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inoculados con una cepa de campo de Salmonella Typhimurium
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RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar la expresion relativa de las citoquinas involucradas
en larespuesta inmune Th1 (IL-2, IL-12, IFN-y, TNF-a), Th2 (IL-4,IL-10 y TGF-B) y Th17
(IL-17) en 21 cuyes (Cavia porcellus) inoculados experimentalmente con una cepa aisla-
da de campo de Salmonella Typhimurium a una dosis de 10> UFC/ml, via intraperitoneal,
y comparados con un grupo control de siete cuyes (inoculados con una cepa tratada
térmicamente). Se tomaron muestras de sangre los dias 1, 3, 5, 7,9, 15 y 30 pos-inocula-
cion (p.i.). Se extrajo el ARN total de las células linfocitarias y se desarroll6 la RT-PCR en
tiempo real usando cebadores especificos para las citoquinas. La expresion relativa fue
determinada por el método comparativo 224 a fin de evaluar la expresion de los ARN
de las citoquinas respecto al calibrador (cuy sano), y usando como gen constitutivo de
referencia al GAPDH como normalizador. Las expresiones de los genes de las citoquinas
en el grupo Tratamiento mostraron un aumento con respecto al grupo Control y una
cinética ascendente con respecto a los dias p.i. Los primeros dias hubo predominio de las
expresiones Th1 sobre Th2, posteriormente ambos aumentaron, con predominio de IL-4
e IL-17 a partir del dia 15 p.i. La inoculacion de S. Typhimurium estimul6 una expresion
mayoritaria de IL-12 respecto a las otras citocinas, lo cual induciria en los cuyes una
respuesta de tipo celular o Thl.
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Expresion de citoquinas en linfocitos de cuyes inoculados con S. Typhimurium

The aim of this study was to evaluate the relative expression of the cytokines involved
in the immune response of Th1 (IL-2, IL-12, IFN-y, TNF-a), Th2 (IL-4, IL-10 and TGF-f)
and Th17 (IL-17) in 21 guinea pigs (Cavia porcellus) experimentally inoculated with a
field isolate of Sa/monella Typhimurium at a dose of 10> CFU/ml, intraperitoneally, and
compared with a control group (inoculated with a thermally treated strain). Blood samples
were taken ondays 1, 3, 5,7, 9, 15 and 30 post-inoculation (p.i.). Total RNA was extracted
from lymphocyte cells and real-time RT-PCR was conducted using specific primers for
each of the cytokines. The relative mRNA expressions were determined by the comparative
method 222¢ with respect to the calibrator (healthy guinea pig) and using GAPDH as a
constitutive gene of reference as a normalizer. The expressions of the cytokine genes in
the Treatment group showed an increase with respect to the Control group and an
ascending kinetics throughout the study. In the first days there was a predominance of
Th1 expressions over Th2, later both increased with a predominance of IL-4 and IL-17
from day 15 p.i. Inoculation of S. Typhimurium stimulated a major expression of IL-12 with
respect to the other cytokines, which would induce a cellular or Thl response in guinea

pigs.
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INTRODUCCION

El cuy (Cavia porcellus) es un mami-
fero roedor, usualmente criado en los hoga-
res de las zonas rurales altoandinas
(Bustamante, 1993). El cuy es un animal ras-
tico, de ciclo de vida corto, por lo que puede
ser criado a bajo costo (Ordofiez, 2003). Su
crianza en granja se ha desarrollado en las
ultimas décadas, y se considera que la pobla-
cion en el Pert asciende a mas de 12 millo-
nes (INEIL 2012).

La salmonelosis representa la principal
amenaza a la produccion de cuyes. Es una
enfermedad con altos indices de mortalidad
y morbilidad, principalmente en crias recién
destetadas, ocasionando severas pérdidas
economicas a los productores (Chauca, 1997,
Matsuura et al., 2010). El principal agente
etiologico de esta enfermedad es la bacteria
Salmonella enterica, subespecie enterica
serovar Typhimurium, la cual ocasiona una
infeccion sistémica similar a la observada en
humanos infectados con S. Typhi (Figueroa
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et al., 2005). La infeccidon por Salmonella
induce la generacion de células T CD4+ y
CDS8+ especificas, y ambas poblaciones de
células T son importantes para la proteccion
durante las respuestas primarias y secunda-
rias, aunque los mecanismos subyacentes a
la proteccion mediada por las células T atn
no se conocen por completo (Figueroa et al.,
2005). La respuesta a S. Typhimurium impli-
ca inmunidad mediada por células Ty B, y
los mecanismos mediados por ambas pobla-
ciones de linfocitos son importantes para el
control de la infeccidon primaria y la protec-
cion contra la infeccion secundaria
(Mittriicker et al., 2002).

