterizacion a nivel de especie.

La caracterizacion hasta especie se realizd por aglutinacion en laminas en placas de
macroaglutinacion con antisueros, donados por el Centro de Produccion de Biologicos
Carlos J. Finlay, contra los grupos B y D, que corresponden con las especies, S. flexneri, y
S. sonnei respectivamente. Las suspensiones microbianas se preparan a partir de Agar

Nutriente. Se afiadid6 1 mL de solucion salina fenolada (NaCl 0.85% + fenol 0.5%), se



homogenizo y se vertio en tubos limpios de 13x100 mm para enfrentarse posteriormente a
los antisueros sefialados. En este ensayo se utilizaron los siguientes controles positivos:
ATCC 12022 de Shigella flexneri, y ATCC 25931 de Shigella sonnei. (Lennette EH.
1982).

3.1.3 Seleccidn de la cepa candidata vacunal.

3.1.3.1 Estudio de los perfiles de PME en SDS-PAGE para cada una de los
aislamientos autdctonos.

Meétodos empleados para determinar el crecimiento.

Andlisis del crecimiento bacteriano

Partimos de conservaciones de los 10 aisalmientos de Shigella sonnei incluyendo la cepa
ATCC 25391 en medio solido para enterobacterias, se sembraron en medio MacConkey y
se incubo a 37°C, durante toda la noche. Al dia siguiente, se le realizo control de pureza
por tincion de Gram y se inoculo con ese precultivo un erlenmeyer de 500 mL con 100 mL
de medio TSB, a 0.03 unidades de absorbancia de concentracion. Este se incubd a 37°C, en
zaranda (Infors GV, Suiza) con una agitacion de 160 rpm y se realizo la lectura a una
longitud de onda de 600 nm en espectrofotdmetro (Pharmacia Ultrospec Ill, Inglaterra)
cada 30 minutos hasta las dos horas, a partir de este momento se determiné la absorbancia

cada una hora hasta cumplimentar las 6 horas de cultivo. (Lennette EH. 1982).

Determinacién de Consumo de Sustrato.

La determinacién del consumo de sustrato se realizd determinando la concentracion de
azucares reductores durante el cultivo. EI método utilizado fue el del &cido 3,5
Dinitrosalicilico. Las muestras de cultivo se tomaron a diferentes tiempos (0, 2, 4, 6 horas).
Estas muestras se centrifugaron a 10000g durante 15 min en microcentrifuga (Sartorius,
Alemania). Posteriormente se tomé 1 mL del sobrenadante en un tubo de ensayo
adicionandole al mismo 2 mL de la solucion reactivo de &cido 3,5 Dinitrosalicilico
mezclandolo cuidadosamente. La mezcla se puso en bafio en ebullicién durante 5 minutos;

transcurrido este tiempo se enfrid rapidamente y se enrasé con agua destilada a volumen



final de 10 mL y se determind la absorbancia a una longitud de onda de 540 nm. La curva

estandar se prepard con una solucién de glucosa 2g/L. (Westphal O y cols. 1965).

Determinacién de MSG.

El parametro MSG se determiné indirectamente a través de mediciones por turbidimetria.
Para esto se hizo necesario correlacionar ambos parametros (absorbancia y masa seca). Se
partio de un precultivo bacteriano desarrollado de la misma manera que en el acépite
anterior y se inoculd un erlenmeyer de 2L con 500 mL de medio TSB, partiendo
nuevamente de un indculo bacteriano con 0.03 unidades de absorbancia, medida a 600 nm.
El cultivo se incubd bajo los mismos parametros que en el acapite anterior hasta la cuarta
hora. Posteriormente se centrifugd a 10000g, durante 45 minutos y el precipitado celular
obtenido se resuspendié en 100 mL de medio de cultivo TSB estéril, a partir de esta
suspension concentrada se prepararon diluciones dobles seriadas en SSE hasta 1/64; se
agitdo vigorosamente en agitador (Janke&Kunkel. IKA-Suiza. VF2) y se midio la
absorbancia de cada una de ellas a 600 nm (Lennette EH 1982). A continuacion se
centrifugaron cada una de las diluciones a 10000g durante 45 minutos y los precipitados

celulares se pesaron en la balanza de peso seco (MA-30. Sartorius, Alemania).

Determinacion del momento idéneo para detener el cultivo microbiano.

Se trabajo ademas con la cepa ATCC 25931 de S. sonnei. El cultivo se realiz6 como se
describe anteriormente, partiendo de un inéculo a 0,03 unidades de absorbancia. Las
mediciones por turbidimetria fueron realizadas cada 30 minutos, determinandose en cada
tiempo los parametros de velocidad especifica de crecimiento y tiempo de duplicacion. El
cultivo se mantuvo hasta la sexta hora. El criterio de determinacion del momento idoneo
para detener el cultivo fue el inicio de la fase de desaceleracion dado por la disminucién de

la velocidad especifica de crecimiento.

Determinacién de UFC.

El parametro UFC se determind paralelamente con las mediciones por turbidimetria. Se

parti6 del mismo cultivo que en los acépites anteriores. Previo a la centrifugacion se



tomaron 100 pL de cada cepa y se realizo el conteo de viables por el micrométodo de
diluciones (Lennette EH. 1982).

A estos 100 pL se le adicionaron 900 pL de STFE a pH 7,4. A partir de esta solucion se
realizaron diluciones seriadas de 1/10 (10™ hasta un orden de 107).

Las suspensiones fueron sembradas en placas de TSA por duplicado y se determinaron las

UFC para cada dilucion obtenida a partir del cultivo de los aisalmientos de Shigella sonnei.

Determinacion de la presencia del Plasmido de Virulencia.

A los cultivos microbianos de cada cepa se les tomo, a las 4 horas de iniciado el mismo,
100 pL y se le adicionaron 900 pL de STFE. Se realizaron diluciones seriadas de 1/10,
similar al método de conteo de colonias y se sembraron por duplicado 100 pL de las
diluciones correspondientes a los 6rdenes 10°, 107 y 10°® en placas de TSA con 0.01% del
colorante RC (Parsot y cols. 1995; Parsot y cols. 1997). Las placas se incubaron a 37°C
durante 18-24 horas. Las colonias que portaron el plasmido de virulencia adquirieron
coloracion roja y las que no, mantuvieron su color blanquecino. El por ciento de colonias
con presencia de plasmido se determiné como el cociente entre las colonias positivas y el

total de colonias presentes en la placa para cada una de las diluciones evaluadas por cepa.

Obtencion de extractos de proteinas de membrana externa (STA).

Partimos de las mismas condiciones de cultivo hasta inocular un erlenmeyer de 2L con 1L
de medio de cultivo TSB, con un inoculo nuevamente de 0.03 unidades de absorbancia. Se
detuvo a las 4 horas (final de la fase exponencial). El cultivo se coloco en frascos de
centrifuga estériles de 500 mL, pesados con anterioridad. Posteriormente se centrifugd a
10000g durante 45 minutos en centrifuga Beckman J2-21, Bélgica. El sobrenadante se
decant6 y se peso el precipitado celular. Una vez obtenido este valor se le adicionaron 5
mL de una solucion tampdn de extraccion (LiCl 0.2 M; Na 0.1 M, PH = 5.8) por cada 3¢
de masa bacteriana, el precipitado se resuspendio cuidadosamente y se le afiadieron perlas
de vidrio estériles. Estos se colocaron en bafio de Maria a 56°C durante 2 h con agitacion
constante en agitador térmico (HAAKE SWB 20, Alemania). Seguidamente centrifugamos
a 17000g durante 30 minutos a 4°C. Posteriormente recolectamos el sobrenadante y lo

centrifugamos a 100000g en ultracentifuga (Kontron Intruments Centrikon T-1055, Suiza)



durante 2 horas a 4°C. Por ultimo se decanté el sobrenadante y se resuspendio el pellet en
500 pl de una solucién de Azida Sédica al 0,02 %. (Lammli NK. 1970).

Determinacién de la concentracion proteica.
Se realiz6 por el método descrito por Lowry (Lowry OH y cols. 1951). La curva patrén se
confecciond con BSA a partir de una concentracion de 0,2 mg/mL.

Electroforesis en condiciones desnaturalizantes.

Las muestras de extractos proteicos se prepararon en condiciones desnaturalizantes con 23-
Mercaptoetanol y fueron sometidas a electroforesis en gel de poliacriamida con SDS
(SDS-PAGE). Para la separacion de las proteinas en los diferentes pesos moleculares se
utilizé un gel separador de acrilamida al 10% y un gel concentrador al 5% de acrilamida,
realizdndose la electroforesis en tampon de corrida (Tris-HCI 25 mM pH 8.3, glicina
192mM, SDS 0.1%) en una camara electroforética (Pharmacia LKB, USA) acoplada a una
fuente (Multidrive Pharmacia LKB, Suecia) con corriente constante de 30 mA (Lammli
NK. 1970). Se aplicaron en cada pocillo 20 pg de proteina. La tincion se realizé con
solucidn de tincién que contiene Azul brillante Comassie G250 5g, Acido Acético 100 mL,
agua destilada 450 mL y Etanol 450 mL, por dos horas. La decoloracion se realizo a través
de la solucién decolorante (&cido acetico 50 mL, agua destilada 300 mL y etanol 450 mL)
durante 1 hora, posteriormente el gel se colocd en agua destilada a 100°C durante 5
minutos.

Se utilizaron dos patrones proteicos de peso molecular, el patrén I, (Electran) rinde las
siguientes bandas: 78 000, 66 250, 42 700,30 000, 17 200 y a 12 300 Da; mientras que el
patrén 11 posee bandas que migran a 205 000, 116 000, 97 400, 66 000, 45 000, 29 000, Da.
(Pharmacia LKB: Gel filtration. Principle and methods. 1993).

Analisis de la expresion de Proteinas de Membrana Externa.

Los geles obtenidos por SDS-PAGE fueron cuantificadas usando el ImagMaster VDS
system (Pharmacia), siguiendo las instrucciones del productor. (Application note. ECF
Western. ImageMaster. VDS-CL. An 18-1139-14 AA, 1999.p1-p2). Para analizar las
proteinas de bajo peso molecular se utilizé la curva de calibracion log de Peso Molecular

contra movilidad correspondiente al patrén proteico | y para el andlisis de las proteinas de



alto peso molecular se utilizo el patron Il. A cada una de las bandas obtenidas en la
migracion de los extractos proteicos en SDS-PAGE se les calculd a través del programa
asociado a este sistema, el valor de intensidad relativa (IR), asi como el por ciento que
representa cada banda con respecto al total de proteinas del extracto. (Lammli NK. 1970)
Los resultados fueron analizados a través del paquete estadistico STAT GRAPHICS PLUS
(Version 5.0), a través de las pruebas de comparaciones multiples de Duncan a 95 % de
nivel de confianza y en algunos casos se utilizo el estadigrafo t de Student.

3.1.4 Preparacion del lote de siembra de referencia de la cepa seleccionada candidata
a vacuna.

Se parti6 de cultivos bacterianos conservados en medio agar semisélido para
enterobacterias (Lennette EH. 1982) de los lotes de trabajo del laboratorio de Fisiologia
Bacteriana del Instituto Finlay. Se tom6 con un asa una porcion del crecimiento y se
resuspendio en 1 mL de medio TSB, se coloco 1 hora en la incubadora a 37°C, luego se
sembraron 2 placas de medio TSA+RC 0.01% por el método de siembra por agotamiento,
se incubo a 37°C durante 24 horas.

Pasado este tiempo el cultivo se observé al microscopio estereoscopico para comprobar las
caracteristicas culturales tipicas de las colonias de Shigella spp. al igual que el cambio de
coloracién a color parpura por la presencia del plasmido de virulencia. En caso de
observarse colonias blancas se desechd el cultivo. Se seleccionaron las colonias que
tomaron el color parpura y se sembraron en 4 placas de medio TSA incubandose 24 horas
a 37°C.

Se recogi6 con un hisopo estéril toda la biomasa de las placas incubadas y se suspendio en
tubos que contenian 5 mL de TSB, a razon de una placa por tubo. Luego se realizé tincion
de Gram a la suspension bacteriana para observar al microscopio 6ptico las caracteristicas
morfologicas tintoriales de Shigella spp. A continuacion se inocularon 2 erlenmeyers de
500 mL con 100 mL de TSB cada uno y se incubaron en zaranda orbital termostatada a 160
rpmy 37°C durante 4 horas.

Fue seleccionado el mejor cultivo (segun los valores de absorbancia y las caracteristicas
morfoldgicas tintoriales) y se centrifugd a 10000 rpm durante 30 min. EIl pellet fue

resuspendido en 50 mL de leche descremada al 20%. Se tomaron 100 pL de la suspension



para determinar las UFC/mL empleando como medios de cultivo: TSA y TSB incubandose
durante 24 horas a 37°C.

Para el proceso de liofilizacion se distribuyeron a razon de 400 uL por ampolleta, hasta
obtener un total de 100 o mas, fueron enumeradas consecutivamente las mismas a medida
que se iban llenando, preparamos y colocamos las ampollas en la bandeja, siguiendo las
instrucciones del Cepario del Istituto Finlay. Finalmente procedimos a la liofilizacion,
etiquetado y almacenamiento de las muestras.

La preparacion del lote se realizd por personal calificado, no se manipularon otros
materiales biologicos en paralelo, por las mismas personas ni en las mismas instalaciones,
con el objetivo de garantizar que no ocurriera contaminacion cruzada (Noriega FR y cols.
1999; Haimovich B y cols. 2006).

Caracterizacion del Lote de Siembra de Referencia

Ensayos de identidad:

Se realizé la observacion de caracteristicas culturales en TSA + RC 0.01%, siembra en
KIA 'y LIA, asi como las pruebas de citocromo oxidasa. La potencialidad de crecimiento

en medio optimizado para Shigella fue determninada.

Ensayo de pureza:

Se realiz6 por observacion microscépica del cultivo obtenido en TSA + RC 0.01%, tefiido
por el método de Gram segun Lennette EH. 1982.

Viabilidad: Se realizo el recuento de UFC/mL por diluciones seriadas hasta 10® y siembra
en superficie en TSA+ RC 0.01%. Se consider6 satisfactoria una concentracion celular

igual o superior a 10° UFC/mL.

3.2 Obtencion de un medio de cultivo 6ptimo semisintético para el crecimiento de la
cepa seleccionada.

3.2.1 Seleccion de un medio basal apropiado donde se pueda evaluar la funcién
objetivo.

El medio basal seleccionado fue el MFM recomendado para la obtencién de PME y es
utilizado con este objetivo en la vacuna VAMENGOC BC. (Paz MF y cols. 2003).



3.2.2 Método de Optimizaciéon

El método de optimizacion utilizado fue el MRM, que es un método de optimizacion No
Lineal adecuado que nos permite obtener el 6ptimo de la funcién objetivo propuesta,
fijando como funcion objetivo un maximo crecimiento del microorganismo sin perder su
plasmido de virulencia. Se utiliz6 este método de busqueda directa, ya que tiene en cuenta
las interacciones entre los distintos componentes a optimizar, nos permite discriminar los
que no son necesarios para la funcién objetivo escogida. Ademas facilita hacer tres
variables de cada variante. Este método incluye comparaciones de medias utilizando la t de
Student. (Votruba J y cols. 1975).

3.2.3 Obtener y purificar el complejo PME-LPS a partir de la biomasa obtenida en los
cultivos en fermentacion con el medio optimizado y determinar la concentracion de
proteinasy LPS.

Cepa bacteriana.

Se utilizé la cepa seleccionada de Shigella sonnei A-04

Condiciones de cultivo.

v" Medio de cultivo semisintético optimizado para la cepa A-04.

v Fermentacion discontinua en fermentador CHEMAP, volumen de trabajo 5 L
v Temperatura 37 °C, controlada automaticamente.

v pH 7.4, controlado automaticamente.

v Presion de O, disuelto libre.

v Aireacion superficial.

v Agitacién mecanica, con impelentes tipo paleta.



Obtencion y purificacion del complejo PME-LPS.

La biomasa celular obtenida como resultado de la centrifugacion del cultivo a 17 700 x g
durante 30 min. a 4°C, se resuspendi6 en solucién tampén 30 mM Tris - 2 mM EDTA, a
140 mg/mL. A la suspension celular homogenizada se le afiadié SDS al 0,5% a razon de
0,25 ml de detergente/g de biomasa. La suspension se incub6 en bafio de agua con hielo
durante 1h en agitacion lenta y posteriormente fue centrifugada a 17 700 x g durante 30
min. a 4°C, se desecho el sedimento y el sobrenadante se sometié a un tratamiento con
DNAsa y RNAsa (0.1mg/20mL) durante 1h a 37°C. Luego se efectud una centrifugacion a
33 300 x g durante 15 min. a 4°C, el sedimento se desechd y el sobrenadante se
ultracentrifugd a 65 000 x g durante 8h a 4°C. El sedimento obtenido finalmente se
resuspendio en solucion tampon 30 mM Tris-2 mM EDTA pH 8.5, se filtro a traves de

filtros Sartorius Minisart-plus de 0.45y 0.2 um.

Determinacion de la concentracion de proteinas.

El contenido de proteinas se evalud siguiendo el método de Lowry descrito en 1951.
Determinacion de la concentracion de LPS.

El contenido de LPS se evalud por el método modificado del acido tiobarbitarico (TBA),

descrito por Osborn en 1963.

3.2.4 Andlisis del perfil cromatografico mediante cromatografia de filtracion en
Sephacryl S-1000.

Con el objetivo de definir el patron cromatografico de cada una de las muestras en estudio,
se aplico de 0.2 a 1 mL de las muestras (0.5 — 2 mg / mL) en un lecho sedimentado de 56.8
mL de Sephacryl S — 1000, equilibrado con 30 mM Tris HCL — 2 mM EDTA - DOC
0,5% pH 8.5, con velocidades de flujo de 0.4 mL / min y se les determind la absorbancia a
280 nm a las fracciones y la presencia de proteinas por electroforesis en geles de
poliacrilamida. Se determind el volumen total (Vt) en el que eluye el maximo de
absorbancia de la acetona 1 % y el volumen de elucion (Ve) en el que eluye el maximo de

absorbancia de las muestras aplicadas disueltas en una u otra solucién. Se determiné la



relacion entre estos volimenes: Ve/Vt, como criterio de integridad molecular. La calidad
del empaquetamiento de la columna se determiné a través de: nimero de platos tedricos
(N), altura de platos tedricos (HETP) y asimetria (Af) del pico. La evaluacién se realizé a
partir del tamizaje molecular de la acetona 1 % y de lo recomendado para la determinacién
de estos parametros (Pharmacia LKB.Gel Filtration Principle and Methods. 1993).

Anélisis estadistico:

A los valores obtenidos de la cuantificacion de proteinas y LPS en los cinco procesos
estudiados se les calculé el coeficiente de variacion para determinar la homogeneidad de

los mismos.

3.3 Desarrollo de los modelos animales para la evaluacion de la inmunogenicidad y
proteccion.

3.3.1 Seleccion de una cepa virulenta de Shigella sonnei y una de Shigella flexneri
como cepas de reto homologa y heterologa respectivamente.

De los 30 aislamientos autoctonos que formaron nuestro universo inicial de trabajo,
seleccionamos una cepa homologa de reto Shigella sonnei W40 y una cepa de reto
heterdloga Shigella flexneri X19, ya que cumplieron con todos los requisitos establecidos
de caracteristicas microbiologicas y bioquimicas correspondientes a este género,
manteniendo bajo todas las condiciones ensayadas el plasmido de virulencia y las mejores

caracteristicas de crecimiento.

3.3.2 Montaje de dos biomodelos: “Ratéon — Pulmon y Test de Sereny”.

3.3.2.1 Biomodelo Raton-Pulmon.

Para la evaluacion de la cepa seleccionada de Shigella sonnei A-04, se utiliz6 el modelo de
inoculacion intranasal en ratones Balb/c de 20-25g de peso. Los mismos fueron
suministrados por el CENPALAB, con su correspondiente certificado de salud, mantenidos
antes y durante los ensayos segun las instrucciones que aparecen en la “Guia para el
cuidado y uso de animales de experimentaciéon” (Canadian, Council on Animal Care. Guide
to the Care and Use of Experimental Animal, Ottawa, Ont.: CCAC. Vol. 2. 1984). Para su

manutencidn se utilizaron cajas de polipropileno tipo T2. Los protocolos de trabajo fueron



analizados y aprobados por la Comisién de Etica del Instituto Finlay para el cuidado y uso
de los animales de laboratorio.

Para la inoculacion intranasal de los ratones, los mismos fueron anestesiados
intraperitonealmente con pentobarbital sédico e inoculados con 30uL de la cepa bacteriana
a una concentracion de 5x10’-10" UFC. Durante los 10 dfas de duracién del experimento
se fue determinando la supervivencia diaria y al final se extrajeron los pulmones para hacer

cultivo bacteriano y estudios histopatologicos.
Estudio microbioldgico del pulmon.

En condiciones de esterilidad, los pulmones fueron extraidos, lavados tres veces con SSE, y
macerados en morteros de porcelana estériles para su posterior siembra en placas de Petri
con medio TSA + RC al 0,01%, se incubaron a 37°C de 18 - 24 horas. (Methner U y cols.
2004).

Estudio anatomopatologico.

Todos los animales fueron sometidos a un analisis anatomopatologico macroscopico para
constatar la existencia de alguna alteracion en Organos o tejidos, realizando las
correspondientes descripciones en caso de observarse alguna patologia en los mismos.

Para los analisis histopatolégicos fueron tomadas muestras de los pulmones de cada uno de
los ratones del ensayo, las mismas fueron procesadas por la técnica de inclusion y cortes de
parafina siendo coloreadas con Hematoxilina — Eosina realizando una descripcion

detallada de las observaciones. (Vaca L. 1985).

Determinacion de DLsp en ratones Balb/c con cepas de reto seleccionadas utilizando la

via de inoculacion intranasal en el modelo Ratén — Pulmon.

Para la determinacion de la DLsp se inocularon los ratones por via intranasal con 30uL de
diferentes concentraciones de las cepas de reto seleccionadas. Los animales previamente
fueron anestesiados por via intraperitoneal con pentobarbital sddico. Durante el
experimento se fue determinando la supervivencia diaria. EI método utilizado para el
calculo fue el de Reed y Muench (Reed LJ y cols. 1938).



3.3.2.2 Biomodelo Test de Sereny.

Fueron utilizados curieles machos, obtenidos del CENPALAB de 18 semanas de edad y
entre 250-300g de peso con su correspondiente certificado de salud, se mantuvieron antes y
durante los ensayos, segun instrucciones que aparecen en la ”Guia para el cuidado y uso de
animales de experimentacion” (Canadian, Council on Animal Care,. Guide to the Care and
Use of Experimental Animal, Ottawa, Ont.. CCAC. Vol. 2. 1984). Los protocolos de
trabajo fueron analizados y aprobados por la Comision de Etica del Instituto Finlay para el
cuidado y uso de los animales de laboratorio. Se utilizaré la misma cepas de Shigella sonnei
A-04 que para el estudio del modelo ratén — pulmon.

Los curieles se inocularon con 50uL de una suspension bacteriana con concentracion de
7x10-10" UFC en el saco conjuntival de uno de los dos ojos, dejando el otro ojo como
control aplicando la misma técnica; pero con una SSE al 0,85% como inoculo.

El grado de queratoconjuntivitis fue interpretado sobre la base del tiempo de desarrollo de
sintomas, severidad de los mismos y su regresion, se interpret6 segun la intensidad de la
inflamacion observada desde grado 0 hasta grado 3; monitoreada durante siete dias y regida

por los siguientes niveles (Word PK y cols. 1986; Barry EM y cols. 2006).

Grado 0: No hay sintomas de reaccion ni de irritacion leve. (0ojo normal).

Grado 1: Leve conjuntivitis o desarrollo tardio y/o rapida desaparicion,
lagrimeo o edema en el parpado.

Grado 2: Sintomas del nivel 1 mas hiperemia conjuntival. Queratoconjuntivitis
no purulenta con ligera sudoracion

Grado 3: Queratoconjuntivitis purulenta completa.

Determinacion de la Proteccion. Se realizd segun Hartman AB y cols. 1994 y 1998.

Total: Se divide el nUmero de ojos que fueron evaluados con 0 entre el total de 0jos
retados.
Parcial: Se divide el nimero de ojos que fueron evaluados con 1 entre el total de
0jos retados.
Combinada: Se divide el nimero de ojos que fueron evaluados con 0y 1 entre el
total de ojos retados.



3.4 Evaluacion de la capacidad inmunogénica y protectogénica (contra Shigella sonnei
y Shigella flexneri) del complejo PME-LPS en ratones.

3.4.1 Inmunizacion de ratones Balb/c por via intramuscular con el complejo PME-
LPS y reto por modelo Raton-Pulmon.

Esquema de inmunizacion.

Para la evaluacion de la inmunogenicidad de las muestras obtenidas, se utilizé el modelo
de inoculacion intramuscular en ratones Balb/c de 20-25 g de peso. Los animales se
distribuyeron aleatoriamente en 3 grupos de diez ratones cada uno y otro de 5 ratones
como control. Cada grupo se coloco en cajas independientes.

En dos de los grupos los ratones fueron inmunizados con 3 dosis, cada una de 50ug de
inmundgeno, cuantificado en mg-proteina/mL por el método de Lowry. La inyeccion se
realizé directamente en la pata trasera izquierda. Las 3 dosis fueron separadas 14 dias una
de la otra (dias 0, 14, y 28), las extracciones de sangre se realizaron antes de cada
inoculacion asi como a los 7 y 14 dias después de la tercera dosis: tiempo 35 (T35) y
tiempo 42 (T42) respectivamente.

Un grupo se inoculd con el mismo esquema pero con SSE y el cuarto grupo se dejéo como

control.