Haraga et al. (2008) explican el estudio
de labiologia e interaccion con la célula hués-
ped en la infeccion por Salmonella. La res-
puesta inmune incluye a los linfocitos T cola-
boradores: Th1 que son estimulados por IL-
12 y secretan IL-2 e interferon-y. Los Th2
son estimulados por IL-1 y secretan IL-4, IL-
10 e IL-13, y los linfocitos Th17 son estimu-
lados por IL-6, TGF-p e IL-23. Estos
linfocitos secretan IL-17 y promuevn la in-
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flamacion mediada por neutrofilos (Tizard,
2009). La respuesta inmune generada por la
infeccion de S. Typhimurium en cuyes es
importante porque el conocimiento obtenido
acerca de la estimulacion inmunolégica de
determinadas poblaciones celulares ayudaria
a generar vacunas efectivas. Es asi que, el
objetivo del presente estudio fue evaluar la
respuesta inmune in vivo a través de la ex-
presion de citoquinas de la respuesta inmune
Th,, Th,y Th17 en linfocitos sanguineos, en
cuyes desafiados con una cepa virulenta de
Salmonella Typhimurium.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de Estudio

La crianza de los cuyes se realizo en
las instalaciones del bioterio de la Facultad
de Medicina Veterinaria (FMV) de la Uni-
versidad Nacional Mayor de San Marcos
(UNMSM). La inoculacion de Salmonella
Typhimurium, las necropsias de los animales,
el procesamiento de muestras, el aislamiento
e identificacion de cepas y los procedimien-
tos de biologia molecular se realizaron en el
Laboratorio de Biologia y Genética Molecular
de la FMV-UNMSM durante la segunda mi-
tad de 2016 y en 2017.

Material Experimental

Se emplearon como sujetos de estudio
a 31 cuyes destetados entre 15 y 30 dias de
edad. Los cuyes fueron adquiridos del Pro-
grama de Investigacion y Proyeccion Social
en Animales Menores de la Universidad Na-
cional Agraria La Molina, Lima. Previo al
desarrollo del experimento, los animales tu-
vieron un periodo de acondicionamiento en el
bioterio de la FMV-UNMSM de 10 dias. Los
animales recibieron las mismas condiciones
de crianza de su lugar de procedencia. Fue-
ron distribuidos en dos grupos: Tratamiento
(21 animales inoculados con la cepa virulen-
ta) y Control (7 animales inoculados con la
misma cepa, pero tratada térmicamente). El
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estudio fue aprobado por el Comité de Etica
y Bienestar Animal de la FMV- UNMSM
mediante Constancia de Autorizacion N.°
2016-005.

Cepa Salmonella Typhimurium

Para la inoculacion de los animales, se
utilizoé una cepa de S. Typhimurium proce-
dente del cepario del laboratorio de FMV-
UNMSM (Unidad de Biologia y Genética
molecular), el cual se encontraba preservado
en glicerol al 20% y almacenado a -80 °C.
La cepa fue aislada de un cuy que muri6 con
signos compatibles con salmonelosis clinica,
procedente de una granja de crianza comer-
cial en Pachacamac, Lima, en enero de 2016.
El aislamiento e identificacion de Salmonella
fue realizado segun los estandares de la nor-
ma ISO 6579 (2002). Adicionalmente, esa
cepa fue confirmada mediante técnicas
moleculares e identificacion de los genes invA
y fliC, segin el protocolo de Jamshidi et al.
(2010) estandarizado en el laboratorio. Para
la reactivacion de la cepa se procedid a colo-
car una alicuota en caldo APT (Agua
Peptonada Tamponada) e incubado a 37 °C
por 24 horas y confirmacion mediante identi-
ficacion de colonias sospechosas en agar
XLD (Xilosa Lisina Deoxicolato). La cepa
reactivada fue colocada en caldo TSA
(Tripticasa Soya Agar) e incubada por 37 °C
por 24 horas. Para la inoculacion, el caldo
conteniendo la cepa fue centrifugado a 5000
g por 10 minutos a 4 °C y diluido en PBS
estéril hasta obtener una concentracion de
10> UFC/ml (unidades formadoras de colo-
nias), el cual fue determinado mediante
espectrofotometria a 600 nm de longitud de
onda.