Esquema de reto:

Quince dias después de la ultima dosis se procedio a la inoculacion intranasal para el reto
en ratones, se realizd siguiendo los mismos pasos que el acapite 3.3.2.1; pero las

concentraciones utilizadas de cada cepa de reto utilizada, fueron disefiadas para

corresponder con la DLspy 10DLsg .

3.4.2 Inmunizacion de curieles por via intramuscular con el complejo PME-LPS y reto
por Test de Sereny.

Esquema de Inmunizacion:
Los curieles se distribuyeron aleatoriamente en 3 grupos de 3 curieles cada uno colocados

en jaulas independientes. A cada curiel se le inocularon 3 dosis, cada una de 50 pg de

inmunogeno, cuantificado en mg proteina/mL por el método de Lowry (Lowry OH vy cols.



1951). La inoculacion se realizd directamente en la pata trasera izquierda. Las 3 dosis

fueron separadas 14 dias una de otra (dias 0, 14, y 28).

Esquema de reto.

Quince dias después de la ultima dosis se procedié a la inoculacién ocular para el reto en
curieles, se realiz6 siguiendo los mismos pasos que el acapite 3.3.2.2; pero la concentracién
utilizada de la cepa bacteriana fue la correspondiente a la DMI, que corresponde con
aquella que induce Grado 2 de queratoconjuntivitis. En este caso la observacién diaria de
las lesiones oculares fueron las que nos dieron el grado de proteccion en este modelo.

3.4.3 Evaluacion de Inmunogenicidad contra el complejo PME-LPS por ELISA e

inmunoidentificacion de las proteinas relevantes por Western Blot.

Determinacion del titulo de anticuerpos 1gG anti PME-LPS.
La respuesta de anticuerpos IgG anti-PME-LPS como resultado de la union de los sueros de

los ratones inmunizados, se determiné por medio de un ELISA indirecto (Benitez, J y cols.
1999). Se emplearon placas de poliestireno de 96 pocillos, Polysorp (Nunc, Dinamarca), las
cuales fueron recubiertas con detritos celulares de Shigella sonnei A-04 (12.5pug/mL). Se
realizaron diluciones dobles seriadas del pool de sueros y se utilizé un conjugado anti-lgG
de raton-peroxidasa (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.). Como sustrato se utilizo “o-
phenilenediamine™ (Sigma, St. Louis Mo.) en solucién tampon Citrato de Sodio 0.1M, pH 5
y peroxido de hidrégeno al 30%. La reaccion se detuvo con la adicidén de acido sulfurico
2.5 N y la densidad optica fue registrada a 492 nm en un lector de placas Titerkek
Multiskan Plus, Inglaterra.

La determinacidn del titulo de anticuerpos 1gG anti-PME-LPS fue definido como el inverso
de la dilucion del suero (calculado por interpolacion), que da un valor de absorbancia de 0.4
unidades por encima del valor de fondo. Los resultados son expresados como el logaritmo

del titulo medio aritmético.

Inmunoidentificacion de las proteinas relevantes por Western Blot.

La union de todos los sueros de los ratones inmunizados, con titulo de anticuerpos 1gG anti-

PME-LPS conocidos se enfrent6 al inmundgeno que lo generd y a un lisado de células de



las especies Shigella sonnei (cepa 1), también lo enfrentamos a un lisado de Shigella
dysenteriae (cepa ATCC, numero 13313), a otro de Shigella flexneri (cepa 9) y a un lisado
de células de Vibrio cholerae (cepa C7258). La transferencia de proteinas se desarrolld
segun la metodologia descrita por Tsang VC y cols. 1983, a papel de nitrocelulosa (PNC)
con porosidad de 0.45um (Schleicher y Dassel, Alemania) empleando una cadmara de
electrotransferencia sumergida (Mini-TransBlot, Pharmacia) durante 2 horas a 350 mA.

Los sueros diluidos 1:1000 en PBS Twin fueron incubados toda la noche a 4°C y se empled
un conjugado anti-lgG de ratén-peroxidasa (Sigma-Chemical Co., St Louis, Mo). Para el
revelado se utiliz6 como sustrato la diaminobenzidina en solucion tampon fosfato salina

(PBS), pH 7,4 y perdxido de hidrégeno al 30%.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion microbiolégica y por expresion de proteinas de membrana
externa (PME) de los aislamientos autéctonos de Shigella sonnei para la seleccion de
posibles cepas vacunales.

4.1.1 ldentificacion bioquimica y metabdlica de los aislamientos autdéctonos de
Shigella sonnei en pacientes con diagndstico presuntivo de shigelosis.

En la Tabla 1 se presentan los 30 aislamientos autdctonos utilizados en nuestro estudio.
Como resultado, se pudo observar que el total de los aislamientos de pacientes con
diagnostico de shigelosis presentaron las mismas caracteristicas morfologicas y culturales a
cepas pertenecientes al género Shigella.

En el medio Agar MacConkey, comprobamos que los aislamientos autdctonos crecieron
formando colonias pequefias (3-4mm de didmetro), de color blanquecino, debido a que
generalmente son lactosa negativa. Luego se picaron colonias para tincion de Gram y se
observaron al microscopio oOptico las caracteristicas morfoldgicas y la pureza del cultivo,
correspondiendo en todos los casos con bacilos rectos pequefios de 1.5um de longitud y
0.8um de diametro (Bergey’s Mannual of Sistematic Bacteriology, 1984).

Para identificar fenotipicamente los aislamientos autdctonos, nos guiamos por una bateria
de pruebas bioguimicas planteada por Brooks en el 2004 como aptas para la identificacion
de este género. Nuestros resultados se exponen en la Tabla 2.

En las pruebas de caracterizacion primaria KIA y LIA, los aislamientos mostraron la
imagen tipica del agente causal de la shigelosis. En la prueba de KIA se observé para todas
los aislamientos, el fondo amarillo debido a la acidez que existe en el medio producto del
metabolismo de la glucosa, mientras que la cufia se torno roja por la alcalinizacion. En la
prueba de LIA, el medio se mantuvo con la coloracion inicial en la cufia (alcalina) y en el
fondo se tornd color amarillo (&cida), lo que demuestra la incapacidad de estos aislamientos
autoctonos de descarboxilar la lisina. Ademas, no hubo en ningin caso produccién de gas
ni sulfihidrico. (Bergey’s Mannual of Sistematic Bacteriology, 1984). Todos los
aislamientos manifestaron un comportamiento positivo ante la prueba de la catalasa y
negativo ante la prueba oxidasa.

Ninguna de los aislamientos autdctonos estudiados utilizo el citrato, ni el dulcitol, como

Unica fuente de carbono y no mostraron capacidad para hidrolizar la urea. Los aislamientos



autdctonos analizados reaccionaron de manera negativa ante la prueba de la fenilalanina, lo
que revela la no presencia de la enzima fenilalanina desaminasa. Otra prueba analizada en
nuestro estudio fue la del Indol obteniendo resultados negativos. Los resultados expuestos
hasta aqui concuerdan con el patron bioquimico de respuesta de Shigella spp descritos en el
Bergey” s Mannual of Sistematic Bacteriology, 1984.

En el caso especifico del ensayo para determinar la presencia de ornitina descarboxilasa,
usada para identificar dentro del género los aislamientos correspondientes a la especie de
Shigella sonnei, pudimos observar que teniamos 10 aislamientos con una reaccion positiva
y el resto con un comportamiento negativo (22 aisalmietos); por lo tanto, dentro de nuestro
universo de trabajo contdbamos con 10 aislamietos de la especie Shigella sonnei de las
cuales debiamos seleccionar la posible cepa vacunal.

4.1.2 Caracterizacion hasta especie de los aislamientos autoctonos de Shigella spp.

El estudio serologico para la caracterizacion hasta especie de los aislamientos autdctonos,
aparece reportado en la Tabla 3. Se observo que de los 32 aislamientos estudiados, 22
reaccionaron fuertemente con el antisuero B, perteneciendo entonces a la especie Shigella
flexneri (70%). El resto de los aislamientos caracterizados reaccionaron con el antisuero D,
correspondiente a la especie Shigella sonnei (30%). Si bien el nUmero de muestras no es
elevado, nuestros resultados coinciden con los datos epidemiologicos actuales, que revelan
que el patron de cepas circulantes en estos momentos para la provincia de Ciudad Habana
involucra como especie mas representativa a Shigella flexneri, encontrandose un porciento
intermedio de representatividad para Shigella sonnei y casos muy aislados de Shigella
boydii y Shigella dysenteriae (Centro Provincial de Higiene y Epidemiologia,

Comunicacion personal).



Tabla 1: Relacion de aislamientos autéctonos de Shigella spp y cepas ATCC utilizadas

en el trabajo experimental

Aislamientos Lugar de procedencia Fecha de aislamiento

ATCC 25931 Fundacion Osvaldo Cruz Fiocruz —

ATCC 12022 Fundacion Osvaldo Cruz Fiocruz —
M02 Hospital Marfan Septiembre, 1999
MO03 Hospital Marfan Septiembre, 1999
A04 Hospital Aballi Septiembre, 1999
F05 Hospital Fajardo Septiembre, 1999
F06 Hospital Fajardo Octubre, 1999
X09 Hospital Calixto Garcia Octubre, 1999
C10 Hospital Pediatrico del Cerro Octubre, 1999
cni Hospital Pediatrico del Cerro Noviembre, 1999
C12 Hospital Pediatrico del Cerro Noviembre, 1999
M13 Hospital Marfan Noviembre, 1999
M14 Hospital Marfan Noviembre, 1999
M15 Hospital Marfan Noviembre, 1999
Mie Hospital Marfan Diciembre, 1999
X17 Hospital Calixto Garcfa Diciembre, 1999
X18 Hospital Calixto Garcfa Diciembre, 1999
X19 Hospital Calixto Garcfa Diciembre, 1999
F20 Hospital Fajardo Diciembre, 1999
X21 Hospital Calixto Garcia Enero, 2000
X22 Hospital Calixto Garcia Enero, 2000
L25 Hospital Leonor Pérez Enero, 2000
M26 Hospital Marfan Enero, 2000
M27 Hospital Marfan Enero, 2000
M28 Hospital Marfan Enero, 2000
M29 Hospital Marfan Enero, 2000
M31 Hospital Marfan Febrero, 2000
C33 Hospital Pediatrico del Cerro Febrero, 2000
C35 Hospital Pediatrico del Cerro Febrero, 2000
C37 Hospital Pediatrico del Cerro Febrero, 2000
C38 Hospital Pediatrico del Cerro Febrero, 2000

W40 Hospital William Soler Febrero, 2000



Tabla 2. Comportamiento bioquimico de los aislamientos autdctonos de Shigella spp

KIA LIA
Aisl. Fondo/ Fondo/ §| Oxidasa J| Catalasa f]Urea jCitrato Ornitina | Dulcitol Fenil-
Cufia Cufia alanina

[ vo2 A N kA 0 — N+ N — 0 — I — N — | — |
[ vos f A N kA o — N -+ N — 0 — I — N — | — |
[ pos I A N kA 0 — N -+ N — 0 — I « N — | — |
[ Foo I i N kA o — N -+ N — 0 — I — N — | — |
[ Foo l kA kA I — 0N « N — - — | — N — |
(o ff kA |l kA f — | « N-—0 -0 - — 4 — | — |
[ coll kA N wa o — N -+ N — 0 — I - N — | — |
[cull A N wa o — N -+ N — 0 — I — N — | — |
[cio | kA N wa 0 — N -+ N — 0 — I — N — | — |
vz kA I wn I — 0+ N0 — 0 — N -+ N — | —
[ v I A N kA 0 — N+ N — 0 — I - N — | — |
[ms f kA | kA f — | « N — 0 - — N — | — |
[ vis A N kA 0 — N+ N — 0 — I — N — | — |
[ a7 L wa H kA d — I« J-0 — -0 — 0 — I —
[ xas | A N kA o — N+ M- - - — N — I — |
[ xio I wn N kA o — N+ M- — | — I — N0 — I — |
[ a0 I wn N kA o — N+ 0 — I — I — N — I — |
[ oo I n N kA o — N+ H— — | — I — N — I — |
[ s | A N kA o — N+ 0 - - - N — I — |
+ — — — — — —

M26 K/A K/A —_

M27 K/A K/A — + —_— —_ _— + — —
M28 K/A K/A o + —_— —_ -_— —_— — —
M29 K/A K/A — + —_— —_ _— —_ — —
M31 K/A K/A — + —_— —_ _— —_ — —
C33 K/A K/A e + —_— —_ —_ —_ — —
C35 K/A K/A e + —_— —_ —_ + — —
C37 K/A K/A e + —_— —_ —_ —_ — —
C38 K/A K/A e + —_— —_ —_ + — —

W40 K/A K/A _ + _ _ _ + —_ —_



Tabla 3. Resultados de la técnica de aglutinacion en ldamina aplicada a de los aislamientos autoctonos
del género Shigella

Shigella flexneri. Serotipo B | Shigella sonnei. Serotipo D
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Se observa también en trabajos reportados por el Laboratorio de Referencia Nacional para
Enterobacterias del Instituto “Pedro Kouri”, datos epidemiolégicos de un estudio realizado
durante 5 afios que reflejan un 62.58% del total de cepas circulantes en Cuba pertenecientes
a Shigella flexneri, mientras que el 29% correspondia a Shigella sonnei (Llop A y cols.
2000). Estos datos concuerdan con un estudio realizado recientemente que recogié 240
cepas, donde la mayoria de ellas correspondian a Shigella flexneri (serogrupo B) con 124
cepas para un 59% y en segundo lugar Shigella sonnei (serogrupo D) con 76 cepas para un
32% (Ramirez M. 2008).