Inoculacion Experimental y Muestras

En el Dia 0 (dia de inicio del experimen-
to) se sacrificaron tres animales escogidos al
azar. Para esto, lo animales fueron previa-
mente anestesiados usando una solucion de
ketamina, xilacina y atropina (Ket-A-Xyl®,
Agrovet Market) a una dosis de 0.05-0.1
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ml/cuy via i.m. Una vez anestesiados, se ex-
trajo 3 ml de sangre del corazén (por puncion
cardiaca), colocando las muestras en tubos
con EDTA. Luego se procedio a la eutanasia
mediante aplicacion intracardiaca de 2 ml de
pentobarbital sodico a 6.5 g (Halatal®,
Montana). Este mismo procedimiento se hizo
para el sacrificio de los demas cuyes durante
los dias de muestreo (dias 1,3, 5,7, 9, 15y 30).

Las muestras de sangre del Dia 0 fue-
ron utilizados como calibradores/
normalizadores para la PCR en tiempo real.
Muestras de tejidos de los animales sacrifi-
cados para analisis histopatologico y de ais-
lamiento de Salmonella sp, consistentes en
higado, vesicula biliar, nodulo linfatico, pul-
mon, intestino delgado y cerebro fueron ana-
lizados con el fin de corroborar el suceso en
la inoculacion experimental. Las muestras de
tejido para aislamiento de Salmonella sp fue-
ron colocadas en caldo Rappaport-Vassiliadis
por 18 horas a 37 °C y posteriormente sem-
bradas en placas de agar XLD e incubadas a
37 °C por 24 horas. Las muestras de tejidos
para histopatologia fueron fijadas en
formaldehido al 10% vy tefiidos con
hematoxilina-eosina.

Se realizo la inoculacion experimental
a los 21 cuyes del grupo Tratamiento con
102 UFC/ml de S. Typhimurium suspendido
en | ml de PBS por via intraperitoneal (IP),
segun Panda et al. (2014) y alos 7 cuyes del
grupo Control con la misma cepa tratada
térmicamente (ebullicion a 100 °C por 5 mi-
nutos). Se tomaron muestras de sangre y te-
jidoslosdias1,3,5,7,9, 15 y 30 pos-inocula-
cion (p.i.) experimental, usando los protoco-
los de anestesia y sacrificio previamente des-
CTitos.

ARN de Células Mononucleares Sangui-
neas

Las células mononucleares de sangre
periférica (sangre de los cuyes tomada del
corazon) fueron obtenidas mediante separa-
cion por gradiente de Ficoll usando para ello
Ficoll-Paque™ (Sigma, USA), siguiendo las
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instrucciones del fabricante, para luego ser
lavadas y diluidas en PBS 1X pH: 7.8. Las
cé¢lulas mononucleares obtenidas fueron
lisadas a través de choque térmico usando
nitrégeno liquido y bafio seco a 56 °C. EIARN
de las células fue extraido usando el protoco-
lo Trizol® Reagent (Thermo Fisher Scientific,
USA). E1 ARN obtenido fue cuantificado uti-
lizando el kit Qubit® RNA HS Assay Kits
(Thermo Scientific). Para la lectura se utilizo
el equipo de cuantificacion Qubit® 3.0
Sfluorometer (Thermo Fisher Scientific).

PCR Tiempo Real

Para la sintesis de ADNc se utilizo el
Revertaid RT Reverse Transcription Kit
(Thermo Fisher Scientific), siguiendo las ins-
trucciones del fabricante. La reaccion en
cadena de la polimerasa con transcriptasa
inversa (RT PCR) en tiempo real fue realiza-
da en un termociclador PikoReal 96 (Thermo
Scientific) usando como fluor6foro Maxima
SYBR Green. Se utilizaron los componentes
y condiciones descritos en los cuadros 2 y 3.
Se determino el perfil citocinico Thl, Th2 y
Th17 en las células mononucleares de los
cuyes inoculados experimentalmente con S.
Typhimurium utilizando los cebadores
(primers) senalados en el Cuadro 1.