Sin embargo un reporte del afio 2003 de Costa Rica mostré que el serogrupo con mayor
frecuencia encontrado en el Hospital Nacional de Nifios Dr. Carlos Sdenz Herrera fue el de
Shigella sonnei con un 24%, en una proporcién de microorganismos aislados en muestras
diarreicas desde 1995 hasta 2003, seguido por Shigella flexneri (19%) y Campylobacter spp
(12%). (Pérez C y cols. 2003).

4.1.3 Seleccion de la cepa candidata vacunal

4.1.3.1 Obtencion de PME de los aislamientos autoctonos de Shigella sonnei.

Analisis del crecimiento bacteriano.

El estudio comparativo del crecimiento microbiano es de gran importancia, tanto para
conocer su comportamiento en nuestras condiciones de cultivo; asi como para correlacionar
la expresion de PME y su crecimiento, haciéndose necesario conocer el tiempo
aproximado idéneo para detener el cultivo microbiano y realizar la extraccion proteica por
el método sefialado.

En la Figura 5 aparecen las curvas de crecimiento de los 10 aislamientos de Shigella sonnei.
Se evidencié un crecimiento propio de enterobacterias, caracterizado por una fase de
latencia corta, debido a que el indculo parte de un precultivo correspondiente al mismo
medio utilizado para el ensayo. La fase exponencial se caracteriza por durar
aproximadamente hasta las 3 horas y media o 4 de iniciado el cultivo, con velocidades
especificas de crecimientos similares y relativamente altos (0.8-1.2). Al analizar estos
valores se observo que a partir de las 4 horas de cultivo la Velocidad Especifica comenzaba
a disminuir, lo que revela que la poblacion microbiana concluyé su fase exponencial y

comenzo la fase de aceleracion negativa, hubo un consumo de glucosa entre un 84.5 y 85%



de la concentracion inicial que confirma un aprovechamiento maximo de la fuente de
carbono. Por estas razones se selecciond las 4 horas de cultivo como el momento idoneo
para detener el crecimiento bacteriano. (Datos no mostrados)

Estos resultados concuerdan con otras investigaciones realizados donde se hace una
evaluacion de las condiciones de fermentacion de varias cepas de Shigella sonnei, su
extraccion y consumo de sustrato (glucosa) con valores elevados de hasta 86%, a las
cuatro horas de iniciado el cultivo, encontrandose en ese momento los valores mas
significativos. (Gil PS. 2003).

Absorbancia Concentracion de
{600 nmj) glucosa (mgml)

N —&—— Conc. Gluc,
Tiempo {(h

|

Figura 5. Curva de crecimiento y consumo de glucosa promedio de los aislamientos autctonos

de S. sonnei. Cada punto representa el promedio de los aislamientos.

La Figura 6 ofrece los niveles promedios de MSG alcanzados por los aislamientos
autoctonos de S. sonnei a las 4 horas de cultivo (3.26-3.69 mg/mL), que constituye el
momento critico seleccionado para la extraccion de proteinas. Se hizo un analisis
estadistico constatandose que no hubo diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)

entre los aislamientos.



Figura 6. Valores promedios de Masa seca gravimétrica obtenidos de los aislamientos autéctonos de

S. sonnei.

La viabilidad del cultivo se mostré a través de la determinacién de la UFC presente en el
momento escogido para la extraccion proteica. La Figura 7 muestra los valores de UFC,
alcanzados por cada una de los aislamientos aut6ctonos de Shigella sonnei las que tuvieron
un comportamiento similar con valores entre 1.68x10°-2.62x10°.
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Figura 7. Valores de unidades formadoras de colonias obtenidos de los aislamientos autdctonos de
S. sonnei.



El estudio comparativo de crecimiento microbiano entre los aislamientos fue necesario para
conocer su comportamiento dadas las nuevas condiciones de cultivo; asi como, para
relacionar la presencia o estabilidad del plasmido de virulencia y la expresion de PME con
el crecimiento microbiano.

Muchos patdgenos entéricos, incluyendo el género Shigella, poseen grandes plasmidos que
codifican una variedad de segmentos de virulencia. La pérdida o el reordenamiento de estos
ocurren espontaneamente durante el crecimiento, teniendo como resultado invariablemente
el surgimiento de derivados avirulentos incapaces de infectar los tejidos hospederos y por
ende defectuosos secretores de las proteinas involucradas en el proceso de patogénesis
(Watanabe y cols. 1985).

Para distinguir entre los aislamientos autoctonos portadores de este plasmido y los no
portadores se utiliza la técnica del rojo congo, la cual es una de las pruebas méas sencillas
empleadas para este fin. La pérdida de la union al RC usualmente estd acompafada de
alteraciones moleculares en el plasmido de virulencia. (Maurelli y cols. 1984; Shamlal y
cols. 1997).

En el trabajo se analiza a las cuatro horas de cultivo (tiempo seleccionado para la
extraccion de PME), el porciento de células que mantienen el fenotipo de invasividad; es
decir, RC(+). En la Figura 8 se pudo observar que todos los aislamientos autdctonos
mostraron un 100% de colonias RC(+), excepto la cepa L25 que manifestd un 95%, lo que
no representa diferencia estadisticamente significativa con respecto a los demas

aislamientos estudiados.



70 de colonias
rb+

Figura 8. Porciento de colonias Rojo Congo positivas obtenidas en los aislamientos autoctonos de

S. sonnei

Por lo general, las PME de los microorganismos constituyen metabolitos primarios
asociados directamente al crecimiento (Lépori LR 2007); en este caso, las proteinas en las
que centramos la atencion, poseen determinismo plasmidico, por lo que se hizo necesario
conocer las caracteristicas del crecimiento, pues en estos casos no siempre un crecimiento
rapido y con una pendiente marcada, representa un incremento en el nimero de células
portadoras del plasmido de virulencia al final del cultivo microbiano (Brook TD vy cols.
1994). Se ha demostrado, en el caso especifico de Shigella spp, que alteraciones
espontaneas presentes en la estructura del plasmido de virulencia, incrementan la capacidad
para crecer “in vitro”. Se plantea que en condiciones de cultivo “in vitro”, la célula
microbiana no se encuentra en condiciones para activar los mecanismos de expresion de sus
antigenos de virulencia, codificados en gran parte en este plasmido, por lo que tiene
tendencia, como fendmeno de ventaja adaptativa y economia celular, a desviar la
maquinaria metabolica en funcién del crecimiento en las nuevas condiciones Yy canalizar
para otros fines la energia empleada en el mantenimiento y replicacion de esta estructura
genética extracromosomal (Sasakawa Cy cols. 1986).

No obstante se hizo necesario, en caso de que se fuera a utilizar una cepa de Shigella como

cepa vacunal para la obtencion de PME, detectar la presencia de este plasmido a la hora de



extraccion proteica, para tener la garantia de expresion de los antigenos de interés desde el

punto de vista inmunogenico.

Anélisis de la expresion de PME.

El método de extraccién de PME utilizado, empleando calor y una solucién de extraccion,
ha sido aplicado con buenos resultados para bacterias Gram negativas (Frasch CE. 1990);
sin embargo, no hemos encontrado evidencias en la bibliografia de su uso especifico para el
género Shigella; pero nos decidimos a aplicarlo en nuestro estudio por la experiencia que
teniamos en la obtencion de extractos proteicos de Neisseria meningitidis para la vacuna
VA-MENGOC-BC.

Las corridas electroforéticas realizadas mostraron el perfil de PME para cada uno de los
aislamientos analizados. En las Figuras 9 y 10 aparecen los perfiles de expresion de PME
correspondientes a los aislamientos de Shigella sonnei.

Se observo la presencia de diferentes bandas proteicas; algunas muy conservadas en cada
uno de los aislamientos y otras manifestadas de una manera menos especifica. Por ejemplo
una banda proteica, de muy baja intensidad relativa de expresion, que migré a la altura de
los 29 kDa en muchas de ellas. Esta proteina pudiera corresponder con la de 30 kDa
reportada por otros autores que han estudiado el perfil de expresion de PME de Shigella
spp, la cual constituye un factor regulador positivo de los niveles transcripcionales para

algunas proteinas asociadas a la virulencia. (Sakai T y cols. 1986; Sakai T y cols. 1988).

Aparecen también en alguno de los aislamientos autoctonos, bandas que migran a los 45 y
74 kDa. Estas proteinas pudieran corresponder con las proteinas Ipa C (43 kDa) e Ipa A (72
kDa) respectivamente, ambas reportadas en la literatura como proteinas directamente
relacionadas con el proceso de invasividad de este género microbiano. (Turbyfill KR y cols.
1998).
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Figura 9: Electroforesis (SDS-PAGE) de los diferentes aislamientos autéctonos de Shigella sonnei. 1:
PPMI: Patron de peso molecular; 2ATCC; 3: A04; 4: M13; 5: C10; 6: M14; 7: L25; 8: PPMII: Patron

de peso molecular
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Figura 10: Electroforesis (SDS-PAGE) de los diferentes aislamientos autéctonos de Shigella sonnei. 1:
PPMI: Patrén de peso molecular 1:; 2 ATCC; 3: M27; 4: C35; 5: C38; 6: W40; 7: PPMII: Patrén de

peso molecular

Después de esta caracterizacion del perfil y los niveles de expresion de algunas de las PME
mas representativas entre los aislamientos autdctonos de Shigella sonnei, se integraron
todos los niveles de expresion, medidos a través de IR, para determinar aquellos
aislamientos de mayor rango de secrecidn de estos antigenos, ya que el objetivo final de

este trabajo es la obtencion de cepas que puedan constituir posibles candidatos vacunales,



sobre todo en la variante de vacunas de PME-LPS, de esta forma conocimos no solo el peso
molecular de las proteinas, sino también el porciento que representan cada una con respecto
al total, asi como la IR asociada a ellas y el anlisis realizado por el sistema ImageMaster
para la determinacién de los niveles de IR asociados a cada perfil de expresion, lo que
permitio el desarrollo de este ensayo con una adecuada precision. Se seleccionaron aquellos
que alcanzaron los mayores valores de IR y que ademdas se conservaron de manera
homogénea entre todos los aislamientos. Fueron, por tanto, escogidas a través de este
criterio, las proteinas que migraron a la altura de 35, 38, 58, 65 y 101 kDa para Shigella
sonnei.

La Figura 11, muestra los diferentes niveles de intensidad relativa para los aislamientos
autoctonos de Shigella sonnei con respecto a la proteina de 35 kDa, se consideré como
altamente expresor el L25. EI M27, aparecié como el que menor representacion tenia de

esta proteina en membrana externa, entre los aislamientos estudiados de esta especie.

Figura 11. Niveles de intensidad relativa alcanzados de la proteina 35 KDa en los aislamientos de

S. sonnei.

Estudios realizados acerca de las PMEM de Shigella spp plantean, que las mismas eluyen

en una columna de gel de filtracion con un PM aparente a los 130 kDa (Brook TD y cols.



1994). Esta proteina purificada sin calentamiento previo, migra en la electroforesis como
una banda oligomérica de 78 kDa. Cuando la muestra es tratada a 100°C durante cinco
minutos y en presencia de SDS antes de la electroforesis, la proteina migra en un rango de
35 a 37 kDa para las especies S. flexneri y S. sonnei, no siendo asi para S. dysenteriae,
donde migra a una altura de 38 kDa. Por tanto, somos del criterio que esta proteina que
aparece representada en el perfil de expresion de PME de aislamientos autdctonos de S.
sonnei a la altura de 35 kDa, debe corresponder con la planteada por Turbyfill KR y cols.,
2000.

En los perfiles de PME de Shigella sonnei, se ve en todos los casos una banda que migra a
la altura de 38 kDa. En la Figura 12, aparece la comparacion, en cuanto a la intensidad de
expresion de esta proteina para los diez aislamientos de esta especie. Se observé que a la
inversa del comportamiento observado para la proteina de 35 kDa, en este caso el que mas
bajo nivel alcanz6 fue el L25, mientras que el C35, alcanzd niveles muy superiores al

promedio de los aislamientos analizados, seguido por los M14, M13 y A-04.

Figura 12. Niveles de intensidad relativa alcanzados de la proteina 38 KDa en los aislamientos
autdctonos de S. sonnei
Pal T y col., 1989 revelaron la presencia de esta proteina en perfiles de PME de cepas
virulentas aisladas de pacientes con shigelosis la cual esta asociada a la IpaD. El rol que

juega esta proteina en la invasion a las células blanco del epitelio gastrointestinal del



hospedero no esté claro adn, no obstante se conoce que mutantes de IpaD son no invasivos,
no hemoliticos y presumiblemente incapaces de escapar del fagosoma, lo que avala en gran
medida su importancia en el proceso de patogénesis de este género microbiano (Menard
RPJ y cols. 1993; Zychlinnsky A y cols. 1994; Turbyfill KR y cols. 1998). Se ha
demostrado la implicacion de esta proteina en la formacion de complejos proteinicos de
alto PM, derivado de la extraccion de estos a partir de cepas virulentas de Shigella flexneri
2a. Estos hallazgos sugieren que IpaD se asocia con otra invasina Ipa para mediar la
secrecion de las proteinas correspondiente a este segmento extracromosomal (ipa), asi
como que puede ser parte de un complejo proteinico Ipa extracelular.

La Figura 13 muestra los valores de IR asociados a la expresion de la proteina de 58 kDa en
los aislamientos de Shigella sonnei, los correspondientes a A04 y C10 alcanzaron buenos
niveles de expresion, mientras que C38 y W40 mostraron los valores de intensidad mas
bajo del total de aislamietos de esta especie.

El segmento génico ipa, que codifica algunas de las proteinas mas importantes como blanco
de la respuesta inmune del hospedero contra la shigelosis, cuenta entre sus representantes
con la proteina IpaB, de aproximadamente 58 kDa.

Figura 13. Niveles de intensidad relativa alcanzados de la proteina 58 KDa en los aislamientos
autoctonos de S. sonnei.



Se ha descrito que IpaB e IpaC son secretadas en forma de complejo, siendo esto de suma
importancia en la potenciacion de la respuesta celular epitelial, necesaria para promover la
entrada de este patogeno en las células diana del hospedero (Watarai y cols. 1996; Guichon
Ay cols. 2001). Varios autores han demostrado a través de técnicas de Inmunoblotting, que
la presencia de extractos proteicos de membrana externa de una banda a la altura de 58
kDa, corresponde con la proteina IpaB de Shigella (Buysse JM y cols. 1987; Dinari G y
cols. 1987; Pal T y cols. 1989; Menard R y cols. 1993); por tanto, la presencia de esta
banda en los perfiles de PME mostrados, sugiere la presencia de esta proteina.

También en todos los aislamientos de Shigella sonnei aparecié una banda que migro, al
compararla con el patrén proteico de peso molecular, a la altura de 64 kDa. La Figura 14
revela los valores de intensidad relativa, medidos por densitometria, correspondientes a esta
proteina en los aislamientos de Shigella sonnei pudiéndose observar mejor comportamiento
ante la secrecion de la proteina de 64 kDa en los isImientos de A-04 y W40, mientras que

los malos productores de este antigeno proteico fueron en este caso M14 y L25.

Figura 14. Niveles de intensidad relativa alcanzados de la proteina 65 KDa en los aislamientos
autoctonos de S. sonnei.

Un interesante estudio realizado deja ver que cepas virulentas de S. flexneri 2a, crecidas en
medio TSB con presencia del colorante RC, mostraban un incremento en los niveles de

secrecion de tres proteinas con PM de 43, 58 y 63 kDa (Sankaran K y cols. 1989). Un



aspecto importante de este estudio es el hecho de que estas tres proteinas, mostraron un
fuerte reconocimiento por parte de sueros de humanos y monos en fase convaleciente (Hale
TL y cols. 1985; Dinari G y cols. 1987).

Es probable que la proteina de 64 kDa, que aparecid en los patrones de expresion de PME
de los aislamientos estudiados, se corresponda con la proteina antigénica de Shigella sonnei
de PM semejante reportada en la literatura (Dinari G y cols. 1987; Boudry y cols. 1988;
Sakai T y cols. 1988; Venkatesan MM y cols.1988).

Se destaca también la condicion de invasividad que tiene esta bacteria, la que es capaz de
penetrar y proliferar dentro de la mucosa colonica humana. Se ha podido demostrar en
cultivos celulares “in vitro” que el ingreso de esta bacteria al hospedero estad mediada por
los antigenos de invasion plasmidica: IpaB, IpaC e IpaD, convirtiéndolos en esenciales para
la entrada al epitelio celular. (Menard, R y cols.1993; Sansonetti P.J. y cols. 1993; Hueck
CJ. 1998; De Geyber C. y cols. 2000; Cersini Ay cols. 2003).

Todos los genes bacterianos necesarios para que ocurra la invasividad se encuentran dentro
de la region 30 kb - 220kb del plasmido de virulencia, por lo que las proteinas de alto PM
constituyen antigenos importantes a tener en cuenta para la obtencion de preparados
vacunales de un complejo PME-LPS (Kaisar AT y cols. 2003). En la Figura 15 los
aislamientos correspondientes a A-04 y W40 fueron los que mayor nivel de expresion
tuvieron con respecto a la proteina de 101 kDa, mientras que L25 mostré ser el de méas bajo

poder de secrecion de dicho antigeno.

Las proteinas de alto peso molecular constituyen antigenos importantes a tener en cuenta
para la obtencion de preparados vacunales de PME-LPS, pues se conoce su impacto en la
presentacion ante el sistema inmunoldgico (Brook TD y cols. 1994). Esta es la causa por lo
que también se hace un estudio comparativo entre los aislamientos de Shigella sonnei
teniendo en cuenta la proteina de 101 kDa. Si bien los niveles alcanzados para esta proteina
no fueron elevados, al compararlas con el resto de las cuatro estudiadas, consideramos que
debiamos tenerla en cuenta, pues se conoce su impacto en la presentacion ante el sistema

inmunoldégico. (Brook TD y cols. 1994).



Figura 15. Niveles de intensidad relativa alcanzados de la proteina 101 kDa en los aislamientos

autoctonos de S. sonnei.

La Figura 16 muestra el promedio de los valores de IR, asociados a la expresion de las
cinco proteinas que representan grupos con valores homogéneos o similares desde el punto
de vista estadistico para un nivel de confianza del 95%. Aqui no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre A-04, W40, C35, C10, M13, C38 y M14; pero si se
comportaron significativamente diferentes desde el punto de vista estadistico los
correspondientes a M27, ATCC 25931 y L25 con una p<0.05.

Intensidad Relativa (UIR)

A04  A25931 C10 C35 C38 L25

Cepas

Figura 16. Valores promedio de Intensidad Relativa asociados a la expresion de las proteinas de 35, 38,
58, 64 y 101 kDa de S. sonnei.



El aislamiento C35, aparecié como el de mayor poder de sintesis para las proteinas
estudiadas. Si se tiene en cuenta que todos mantuvieron el 100% de sus colonias como
portadoras del plasmido de virulencia en el momento de la extraccion, se pudiera afirmar
que este aislamiento podria ser el seleccionado para la extraccion de vesiculas de
membrana externa; pero hay un detalle de suma importancia y es que las caracteristicas de
crecimiento no fueron las mejores, aspecto imprescindible para la seleccion de una cepa

con estos propositos.

Por otro lado se debe tener en cuenta que la cepa seleccionada preferiblemente debe ser la
mejor secretora del compendio de antigenos proteicos de interés estudiados incluyendo la
proteina de 101 kDa, en este caso el C35 tiene un 57.7%. El A-04 sigui6 en el orden de
poder de sintesis de las proteinas estudiadas al C35, ademas fue portador del 100% del
plasmido de virulencia a las 4 horas del cultivo, cumplié con los parametros de seleccion
correspondientes a pruebas bioquimicas y metabdlicas. Esta presente con porcientos
elevados de IR en las cinco proteinas que resultaron seleccionadas del analisis por
IMAGEMASTER vy es el mejor expresor con un 81.4% de la proteina de alto peso
molecular; por lo que proponemos a partir de estos estudios que este aislamiento sea

nuestra posible cepa vacunal.

No es menos cierto, que el patron epidemiologico de cepas circulantes juega un papel
fundamental en los criterios de seleccidn de cepas vacunales; no obstante, los objetivos de
este trabajo para el futuro se basan en la obtencion de preparados proteicos enriquecidos en
proteinas Ipa, las cuales se plantean que son, no solamente altamente inmunogénicas, sino
que también estdn conservadas entre cepas de una misma especie y entre especies
diferentes dentro del género, lo que permite a través de la reactividad cruzada, un cruce
inmunogénico elevado. Proteinas como las PMEM, son fuertemente inmunogénicas,
expuestas en la superficie y antigénicamente relacionadas a las otras especies de Shigella.
Estas constituyen un antigeno comdn entre las especies de Shigella y pudieran ser una
macromolécula significativa a estudiar también, particularmente cuando se hace necesaria
una vacuna para contrarrestar la emergencia de cepas resistentes a las drogas

antimicrobianas. (Mota Ml y cols. 2005).



4.1.4 Confeccion de los Lotes de Referencia y de Trabajo de la cepa seleccionada.

Cumpliendo con los principios béasicos de las BPL y BPP, en el presente trabajo se crearon
los lotes de siembra de trabajo de la cepa A-04 de Shigella sonnei, candidata a cepa vacunal
contra la shigelosis. Los mismos se prepararon a partir del lote de siembra de referencia
liofilizado.

El lote de trabajo de la cepa A04 con una concentracién inicial de 10° UFC/mL se mantuvo
viable sin variacion de la concentracién. Las condiciones y el método de almacenamiento
utilizado permitieron una estabilidad en cuanto a la viabilidad de este candidato vacunal.

Las caracteristicas microbioldgicas y bioquimicas del mismo aparecen en la Tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas de los Lotes de Siembra de la cepa A-04 de S. sonnei

Pruebas Criterio de Aceptacion
Determinacion de viabilidad (UFC/mL) >10° UFC/mL
PRUEBAS MICROBIOLOGICAS

Caracteristicas culturales en Agar Triptona | Colonias redondas, transllcidas, bordes
Soya + Rojo Congo 0.01%. enteros, color pdrpura por la presencia del
plasmido de virulencia

Pureza Cocobacilos, Gram (-). Pueden estar solos,
en parejas o formando pequefias cadenas

Potencialidad de crecimiento en medio A la cuarta hora de cultivo los valores de
optimizado para Shigella sonnei absorbancia (Abs) deben ser = a 1.0.

PRUEBAS BIOQUIMICAS
Agar Hierro Kligler (KIA) KIA: superficie inclinada roja, fondo
amarillo, no produccién de gas ni de sulfuro

de hidrdgeno.

Agar Hierro Lisina (LIA) LIA: superficie inclinada purpura y fondo
amarillo, no produccion de sulfuro de
hidrégeno.

Prueba de citocromo oxidasa, Citocromo oxidasa: negativa (no se

observa color purpura intenso).



4.2 Obtencion de un medio de cultivo 6ptimo semisintético para el crecimiento de la
cepa seleccionada.

4.2.1 Seleccion de un medio basal apropiado donde se pueda evaluar la funcion
objetivo.

Teniendo en cuenta que el proceso de obtencion del candidato vacunal involucra
necesariamente un proceso de purificacion de PME, se decidi6 obtener un medio
semisintético el cual fuera capaz de brindar un mayor crecimiento bacteriano, sin que la
cepa perdiera las condiciones por las cuales fue seleccionada como posible cepa vacunal y
que presentara las menores interferencias posibles en el proceso de purificacion. Para esto
usamos el Método Rosenbrok Modificado (Rosenbrock HH. 1960); que por ser acelerado y
directo, indica tendencia mas que diferencia significativa, identificando pequefias
diferencias en los valores de DO como diferencias significativas. Es un método de
busqueda directa, de Programacion No Lineal, que tiene en cuenta las interacciones entre
los distintos componentes a optimizar y admite discriminar los que no son necesarios para
la funcion objetivo escogida; ademas, admite hacer tres variables de cada variante en un
mismo experimento lo que nos brinda la posibilidad de hacer una evaluacién correcta y

precisa.

En el primer experimento se utilizaron los medios TSB como medio basal que es el
utilizado para el crecimiento de este microorganismo (Lennette y cols. 1982) y MFM
recomendado para la obtencion de PME donde realizamos las variantes cambiando las
concentraciones del Extracto de Levadura y Glucosa, utilizados como fuente de nitrogeno
organico y de carbono respectivamente por Shigella spp. (Paz MF y cols. 2003).

Los resultados obtenidos se pueden observar en la Tabla 5. En este experimento la variante
con una concentracion de EL de 10 g/L y una de Glucosa de 2 g/L fue la que arrojé mejores
resultados en cuanto al promedio de DO con respecto al medio TSB; por lo que pasé a ser

el nuevo medio basal en el proximo experimento.