Cuantificacion Relativa

Para el analisis de los niveles de expre-
sion de las citoquinas se utilizo el método del
Ct (threshold cycle) comparativo (Livak y
Schmittgen, 2001), que permite comparar las
curvas de amplificacion de las citoquinas pro-
ducidas. Esta aproximacion sigue la siguien-
te formula: N= 2-24¢ donde N = Cantidad
relativa de ARN_ con respecto al calibrador
y AACt = Diferencia entre el control
endogeno y el ARN a analizar con respecto
al calibrador.

Analisis Estadistico
Los resultados se presentan en prome-

dios obtenidos para cada citocina. Asi mis-
mo, se incluyen representaciones graficas de

1753



D. Mejia et al.

Cuadro 1. Cebadores de citoquinas utilizados, temperatura de alineamiento (annealing),
tamafio y referencia utilizados en el estudio

Gen Secuencia 5’ — 3’ Ta bp Referencia

HK GAPDH F CGGATTTGGCCGTATTGG 60 63 Yamadaer
R AATATCCACTTTGCCAGACATGAA al., 2005

IL-12p40 F TCTGAGCCGGTCACAACTGC 60 295 Yamada et
R AGGCGCTGTCCTCCTGACAC al., 2005

TNF-a F ATCTACCTGGGAGGCGTCTT 60 183 Yamada et
R GAGTGGCACAAGGAACTGGT al., 2005

IFN-y F GACCTGAGCAAGACCCTGAG 60 170 Yamada et
R GCCATTTCGCCTGACATATT al., 2005

2 IL2 F CCACAGAATTGAAACATCTTCAGTG 60 234 Scarozza et
£ R CTTTGACAAAAGGTAATCCATCTGTTCAG al., 1998
3 IL-4 F TAT TGA TGG GTC TGG TGC CC 58 129  Eneste
g R TGG AGA GTG TGT TGA GGT GC estudio’
~ ILI0 F GGTTGCCAAGCCTTATCGGA 60 190  Eneste
R ACCTGCTCCACTGCCTTGCT estudio’
TGF-pl F CAT CGA TAT GGA GCT GGT GAA G 60 70 Alleny
R GCCGTAATTTGGACAGGATCTG Mzuor(r)a;y,
IL-17 F CTG ATG GCT ACA GTG AAG GC 62 103  Eneste
R GGT TGA GCT TGA CAT TCT GG estudio’

11L-4 Genbank NM 001257263; 2 1L10 Genbank NM 001260485; 3 IL-17 Genbank NM 001278768
HK: Housekeeping gene (normalizador); Ta: Temperatura de alineamiento; bp: tamafio en pares de

bases del fragmento

las curvas mostrando la dindmica citocinica
durante los 30 dias del estudio.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el analisis histopatologico se encon-
traron lesiones en los érganos evaluados en
todos los muestreos; lesiones que coinciden
con lo observado en otros estudios (Layme
etal.,2011) y que comprueban la infeccion
por salmonelosis. Estas lesiones no fueron
observadas en los cuyes del grupo Control.
Por otro lado, fue posible recuperar la cepa
inoculada en los tejidos analizados (higado,
vesicula biliar, contenido intestinal) en los in-
dividuos del grupo Tratamiento.
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Se evaluo la cinética de la expresion del
ARNm de las principales citocinas Th1, Th2
y Th17 mediante una técnica de PCR en tiem-
po real en cuyes inoculados con una cepa de
Salmonella Typhimurium. Luego se cuanti-
ficaron los niveles de GADPH, IL-2, 1L-4,
IL-10, IL-12,IL-17, TNF-a, IFN-y y TGF-f,
detectandose en todos los animales, pero con
una alta variabilidad entre estos.