Tabla 5. Comparacion entre el medio TSB y las variantes planteadas para el medio Frantz Modificado

N° Variante Descripcion D.O. Promedio Coef. Var.
VO TSB 2,650333333 0,18777778
V1 Frantz

10g/L EL 3,060666667 0,13777778
2 g/L Glucosa
V2 Frantz
10g/L EL 2,910333333 0,01444444
5¢/L Glucosa
V3 Frantz 2,590222223 0,005

El segundo experimento es un paso de discriminaciébn que nos permite conocer los
componentes del MFM necesarios para el crecimiento de este microorganismo, se utilizo el
medio basal seleccionado en el primer experimento y a partir del mismo se hicieron las
variantes para determinar la necesidad de suplementar la L-Cisteina, el Acido Glutamico y
Sulfato de Magnesio, teniendo en cuenta el contenido de los dos ultimos en los 10 g/L de
EL presente en el medio basal. Los resultados obtenidos en este experimento se muestran
en la Tabla 6.

Tabla 6. Experimento N° 2. Ausencia de L-Cisteina, Acido Glutdmico y Sulfato de Magnesio como
variantes del MFM

N° Variante Descripcion D.O. Coeficiente
Promedio de Variacion
VO Frantz
10g/L EL 2,594 0,07
2 g/L Glucosa
V1 Sin L-Cisteina 2,387333333 0,06555556
V2 Sin Sulfato de Mg 2,527333333 0,12222222
V3 Sin A. Glutamico 2,850666667 0,13888889

Como se puede apreciar, los mejores resultados se obtuvieron cuando no se le suministré
Acido Glutamico al medio, lo que implica que para el crecimiento de este microorganismo,

el suministrado en el EL es suficiente. De esta forma la variante 3 paso a ser el medio basal



para el proximo experimento, por ser el paso discriminatorio considerado por el método

como la ultima variante.

4.2.2 Aplicacion del Método de Optimizacion No Lineal en la obtencion del medio
optimizado para la cepa seleccionada de Shigella sonnei A-04
Se fijo como funcién objetivo el maximo crecimiento del microorganismo, sin perder su

plasmido de virulencia.

En este tercer experimento se comenzd con el primer paso de optimizacion que se hizo con
el medio seleccionado como medio basal y sus variantes para lograr el objetivo principal.
La variante #1 para este experimento consisti6 en aumentar la concentracion de EL a
12,5g/L, la variante #2 aumentamos el cloruro de amonio a 1,75g/L y la variante #3 fue
agregar el Cloruro de Calcio a una concentracion de 0,09g/L ya que ha sido empleado
segun la literatura en trabajos sobre la permeabilidad de la membrana celular (Lépori,
2007).

Se obtuvieron resultados superiores en la variante #3 con una p<0.01y una ligera diferencia
significativa con una p<0.5 para la variante #1; pero se mantuvo el mismo medio basal por
las consecuencias que pudiera traer para nuestro cultivo elevar la concentracion del EL

desde el punto de vista practico y economico. Tabla 7.

Tabla 7. Experimento N° 3. Primer Paso de Optimizacion para el medio Frantz Modificado

N° Variante Descripcion D.O. Coeficiente
Promedio de Variacion
VO Medio Basal 2,578 0,118
V1 Medio Basal 2,633 0,110
+
25¢9/L de EL
V2 Medio Basal 2,590 0,120

+
0.5 g/L de NH,CI

V3 Medio Basal 2,329 0,152
+

0,08 g/L de CaCl,



El experimento 4 fue el segundo paso de optimizacion del medio de cultivo. Mantuvimos
en todos los casos como medio basal el seleccionado en el experimento anterior. La
variante #1 fue disminuir la concentracion de EL a 8,750g/L, la variante #2 disminuir el
Cloruro de Amonio a 1,125g/L y la variante #3 disminuir la concentracion de Cloruro de
Calcio a 0,045¢/L. Aunque se puede observar que la variante #1 fue la mejor; es decir,
donde se disminuyd la concentracion de Extracto de levadura en 1,25 g/L, los resultados
no arrojaron diferencias estadisticas significativas, por lo que para el siguiente paso de

optimizacién se mantuvo también el mismo medio basal. Tabla 8.

Tabla 8. Experimento N° 4, Segundo Paso de Optimizacion para el medio Frantz Modificado

N° Variante Descripcion D.O. Coeficiente
Promedio de Variacion
VO Medio Basal 2,984 0,073
V1 Medio Basal 2,986 0,152
1,25 g/L de Ext.
Lev.
V2 Medio Basal 2,921 0,170
0,125 g/L de
NH,CI
V3 Medio Basal 2,819 0,209
0,045 g/L de
CaCl,

En el experimento #5 solamente se hizo una variante del medio basal que consistio en
aumentar la concentracion de cloruro de potasio a 0.18g/L y pudimos observar que los
resultados de esta variante fueron inferiores a los obtenidos con el medio basal; por lo tanto,

el mejor para nuestro trabajo resulto ser este medio basal. Tabla 9.

Tabla 9. Experimento N° 5. Tercer Paso de Optimizacion para el medio Frantz Modificado

N° Variante Descripcion D.O. Coeficiente
Promedio de Variacion
VO Medio Basal 3.558 0.124
V1 Medio Basal 3.288 0.069

+
0,09 g/L de KClI



Los resultados obtenidos con la cepa A-04, permitieron finalmente obtener un medio
semisintético optimo que en las condiciones de cultivo descritas, brindara mayor biomasa
con iguales condiciones de virulencia y produccion de PME; es decir, sin perder el objetivo
del trabajo.

Estudios similares han sido realizados empleando este mismo método demostrandose
mayor estabilidad en el proceso de optimizacién de medios de cultivo para el crecimiento
de microorganismos y en la produccién de vacunas, que con los métodos de gradientes
(Votruba J y cols. 1975). Igualmente se ha utilizado en la evaluacion de cepas de
Salmonella typhi presumiblemente hiperproductoras de polisacarido Vi para buscar mayor
produccion de polisacérido. (Hernandez A. 2005; Miranda G. 2006).

Podemos resumir que el Medio Optimizado Semisintético obtenido en zaranda esta

compuesto por los reactivos que se muestran en la Tabla 10:

Tabla 10. Composicion del Medio de Cultivo Optimizado para Shigella sonnei A-04

Componentes g/L

Extracto de Levadura 10.000
Glucosa 2.000
Sulfato de Magnesio 0.600
Cloruro de Sodio 6.000
Fosfato di-basico de Sodio (anhidro) 1.994
Cloruro de Amonio 1.250
Cloruro de Potasio 0.090
Cloruro de Calcio 0.090
L-Cysteina 0.015

4.2.3 Evaluacion del perfil de PME por STA 'y en electroforesis desnaturalizante por
(SDS — PAGE) de la cepa de S. sonnei A-04 obtenidos con el Medio de Cultivo

Optimo.

Para cumplir con este objetivo, se obtuvieron los complejo PME-LPS de los cultivos
realizados en el medio optimizado con la cepa A-04, partiendo de un cultivo en zaranda y
otro en fermentador, ambos se realizaron simultdneamente usando el mismo preindculo. El
indculo fue cultivado en ambos casos bajo las mismas condiciones que los cultivos

anteriores.



La presencia del plasmido de virulencia fue comprobada como se describe en el capitulo de

Materiales y Métodos obteniendo un 100% de colonias RC +.

Los resultados obtenidos en cuanto a concentracion de PME, concentracion de LPS, y
rendimiento de proteinas en base a MSG se muestran en la Tabla 11.

Se hicieron 5 fermentaciones bajo las mismas condiciones de cultivo con el objetivo de
obtener repetibilidad en los resultados en cuanto a caracteristicas y concentracion de PME y
LPS.

Tabla 11. Concentraciones de Proteinas y LPS alcanzadas en un cultivo en zaranda y otro en
fermentador, partiendo ambos del mismo preindculo con la cepa Shigella sonnei A-04 en MO.

Muestra Concentracion de proteinas Concentracion de LPS  Concentracion

(mg/mL™") (ng/mL™) (mg/g MSG™)
Zaranda 0.609 + 0.007 379,75 352,31
Fermentador 2.544 + 0.012 659,18 781,73

La Figura 17 muestra el analisis de los perfiles de proteinas obtenidos por electroforesis en
gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE), seguido de una tincion con Azul de Comassie
mediante el software ImageMaster, como se describe en el capitulo de Materiales y
Métodos. Se compararon los resultados de la extraccion en cuanto a los perfiles de
proteinas que presentd el complejo extraido en cada uno de los procesos y sus pesos
moleculares aproximados. Ademas, en la comparacion entre las intensidades de las bandas

realizado mediante dicho software, se observé la similitud entre los perfiles de migracion.



== ==
== /s—.ﬁ /

_,_,_ f-ach

A B

C D E

G

Figura 17. Electroforesis en gel de poliacrilamida, tincion con Azul de Comassie y aplicacion del
software ImageMaster. Evaluacién del perfil proteico de las bandas correspondiente a cada
fermentacion. Proteinas coincidentes por cada perfil. A: Patrén de alto peso molecular, B: Proceso no.
1, C: Proceso no.2, D: Proceso no.3, E: Proceso no. 4, F: Proceso no. 5 y G: Patrén de bajo peso

molecular.

Otro resultado que arrojo la electroforesis, fue el valor del peso molecular de las proteinas

que aparecen en las bandas observadas y el porciento que cada una de ellas representa del

total de proteinas. Estos resultados aparecen en la Tabla 12.

Tabla 12. Peso Molecular y porciento del total de proteinas presentes en el complejo PME-LPS.
Resultados obtenidos a partir de Electroforesis en gel de poliacrilamida y analizados con software

ImageMaster.

Proceso No.1

Proceso No.2

Proceso No.3

Proceso No.4

Proceso No.5

% M (Da) % M (Da) % M (Da) % M (Da) % M (Da)
Banda Banda Banda Banda Banda
8,12 138052 8,1 136183 7,36 137114 10,52 132519 7,18 134339
4,52 93604 6,28 96850
8,73 90468 9,31 89243 9,79 89243 5,47 88034 5,94 89243
5,82 81120 4,42 80569 6,99 80021 6,66 79478 7,64 81120
8,38 66569 9,33 66569 6,83 67025 7,77 66569 2,85 66569
4,45 59691 4,58 60099 5,29 60099 4,58 60099 3,58 59285
3,39 57299 4,29 57690 9,67 57299 3,11 57690
4,63 53523 5,41 53523 5,26 53889 5,59 55002
4,08 46384 4,52 46384 4,57 46384 4,69 46384 5,47 47666
2,95 41591 2,41 41591 8,2 39925
8,62 38325 10,17 38064 5,87 38325 7,64 38325 4,93 37294
4,15 35799 5,52 35556 5,58 35799 6,14 35556 4,96 34364
4,84 32987 4,24 32541 4,82 32541 3,35 32987
7,11 27256 7,51 26886 7,87 27070 6,81 27256 6,38 28783
3,51 24108 2,75 23620 3,23 23782 4,15 24273 2,98 25634
8,79 21914 11,13 21324 11,25 21324 10,03 21914 7,78 23300
7,08 16346 5,87 15799 5,77 15585 6,9 15799 5,48 17381




Como se puede apreciar la mayoria de las proteinas aparecen representadas en cada uno de
los procesos y en % analogos, por lo que se puede inferir que los perfiles de proteinas

obtenidos en las distintas fermentaciones son similares.

4.2.4 Obtencién y purificacion del complejo PME-LPS a partir de la biomasa obtenida
en los cultivos en fermentacion con el medio optimizado y la determinacion de la

concentracion de proteinas y LPS.

Se conoce que los antigenos de la superficie celular, como el LPS, constituyen moléculas
de interés vacunal debido a su importante papel en la patogénesis de la bacteria y
fundamentalmente, porque existen evidencias de su capacidad de inducir inmunidad
protectora en hospederos (Sudipta RA y cols. 1994).

Con el proposito de extraer tales componentes de la membrana celular y obtenerlos en
forma solubilizada, se escogié un proceso de obtencion de PME y LPS que involucra la
accion del SDS a una concentracion del 0.5%, por ser un eficiente agente solubilizante que
permite remover la mayoria de los componentes proteicos de membrana, mimetizando
ademas, el ambiente hidrofobico en el que estos se encuentran (Sudipta RA y cols., 1994),
el cual es referido en estudios de obtencion de complejos PME-LPS de V. cholerae
(Gonzélez Y. 2002). De esta manera se garantizd la extraccion de los componentes
hidrofobicos de la membrana, sin provocar cambios drasticos en la estructura de los
mismos, que pudieran afectar grandemente sus propiedades antigénicas.

De los cinco procesos de fermentacion discontinua realizados, se extrajeron a partir de lotes
de biomasa obtenidos, los componentes de superficie PME y LPS de la cepa A-04. A las
muestras obtenidas en cada proceso de extraccion, se les realizd una evaluacion fisico-
quimica preliminar. Los resultados de la cuantificacion de proteinas y LPS en las mismas,

se ilustran en la Tabla 13.



Tabla 13: Contenido de proteinas, LPS y relacion pg LPS/mg proteina de cada muestra de los procesos

de extraccion

mg de Relacién
Procesos proteina pg de LPS pg LPS/mg prot.

5794.83

5985.27

Los valores resultantes de la cuantificacién de proteinas y LPS, asi como, la relacion entre
ellas en los cinco procesos resultaron estables al presentar coeficientes de variaciones
adecuados menores de un 30%. (Resolucion N° 47-2007. “Evaluacion del Desempefio de
los Diagnosticadores”. CECMED.)

Sobre la variabilidad entre procesos de extraccion, debe tenerse en cuenta que la obtencidon
de las PME vy de las moléculas de LPS, constituye un proceso complejo, cuya materia prima
es la biomasa celular, que por tratarse de organismos vivos estd sometida a una fuente de
variabilidad bioldgica. La expresion en la superficie de PME y LPS, es de por si un proceso
complejo, mediado por mecanismos enzimaticos modulados por la fase de crecimiento
bacteriana, el requerimiento nutricional, condiciones de crecimiento tales como: la
temperatura, el pH del medio, la agitacion, la aeracion, entre otras. Cualquier variacion en
estos factores, afecta el crecimiento celular, la expresion de antigenos, y por lo tanto, se

traduce en la obtencién de biomasas con caracteristicas diferentes.



4.2.5 Anélisis de los perfiles cromatograficos mediante cromatografia en gel de
filtracién Sephacryl S-1000.

Después de conocidas las concentraciones de LPS de cada muestra se les realizo el analisis
cromatografico que se presenta a continuacion en Sephacryl S-1000 (Figura 18), se
identificé en todos los perfiles cromatograficos un pico mayoritario que eluye en un
volumen similar al volumen total de la columna, lo que infiere que se logré obtener el
complejo PME-LPS, resultados similares han sido reportados por otros autores utilizando
las mismas técnicas de extraccion y purificacion de estos complejos (Pérez y cols. 2009).
La Tabla 14, muestra la relacién Ve/Vt de cada pico.
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Figura 18. Perfiles cromatograficos tipicos de los complejos PME-LPS extraidos con SDS 0.5%. Se
utilizé como solucion tampén de equilibrio: 30 mM Tris—=2 mM EDTA-DOC 0,5% pH 8.5. Se aplicé de
0.2 a 1 mL de las muestras (0.5-2 mg / mL) en un lecho sedimentado de 56.8 mL de Sephacryl S-1000,
con velocidades de flujo de 0.4 mL / min y se les determiné la absorbancia a 280 nm a las fracciones y la
presencia de proteinas por electroforesis en geles de poliacrilamida.

Tabla 14: Relacién Ve/Vt de los picos cromatograficos mostrados en la Figura 14

_ Coeficiente Ve/Vt
Procesos No de picos de cada proceso

2 1 0.85
4 1 0.90




La caracterizacion fisico-quimica preliminar realizada, aporta resultados validos en el
analisis de la composicién de PME y LPS en las muestras obtenidas. En el presente estudio,
estos constituyen herramientas auxiliares para la caracterizacion biologica preliminar de las
muestras.

4.3 Desarrollo de los modelos animales para la evaluacion de la inmunogenicidad y
proteccion.

4.3.1 Seleccion de una cepa virulenta de Shigella sonnei y una de Shigella flexneri
como cepas de reto homologa y heter6loga respectivamente
El universo de trabajo fueron los mismos 30 aislamientos autoctonos utilizados en el

trabajo como se muestra en la Tabla 1.

Para la seleccion de la cepa de reto homdloga nos valimos de los mismos aislamientos de
Shigella sonnei que conforman la investigacion, por lo que se escogid la cepa W40 ya que
tuvo un comportamiento similar en todos los aspectos analizados a la cepa A-04. De igual
forma para la cepa heterdéloga, se tuvo en cuenta que presentara el 100% de las colonias con
respuesta positiva al RC y un crecimiento con buenas caracteristicas, resultando escogida la

cepa X19 de Shigella flexneri.

4.3.2 Montaje de dos biomodelos “Raton-Pulmén” y “Test de Sereny”

Ha sido tarea dificil la evaluacion de la eficacia protectora tanto de posibles cepas
vacunales potenciales, como de candidatos vacunales contra la shigelosis, debido a que
hasta el momento no se ha descrito un modelo animal que desarrolle una disenteria bacilar
igual ni parecida a la de los humanos; por lo tanto, se hizo necesario el desarrollo de
modelos animales que permitieran una confiable y eficaz caracterizacion de la
inmunogenicidad y eficacia de las mismas y la evaluacion de procesos de un gran namero

de candidatos vacunales. (Cersini y cols. 2003)

El montaje de dos modelos animales descritos por diferentes autores han servido para
probar cepas de Shigella spp con buenos resultados; estos son modelo Raton-Pulmén y
Test de Sereny en curieles, utilizados en estudios de eficacia y reactogenicidad, para
comparar principalmente vias de administracion y frecuencia de una inmunizacion; al igual

que en estudios de reto en ambos modelos (Levenson VJ y cols. 1995; Li W y cols. 2009)



El modelo Ratén-Pulmon para Shigella se caracteriza por invadir el epitelio pulmonar,
produciendo infiltrados inflamatorios que semejan la shigelosis intestinal y el Test de
Sereny nos muestra que Shigella es capaz de invadir el tejido corneal produciendo
queratoconjuntivitis, semejando asi el proceso de invasion que ocurre en el epitelio mucosal
(Voino-Yasenetskoya MK y cols. 1977; Hartman AB y cols. 1991).

4.3.2.1 Biomodelo Raton-Pulmon.

Se inocularon los ratones como se describi6 en Materiales y Métodos siguiendo un
protocolo de trabajo previamente establecido y aprobado por el Comité de Etica del
Instituto Finlay, en los que se probaron diferentes concentraciones de las dos cepas de reto.
Los animales inoculados fueron separados en grupos de hasta 10 animales por jaula y
concentracion bacteriana.

Los resultados obtenidos durante los 10 dias de duracion del ensayo fueron los esperados,
ya que mediante la inspeccion diaria de los ratones se pudieron observar las

manifestaciones clinicas descritas por diferentes autores. (d’ Hauteville y cols. 2002)

A partir de las 24 horas se observod decaimiento, disminucion de su actividad, pérdida de
apetito, fiebre, erizamiento de los pelos, hasta shock séptico mortal (Cersini y cols. 2003).
La cepa heterdloga resultd ser mucho més virulenta como era de esperar ya que Shigella
flexneri es mas infectiva, por lo que las concentraciones de bacteria inoculadas
intranasalmente en los ratones provocaron un 100% de mortalidad en todos los casos,
mientras que para la cepa homdloga no hubo en ninguna concentracion porcientos tan
elevados de mortalidad (85%). Los animales controles se inocularon con SSE no

presentando sintomatologia alguna.

Estudio microbioldgico del pulmon.

En la siembra de los pulmones de los animales inoculados obtuvimos cultivo puro de
colonias de Shigella sonnei en todos los casos a las 24 horas de incubados a 37°C. El caso
de los animales controles no se obtuvo crecimiento bacteriano.

Estudio anatomopatologico.

Microscopicamente se observaron areas de color rojo oscuro en los pulmones, los cuales

presentaban una superficie algo deprimida al corte y presion, rezumaban un liquido



blancoamarillento espumoso. En el andlisis histopatoldgico de estas alteraciones, pudieron
observarse ademas, lesiones caracterizadas por infiltrados de abundantes PMN neutréfilos
que ocupaban todo el parénquima pulmonar haciendo desaparecer la arquitectura normal
del 6rgano, asi como la presencia de abundante fibrina depositada entre los alvéolos,
también se aprecid dilatacion de los bronquios y bronquiolos, al igual que focos de
necrosis; (Fotos 1 y 2) lo cual permiti6 diagnosticar una neumonia fibrinopurulenta aguda
grave en las lesiones descritas. En los ratones controles no se presentaron alteraciones
morfoldgicas que sugieran lesiones, lo cual permite establecer una relacion causa efecto

directa entre las lesiones antes descritas y las inoculaciones bacterianas practicadas

Foto 1: Podemos observar los infiltrados agudos supurativos, focos de necrosis, fibrosis purulenta 'y
bronquiectasia producidas por la inoculacién de Shigella sonnei A-04 intranasalmente em ratones. H.E.
100X



Foto 2: Imagen a mayor aumento de la fotografia anterior. H.E. 160X

Determinacién de DLs en ratones Balb/c con cepas de reto seleccionadas utilizando la
via de inoculacion intranasal en el modelo ratén — pulmén.

Se inocularon los ratones como se describié en Materiales y Métodos. Los resultados
obtenidos se muestran en las Tablas 15y 16.

Tabla 15. Determinacion de DLs, con cepa de reto homdloga.

Cepa de reto homologa Shigella sonnei (W40). Dias de evolucion segun esquema de trabajo

©plesniicwlon - Primer  Segundo  Tercer Cuarto Quinto Sexto Séptimo Octavo Noveno Décimo  Total de
dia dia dia dia dia dia dia dia dia dia muertos

1122------6




Tabla 16. Determinacion de DLs, con cepa de reto heterdloga.

Primer Segundo Tercer Cuarto Quinto Sexto Séptimo Octavo Noveno Décimo  Total de

dia dia dia dia dia dia dia dia dia dia muertos
10 - - - D - - - - 10
9 - - | - - - - 10
8 - - - R - - - - 8
2 - - - B - - - - 2

Estos experimentos fueron realizados 3 veces permitiéndonos obtener valores similares y
asi poder concluir con la determinacion de la DLsy de ambas cepas, las que nos sirvieron
para proximos estudios con posibles preparados vacunales. Para el caso de Shigella flexneri
la DLso fue de 3.77x10’ bacterias/mL y para Shigella sonnei 6.0x10*° bacterias/mL.

Nuestros valores de DLsp resultaron ser muy parecidos a los hallados por otros autores, los
que han sido utilizados para estudios de reto en ensayos de propuestas vacunales. Estos
estudios hablan de DLso en un rango entre 10° — 10™ segun cepa utilizada, teniendo en
cuenta las condiciones de los animales, condiciones de la cepa, y que las cepas de Shigella
sonnei son menos invasivas que las de Shigella flexneri para la cual se reporta una DLs de
10® (d"Hauteville y cols. 2002; Cersini A y cols. 2003). En un estudio de proteccién que
utilizan este biomodelo, plantean haber determinado una DLs, en todos los casos de

Shigella flexneri dentro de los valores de 107 (Cyr y cols. 2009).

4.3.2.2 Biomodelo Test de Sereny.

Se inocularon los curieles como se describe en Material y Métodos. Para la cepa homdloga
los curieles resultaron mas resistentes a la inoculacion, se pudo observar
queratoconjuntivitis no purulenta (grado 2) en las concentraciones mas elevadas del in6culo
10" col/mL y un lagrimeo con enrojecimiento de la conjuntiva en diluciones de 10°
col/mL. Los curieles inoculados con la cepa reto heterloga mostraron las patologias
correspondiente a grado 3 (queratoconjuntivitis purulenta) en la dilucién 10% col/mL y en
grado 2 (queratoconjuntivitis no purulenta) la dilucién 10’col/mL con pérdida de vision

reversible, no encontrando patologia alguna en los ojos controles para ambas cepas. De



esta manera se determiné como DMI aquella que produjo una queratoconjuntivitis grado 2.
Estas concentraciones fueron para Shigella sonnei 10™° col/mL y para Shigella flexneri 10
col/mL. Tabla 17. Fotos 3, 4,5y 6.

Estas concentraciones son parecidas a las encontradas por otros autores que a su vez han
sido utilizadas para comparar diferentes vias de administracion y frecuencia de una
inmunizacion con retos de animales con DMI de 10 para Shigella sonnei y 10° para
Shigella flexneri (Hartman AB y cols.1994). Estudios de reaccion cruzada entre diferentes
serotipos homdlogos de Shigella, buscando proteccion conjuntival como es el caso del
trabajo realizado por Noriega y colaboradores donde plantean a través de este modelo una
proteccion conjuntival de un 85% (Noriega FR y cols.1999). También han sido empleadas
como control positivo en investigaciones de enterobacterias invasivas (Magalhaes V y cols.
1996; Li y cols. 2009). Estudios mas recientes hablan de un nuevo modelo animal de
shigelosis en curieles para estudios de proteccion por via intrarectal donde se reporta que
todos los animales presentaron una rectocolitis aguda y severa en todos los casos (Shim DH
y cols.2007).



Fotos 3 y 4. Determinacion de Dosis Media Infectiva de Shigella sonnei.Queratoconjuntivitis

Grado 2 provocada por la cepa.

Fotos 5y 6. Determinacion de Dosis Media Infectiva de Shigella flexneri. Queratoconjuntivitis

Grado 2 provocada por la cepa.




4.4 Evaluacion de la capacidad inmunogénica y protectogénica del complejo PME-
LPS contra Shigella sonnei y Shigella flexneri.

La inmunizacion de ratones Balb/c por via intramuscular y reto en modelo Ratdn-Pulmon,
nos permitié observar que después de suministrar 3 dosis de inmundgeno (en los dias 0, 14
y 28), cada una de 50ug en base al contenido de proteinas, fueron buenos en todos los
grupos retados tanto con DLsy como con 10DLso.