Los resultados para GAPDH evidencia-
ron un aumento a partir del dia 3 p.i. en todos
los muestreos, porque es un gen de manteni-
miento y es utilizado como gen endogeno en
el PCR realizado. Esto demuestra que no
hubo efecto citotoxico sobre los leucocitos y
que su integridad y viabilidad son ttiles para
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Cuadro 2. Componentes para la PCR cuantitativa (QPCR)

Volumen inicial

Reactivos Concentracion inicial ~ Concentracion final (u])
Maxima SYBR Green 2X X 10
Forward primer 10 uM 0.375 uM 0.75
Reverse primer 10 uM 0.375 uM 0.75
Agua 6.5
Template DNA 2
Volumen final 20
Cuadro 3. Condiciones para la PCR cuantitativa (QPCR), segun el gen a evaluar
Temperatura (°C) Tiempo Repeticiones
Tupc 50 2 min 1
Tp 95 10 min 1
To 95 30s 40
Ta X 30s
Tk 72 30s
Curva de fusion (Melt) X-95 1

TUPG: Temperatura de incubacién con UDG; Toi: Temperatura de desnaturalizacidn inicial; To:
Temperatura de desnaturalizacion; Ta: Temperatura de anillado o hibridacidn; Te: Temperatura de

extensién; “X“: Ta de cada gen evaluado

el analisis de expresion de otros genes de las
citoquinas del estudio (Schmittgen y Livak,
2008).

LaIL-12 en el primer dia present6 una
expresion de 75.44 veces mas que el
calibrador y que fue aumentando hasta el dia
30 p.i. con un valor de 317.79 veces mas.
Los valores en el grupo control se mantuvie-
ron con expresiones minimas y fueron cons-
tantes durante el estudio (Figura 1A). IL-12
es producida principalmente por células pre-
sentadoras de antigeno, como los fagocitos y
las células dendriticas en respuesta a la
estimulacion microbiana (Trinchieri, 2003). La
IL-12 es considerada el factor clave para la
respuesta inmune celular o Thl (Germann et
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al., 1993). Los estudios en ratones con genes
inactivados y el fenotipo de pacientes raros
con mutaciones en el receptor para la IL-12
apoyan la conclusion de que la IL-12 es im-
portante para la produccion de IFN- por los
linfocitos NK y los linfocitos T, y para la re-
sistencia del huésped a las bacterias
intracelulares y algunos virus (Abbas et al.,
2012).

La IL-4 se expreso el primer dia 17.86
veces mas que el calibrador, para reducirse
hasta el dia 9 y posteriormente incrementar
hasta 99.26 veces hacia el dia 30 p.i. En el
grupo control, los niveles de expresion se
mantuvieron bajos, excepto el dia 9 (21 ve-
ces mas) (Figura 1B). El aumento de la ex-
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presion de IL-4 se asocia a una funcion de
activacion y multiplicacion de linfocitos B pro-
ductoras de inmunoglobulinas y de la dife-
renciacion a cé€lulas del perfil Th2 (células
TCDA4+) (Paul, 2010). Los ratones que al-
bergan mutaciones en el gen IL-4(-/-) se in-
fectaron con una variedad de S. Typhimurium
HWSH (tipo salvaje), en comparacion con
los ratones IL-4(+/+). Los ratones IL-4(-/-)
exhibieron un retraso en el tiempo de muerte
después de la infeccion con S. Typhimurium
HWSH (Everest et al., 1997). Grupos de ra-
tones IL-4(+/+) infectados con S.
Typhimurium HWSH purE (derivado menos
virulento) mostraron muertes esporadicas y
micro/macro abscesos alojados en sus teji-
dos, particularmente asociados con el higa-
do. Sin embargo, los ratones IL-4(-/-) infec-
tados con dosis similares de la bacteria S.
Typhimurium HWSH purE fueron resisten-
tes a la muerte y no pudieron desarrollar abs-
cesos detectables. La respuesta inmune tan-
to en ratones IL-4(-/-) como en IL-4(+/+) fue
del tipo Th1 (Everest et al., 1997).

La TNF-o muestra una expresion en el
primer dia de 40.2 veces mas en promedio
que el calibrador. Se observo una alta varia-
bilidad en la expresion de esta citocina entre
los animales del grupo Tratamiento (Figura
1C). TNF-a es una citocina proinflamatoria
que desempefia un papel importante en los
mecanismos de defensa del huésped contra
patdgenos intracelulares. Se han descrito va-
rios componentes bacterianos que pueden
afectar los niveles de expresion de TNF-a
(Vowels et al., 1995). Los principales com-
ponentes de Salmonella que pueden inducir
la produccién de TNF-a son el lipopolisa-
carido (LPS), flagelina y proteinas de mem-
brana externa (porinas) (Galdiero et al., 1993,
Ciacci-Woolwine et al., 1998). La expresion
de esta citocina en casos de infeccion por
Salmonella modula la expresion de ciertas
proteinas y factores de virulencia en esta
bacteria, resultando en una mayor capacidad
de invasion y mayor activacion de vias
proinflamatorias, demostrando un posible pa-
pel de interaccion de TNF-a del hospedero
con Salmonella (Ma et al., 2010).
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La expresion de IFN-y se mantuvo bajo
con relacidn a las otras citocinas, tanto en el
grupo Tratamiento como en el grupo Control,
alcanzando un pico de maxima expresion de
13.88 veces mas que el calibrador en el gru-
po Tratamiento en el dia 30 p.i. (Figura 1D).
Esa citocina, producida principalmente por
células T activadas y células NK (natural
killer), es importante en la inmunidad contra
patdgenos intracelulares, como Salmonella
enterica (Bao et al., 2000). En aves, S.
Pullorum es capaz de inducir bajos niveles de
IFN-A en el bazo y tonsilas cecales de aves
infectadas experimentalmente, sugiriendo un
direccionamiento hacia una respuesta de tipo
Th2, que promoveria la infeccion persistente
en estos animales (Tang ef al., 2018). La
persistencia de S. Typhimurium en cuyes
(animales portadores) podria ser debido a este
fenoémeno.

La citocina IL-2 muestra una expresion
relativa ascendente desde el dia 1 p.i. hasta
el dia 3 (29.9 veces mas que el calibrador),
manteniéndose hasta el dia 9 (34 veces mas),
disminuyendo hacia el dia 15 para alcanzar el
dia 30 una expresion de 20.71 veces mas,
mientras que la expresion de esta citocina en
el grupo Control se mantuvo en niveles muy
bajos (Figura 1E). El incremento de esta
citocina es suficiente para la maduracion de
linfocitos y su migracion hacia el sitio de la
inflamacion, ya que se considera que es uno
de los factores de crecimiento mas impor-
tante de linfocitos T cuando son activados o
estimulados por un antigeno, expandiendo su
numero significativamente (Malek et al.,
2002). Ratones deficientes en IL-2 suelen
tener una mortalidad del 50% entre la cuarta
y sexta semana de edad a causa de anemia
hemolitica autoinmune, mientras que los que
sobreviven desarrollan enfermedad
inflamatoria intestinal histologicamente simi-
lar a las lesiones observadas en colitis
ulcerativa en humanos (Meijssen et al., 1998).

La citocina TGF-P3 mostr6 una baja ex-
presion en comparacion a las demas citocinas,
alcanzando su maxima expresion el dia 15
(11.02 veces mas respecto al calibrador), pero
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con una gran variacidn en su expresion entre
los individuos analizados. La expresion de esta
citocina se mantuvo en niveles bajos en el
grupo control (Figura 1F). La TGF-f es pro-
ducida por varios tipos de células, incluyendo
linfocitos B y T y macrofagos activados, sien-
do una citoquina multifuncional capaz de una
variedad de efectos inmunologicos (Kehrl ef
al., 1986). Es importante en la progresion de
las infecciones bacterianas y parasitarias,
dado que se asocia con la inmunorregulacion
y el control de las actividades macrofagas.
Diversos estudios in vitro sugieren que TGF-
B tiene potentes efectos sobre la integridad
de la mucosa gastrointestinal y la reparacion
de tejidos (Beck et al., 2003). Galdiero et al.
(1999) encontraron que la administracion in
vivo de TGF-B en ratones infectados experi-
mentalmente con S. Typhimurium indujo un
aumento en la liberacion de IFN-y, demos-
trando que la expresion de TGF-f resulta
crucial para la defensa en una infeccion por
Salmonella en ratones.