Los resultados obtenidos en los experimentos por medio de este modelo con la cepa
homdloga W40 mostraron que la supervivencia expresada por el porciento promedio
obtenido con la DLs, fue del 90% y con la 10DLs, fue del 53,3% (Tabla 17). Para la cepa
heter6loga X19, la supervivencia obtenida con la DLs, fue del 76,6% y con la 10DLs del
20% (Tabla 18). Resultados similares han sido reportados por otros autores en estudios de
proteccion en ratones con infeccidn local con Shigella sonnei donde hacen reto con dosis de
6 y 12 DLs inoculados intranasalmente con una supervivencia aumentada en todos los

ratones vacunados (Levenson LV y cols. 1995; Kaminski RW y cols. 2009).

El comportamiento de los experimentos realizados mediante la inmunizacion en curieles
para el reto con las cepas homdloga y heterdloga por el Test de Sereny tuvo un analisis
diferente, ya que aqui se trabajo con DMI, con porciento de proteccion total y proteccion
combinada que es como se describe en la literatura para este modelo animal (Orr N y cols.
1993). Se observé que no hubo proteccion total ni combinada cuando se realizo el reto con
las cepas homdloga y heter6loga en los animales que no fueron inmunizados previamente,
mientras que en los animales que si se inmunizaron, mostraron un 100% de proteccion total
con la cepa homdloga y un 55% de proteccion combinada con la cepa heteréloga. Tabla 19
y 20. Estudios similares con el objetivo de evaluar inmunogenicidad en curieles después de
una vacunacion con Shigella sonnei, han sido reportados obteniendo una proteccion del 50
al 80% usando DMI para ambas especies (Kerekes L. 1976). Con porcientos parecidos se
reportan Li W y cols. 2009 en el desarrollo de una vacuna viva atenuada recombinante de

Shigella.



Tabla 17. Resumen de los experimentos de reto con epa homologa de Shigella sonnei W40 para medir

proteccion en el modelo Ratdn-Pulmén.

Resumen de Experimentos de Reto en Ratones con cepa homoéloga (W40).

2
3
4

(Control)

Tabla 18. Resumen de los experimentos de reto con cepa heteroéloga Shigella flesneri X19 para medir

proteccién en el modelo Ratén-Pulmén.

Resumen de Experimentos de Reto en Ratones con cepa heterdloga (X19).

Complejo
Complejo
4

(Control)




Tabla 19. Determinacion de proteccion con la cepa homéloga y la cepa heterdlga en curieles No
vacunados mediante modelo Test de Sereny

Determinacién de Proteccion en Curieles No Vacunados
Grupos de  Inoculados N°de Grado0O Gradol Grado2 Grado3 % Proteccion
curieles con 0jos

S. sonnei DMI 20 20 0
S.flexneri DMI 20 20 0

Tabla 20. Determinacion de proteccion con la cepa homologa y la cepa heterélga en curieles vacunados
con el comlejo PME-LPS mediante modelo Test de Sereny

Determinacion de Proteccion en Curieles Vacunados

Grupos Inoculados N°de Grado O Grado Grado2 Grado3 9% Proteccion
inmunizados con 0jos 1

S. sonnei DMI 20 20 100 (Total)
S. flexneri DMI 20 3 8 9 55 (Combinada)

4.4.1 Evaluacion de Inmunogenicidad contra el complejo PME-LPS por ELISA e

inmunoidentificacion de las proteinas relevantes por Western Blot.

Los resultados de inmunogenicidad que se mostraran en lo adelante, han sido obtenidos en
ratones Balb/c por el modelo de la inmunizacion intramuscular del complejo PME-LPS.

La cinética de respuesta obtenida, evidencia de manera general, el nivel de anticuerpos 1gG
anti PME-LPS en suero, los cuales desempefian una importante funcion en la inmunidad
contra la shigelosis, (Passwell y cols. 2001) los que aumentan luego de cada inoculacion
hasta alcanzar su maximo a los 42 dias posteriores a la primera inmunizacién. En la Figura
19 se muestran los resultados obtenidos de la union de los sueros de cada tiempo de
inmunizacion, obtenidos por la técnica de ELISA descrita por Benitez y cols. 1999 donde
se puede observar que en T35y T42 después de las 3 dosis hay una elevacion de los valores

del titulo de anticuerpos. Otros autores plantean que estos dos modelos animales son Utiles



para medir produccion de Ac anti IgA e IgG, en los que han obtenido resultados
satisfactorios. (Orr N y cols. 1993).

Nuestros resultados homologan los presentados por otros autores que plantean que en la
tercera dosis de inoculacion es donde han alcanzado los mejores valores de anticuerpos con
diferentes esquemas de inmunizacién en un estudio acerca del desarrollo y evaluacion de
una vacuna de Shigella sonnei (Orr N y cols. 1993; Turbyfill KR y cols. 2000; Oaks EV y
cols. 2006). De igual forma se han probado vacunas de células completas en ensayos pre-
clinicos a doble ciego y placebo controlado (Fase 1) con un esquema de inmunizacién 0, 4
y 28 dias en el que se midieron anticuerpos en suero contra LPS e IpaC por ELISA con
respuesta IgG e IgA del 86% de los pacientes, al LPS del 57% y a IpaC del 61%,
considerandose que se habia logrado una buena capacidad inmunogénica y protectogénica
contra Shigella sonnei (McKenzie R y cols. 2006). Por otro lado, un estudio realizado en la
Universidad de la Habana con un complejo PME-LPS de Shigella sonnei, demostré que a la
tercera dosis era donde se obtenian mayores titulos de anticuerpos tanto en IgG anti LPS
como para 1gG anti PME por mediacion de la técnica de ELISA (Sanchez O. 2004)

Cinética de anticuerpos IgG anti PME-LPS

D.0
{492 nm)

Figura 19. Evaluacién por ELISA de la respuesta de anticuerpos IgG contra el complejo PME-LPS.
Cinética que demuestra la inmunogenicidad obtenida.



La evaluacion de la capacidad de las PME y el LPS de inducir respuesta de anticuerpos 1gG
en suero al ser administrados por via intramuscular a ratones con reto en ambos modelos
animales, es una herramienta importantisima para poder evaluar la inmunogenicidad, lo
cual constituye el criterio de seleccion preliminar para un estudio de este tipo. (Orr Ny
cols. 1993; Chowers Y y cols. 2007)

Otro estudio efectuado fue la realizacion de un Western Blot donde utilizamos el mismo
suero de ratones al que se le conocia con anterioridad el titulo de anticuerpos IgG anti
PME-LPS con el objetivo de:

1. Identificar las PME inmunogénicas presentes en el complejo PME-LPS.

2. Evaluar el reconocimiento de los anticuerpos del suero especificos a las PME,

cuando éstas se encuentran en la membrana celular.

3. Identificar las PME presentes en el complejo PME-LPS obtenido a partir de un
cultivo de la cepa seleccionada de Shigella sonnei A-O4, que se conservan en

Shigella flexneri, Shigella dysenteriae y el enteropatdgeno Vibrio cholerae.

Para ello el pool de sueros se enfrentd al inmunogeno y a lisados de cada una de las cepas a
reconocer. En la Figura 20, se muestran los resultados obtenidos del ensayo de identidad.
Se pudo observar que son varias las PME identificadas en el Inmundgeno de los pesos
moleculares aproximados: 96, 58, 38, 20 y 17 KDa. De ellas las tres ultimas son las mas
consistentemente reconocidas.

Por otro lado vemos que las PME identificadas, son reconocidas cuando estan formando
parte de la célula bacteriana, con la misma intensidad con la que son reconocidas en el
inmunogeno. Constituye la excepcion, la proteina de PM aproximado de 96 KDa que se
observa méas fuertemente reconocida en los lisados. Existen proteinas practicamente no
identificadas en el inmundgeno, que son bien reconocidas en los lisados, por ejemplo,

aquellas de peso molecular aproximado de 65, 40 y 28 KDa.
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Figura 20. Ensayo Western Blot realizado con el pool de sueros obtenido de la inmunizacion. PPM:
patron de peso molecular; C: V. cholerae, cepa C7258; D: S. dysenteriae, cepa ATCC numero 13313; F:

S. flexneri, cepa 9; S: S. sonnei, cepa A-04; I: inmunogeno.

Las PME de Shigella sonnei, se conservan en Shigella flexneri y Shigella dysenteriae. No
se aprecian diferencias en el perfil de proteinas reconocidas entre una especie y otra.
Igualmente las PME de V. cholerae fueron identificadas por el pool de sueros en el lisado
de V. cholerae cepa C7258, puede observarse en las bandas de proteinas que muestran
pesos moleculares aproximados de 28 y 35-38 KDa. Proteinas de semejante peso
molecular, fueron identificadas en los lisados de las tres especies de Shigella, y con mas
baja intensidad en el inmundgeno, como es el caso de la PME de 28 KDa. Esta proteina, fue
detectada en todas las muestras obtenidas al realizar el analisis de los perfiles
electroforéticos.

Otros autores han hecho ensayos de inmunogenicidad y proteccion con experimentos
inmunoblot y han encontrado que las PME fueron reconocidas por el antisuero aunque se
conoce gue los mecanismos de proteccion en shigelosis no estan establecidos con certeza,
las PME especialmente 39, 34, 23 y 20 kDa puedieran ser los mejores antigenos en la
induccion de la respuesta inmune protectora (Mukhopadhaya A y cols. 2003; Jennison AV
y cols. 2004; Oaks EV y cols.2006).



El presente trabajo aporta resultados que constituyen la base para las investigaciones
futuras encaminadas a desarrollar una vacuna contra la shigelosis.

La evaluacion de las propiedades inmunogénicas y protectogénicas del complejo obtenido,
en condiciones no precisamente estandarizadas; aunque si homogéneas para todos los
casos, permitié obtener resultados que indican que la cepa A-04 fue una buena eleccion
como cepa propuesta a candidata vacunal, ya que la extraccion del complejo PME-LPS de
la superficie celular de esta cepa pudo ser evaluada mediante dos modelos animales
utilizados en los estudios de inmunogenicidad y proteccion. Ademas generd elevados
titulos de anticuerpos séricos 1gG anti PME-LPS en ratones inmunizados por via
intramuscular.

Seria bueno seguir realizando estudios de otro tipo para conocer con exactitud la naturaleza
de las PMEM que estan presentes en nuestro complejo. Ademas realizar estudios con
nuevos modelos animales capaces de reflejar la sintomatologia de la shigelosis en humanos.
Los resultados indican una metodologia de trabajo y seleccion adecuada que posibilitd
obtener muestras con las posibles Ipa, PME de alto PM y muestras altamente imunogénicas
y protectogénicas evaluadas por los dos biomodelos establecidos, por lo que consideramos

pueden ser utilizados para obtener y evaluar antigenos de interés vacunal.



CONCLUSIONES

1. En la primera etapa de seleccion de la cepa vacunal, en base a su mayor robustez
microbioldgica, bioquimica y metabdlica, ademas, por la consistencia y amplitud de
espectro de las fundamentales proteinas de membrana externa, se seleccion6 el
aislamiento de Shigella sonnei A-04 como posible cepa vacunal, con la cual se
cumplieron los requisitos para elaborar los lotes de referencia y de siembra.

2. El proceso de optimizacion del medio de cultivo y las demas condiciones del mismo
en zaranda y en fermentador realizado para la cepa A-04 sobre la base del
rendimiento y consistencia del perfil de PME obtenido y un perfil cromatografico
PME-LPS satisfactorio , conformo la segunda etapa de seleccion de la cepa vacunal.

3. Se montaron y calibraron dos modelos animales, uno en ratones y otro en curieles
(modelo Ratén-Pulmén y Test de Sereny) independientes y reconocidos
internacionalmente, mediante los cuales se comprobd la inmunogenicidad y
proteccion en ensayos preclinicos del preparado vacunal experimental, basado en
las PME-LPS de la cepa Shigella sonnei A-04. Asi mismo, mediante la utilizacion
de éstos, se seleccionaron dos cepas virulentas, una homdloga W40 y una
heterdloga X19.

4. Elcomplejo PME-LPS demostro ser inmunogénico al ser evaluados por la técnica
ELISA los sueros de ratones vacunados; ademas de ser identificadas por Western
Blot las proteinas relevantes presentes en el complejo al enfrentar estos sueros a

lisados de células de Shigella sonnei, Shigella flexneri y Shigella dysenteriae



RECOMENDACIONES

1. Continuar los estudios preclinicos y clinicos necesarios encaminados a obtener un
preparado vacunal eficaz y seguro contra la shigelosis a partir del complejo PME-
LPS de la cepa Shigella sonnei A-04.

2. Completar la caracterizacion del complejo PME-LPS con el objetivo de estudiar las
proteinas de membrana externa mayoritarias (PMEM)

3. Tener en cuenta el disefio experimental utilizado en este trabajo como posible

metodologia a seguir para la seleccion de cepas candidatas vacunales.
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