La IL-10 mostré una expresion ascen-
dente a lo largo del estudio, siendo alcanzado
sumaximo pico de expresion el dia 30 (21.78
veces). El grupo Control, como en los otros
casos, mantuvo una expresion baja (Figura
1G). Salazar et al. (2017) encontraron en
ratones que no expresan esta interleucina
(-IL-10) resistencia a la infeccioén por S.
Typhimurium en comparacion con individuos
wild type (+1L-10), demostrando que se re-
quiere la expresion de IL-10 para que S.
Typhimurium produzca una infeccion
sistémica. Concentraciones bajas de esta
citocina como las que se observaron en este
estudio favorecerian una respuesta de tipo
celular, el cual es apropiado para combatir
una infeccion por bacterias intracelulares,
como S. Typhimurium y el direccionamiento
a una respuesta de tipo humoral favoreceria
una infeccion sistémica por organismos
intracelulares (Paradise et al., 20006).

La expresion de la IL-17 fue baja des-

de el principio en los animales del grupo Tra-
tamiento, llegando a un pico de expresion de
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38.77 veces mas el dia 30 p.i. mientras que
en el grupo Control se expresé débilmente
los dias 9 y 30 (Figura 1H). Se ha demostra-
do que el IFN-y y la IL-17 aumentan durante
el periodo inicial de la enfermedad ocasiona-
dapor S. Typhimurium (Godinez et al., 2008).
La respuesta inmune Thl es conocida por
ser esencial para el control de la infeccidon
por Salmonella en ratones y humanos. Rhee
et al. (2005) demostraron que los ratones con
deficiencia de IFN-y son susceptibles a la in-
feccion por S. Typhimurium. Los macrofagos
y las células dendriticas infectadas con S.
Typhimurium son una fuente de citocinas, in-
cluidaIL-12, que estimula las células T en la
mucosa intestinal para producir IFN-y, IL-
17A e IL-22 (Godinez et al., 2009).

La interleucina 17 es una citocina
proinflamatoria que se produce por las célu-
las T CD4+. Induce la diferenciacion y la
quimiotaxis de neutrofilos y contribuye a la
eliminacion de patdgenos o induce enferme-
dades inflamatorias autoinmunes (Infante-
Duarte et al., 2000). IL-17 induce no solo la
migracion de neutréfilos sino también la ex-
presion de diversas moléculas antimicrobianas
(Mayuzumi et al., 2010), incluyendo f-
defensinas (BD), proteina S100A8/9, un
quelante que elimina iones esenciales para la
actividad bacteriana, y lipocalina-2, un
inhibidor de la adquisicion de hierro bacteriano
(Liang et al.,2006; Godinez et al., 2008). En
este estudio, se demuestra que IL-17 es pro-
ducido pos-inoculacion en cuyes. IL-17 ejer-
ce multiples funciones, tanto en la inmunidad
adquirida como en la innata, produciendo
citoquinas proinflamatorias que inducen la
diferenciacion y la migracion de neutrofilos
(Matsuzaki y Umemura, 2007; Ouyang et al.,
2008).

En resumen, los cuyes inoculados con
la cepa virulenta de S. Typhimurium mostra-
ron una expresion mayoritaria de la interleu-
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Figura 1. Niveles de expresion relativa para las citocinas IL-12, IL-4, TNF-a, [FN-y, IL-2, TGF-
B, 1L-10 e IL-17 durante los 30 dias pos-inoculacion con 10> UFC/ml de S. Typhimurium
(grupo Tratado) y con una cepa tratada térmicamente (grupo Control). Los valores
muestran los niveles de expresion relativa del grupo Tratado

cina 12 (IL-12), lo que estimularia una res-
puesta inmune de tipo Thl, siendo este tipo
de respuesta la adecuada en casos de infec-
ciones por organismos intracelulares como S.
Typhimurium, quedando claro que la deriva-
cion de otro tipo de respuesta inmune como
la humoral no es adecuada y puede conllevar
a la exacerbacion de la infeccion.
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CONCLUSIONES

En ensayos in vivo, la administracion de
10> UFC/ml de SalmonellaTyphimu-
rium, via intraperitoneal, en cuyes
incremento la expresion de IL-2, IL-4,
IL-10, IL-12, IL-17, TNF-a, IFN-y y
TGF-B en distintos grados.
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e Lacitocina IL-12 presentd la mayor ex-
presion en comparacion con las demas
citocinas.
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