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El síndrome urémico hemolítico típico o post entérico (SUH) es una enfermedad 

que se caracteriza por la triada anemia hemolítica no inmune, trombocitopenia y 

falla renal aguda. En el 95% de los casos, el SUH está asociado a infecciones con 

Escherichia coli productor de toxina Shiga (Stx) (STEC), dentro del cual el 70% de 

los aislamientos clínicos se corresponde al serotipo O157:H7. En nuestro país, 

este síndrome presenta un comportamiento endemo-epidémico 

diagnosticándose de 200 a 400 nuevos casos anuales, presentando la mayor 

incidencia a nivel mundial, incluso significativamente mayor que en el resto de los 

países de América Latina. Durante la última década, la tasa de incidencia anual 

fue de 6-10/100.000 niños menos de 5 años; grupo etario al que afecta 

principalmente. Estos índices representan el 10-15% de pacientes infectados, ya 

que el 85-90% resolverá la infección espontáneamente. Actualmente, no existe 

vacuna para humanos ni tratamientos específicos aprobados para esta 

enfermedad, y la mayoría de las estrategias en desarrollo buscan inhibir o 

neutralizar a la toxina. 

Por todo lo detallado anteriormente, nos propusimos investigar qué 

mecanismos están involucrados en la resolución de la infección, y utilizar este 

conocimiento para desarrollar algún método preventivo que contribuya a 

controlar la infección gastrointestinal y pudiera ser útil en las personas 

susceptibles a desarrollar la enfermedad sistémica. 

Para ello, infectamos ratones BALB/c y C57BL/6 a la edad del destete con una 

cepa STEC y observamos diariamente su estado de morbi-mortalidad. Además, 

comparamos la respuesta de ambas cepas frente a la intoxicación con Stx y 

realizamos ensayos de colonización y excreción bacteriana, estudios histológicos 

de intestino y riñón, análisis funcionales de la permeabilidad intestinal, así como 

también estudios para evaluar la participación de la microbiota intestinal en las 

infecciones. Por último, caracterizamos la respuesta inmune humoral 

antiinfecciosa, la función efectora de los anticuerpos específicos encontrados y 

su relevancia en la prevención de la enfermedad sistémica. 
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Encontramos que, frente a la misma dosis infectiva, los ratones BALB/c 

presentan una mayor sobrevida en comparación a los ratones C57BL/6 

infectados, los cuales mueren con daño renal. Observamos que los ratones de 

ambas cepas son igualmente sensibles a la intoxicación con Stx y presentan una 

carga bacteriana similar. A pesar de esto, encontramos que los ratones C57BL/6 

infectados presentan una mayor permeabilidad intestinal y mayor daño 

histológico, tanto en intestino como en riñón, en comparación con los ratones 

BALB/c infectados. El principal hallazgo diferencial encontrado entre estas cepas 

murinas es que los ratones BALB/c desarrollan rápidamente anticuerpos 

específicos anti-Stx y anti-bacteria con capacidad opsonizante y/o neutralizante, 

ausentes en los ratones C57BL/6. A su vez, al depletar de linfocitos B a los ratones 

BALB/c observamos, como es esperado, ausencia de anticuerpos específicos y un 

significativo incremento en la mortalidad frente a la infección.  

Estos hallazgos nos permitieron concluir que la rápida producción de 

anticuerpos anti-bacteria y anti-toxina es central para la definición de las 

infecciones con STEC y que, si bien no se obtuvieron resultados concluyentes, la 

microbiota intestinal podría participar en la protección al competir con el 

patógeno por un mismo nicho ecológico y/o al estimular al sistema inmune de 

mucosas. 

Al determinar que los anticuerpos específicos tienen un papel fundamental en la 

resolución de las infecciones, nos propusimos generar una respuesta inmune 

humoral en mucosa intestinal capaz de neutralizar los factores patogénicos 

involucrados en la colonización bacteriana. 

Seleccionamos a la flagelina H7, una proteína relevante en la patogénesis 

bacteriana y con alta inmunogenicidad, para realizar planes de inmunización y 

caracterizar la respuesta inmune humoral y celular específica, así como también 

la protección de ratones adultos frente a la infección en un modelo de SUH 

utilizando antibiótico. 

Observamos que los ratones inmunizados con flagelina H7 presentan altos 

títulos de anticuerpos específicos en plasma y en materia fecal. Además, 
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desarrollan una respuesta celular T específica con un perfil mixto Th1/Th2/Th17. 

Encontramos que, frente al desafío infeccioso, todos los ratones inmunizados con 

flagelina H7 sobreviven hasta la finalización de los experimentos en comparación 

a los ratones controles, que mueren con daño renal. 

Estos mecanismos inmunológicos, fundamentalmente la producción de 

anticuerpos específicos anti-flagelina H7, participan en la protección de los 

ratones inmunizados frente a la infección con una dosis letal de STEC.  

Todos los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis nos permiten 

concluir que la respuesta inmune humoral específica anti-bacteria en la mucosa 

intestinal es relevante en el control y la resolución de la infección, así como 

también en la prevención del desarrollo del SUH. 
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Hipótesis de trabajo: La respuesta inmune humoral local y sistémica 

desencadenada durante las infecciones con cepas STEC O157:H7 determina su 

resolución en el tracto gastrointestinal o, por el contrario, la evolución hacia 

complicaciones sistémicas.  

Objetivo general: Comprender qué mecanismos se montan en un 

hospedador con capacidad para limitar y/o contener la patogenicidad de las 

cepas STEC O157:H7. Utilizar este conocimiento para la selección de un 

candidato vacunal que contribuya a reducir la alta incidencia del SUH en nuestro 

país. 

Frente a este objetivo general, nos planteamos los siguientes objetivos 

específicos. 

1. Evaluar el impacto de los factores genéticos y epigenéticos frente a la 

infección con cepas STEC O157:H7 en un modelo murino de SUH. Para ello 

nos propusimos: 

1.1. Estudiar la evolución de la infección con cepas STEC O157:H7 en dos 

cepas murinas genéticamente distintas (ratones BALB y C57). 

1.2. Caracterizar la respuesta inmune humoral específica desencadenada, así 

como también la función efectora de los anticuerpos y su relevancia en la 

protección frente a la infección. 

1.3. Evaluar la influencia de la microbiota intestinal en las infecciones por 

STEC O157:H7. 

 

2. Evaluar si el desarrollo de una respuesta inmune humoral en mucosa que 

limite el daño local durante la infección con cepas STEC O157:H7 es suficiente 

para evitar la progresión a SUH. 

2.1. Seleccionar un factor de virulencia involucrado en la colonización 

intestinal y con capacidad inmunogénica. 

2.2. Caracterizar la respuesta inmune humoral y celular específica. 

2.3. Evaluar la protección de los ratones inmunizados frente al desafío con una 

dosis letal de STEC O157:H7. 



30 
 

 

 

 

Introducción 
 
 
 
 
 



31 
 

 
 
 
 
 
 

 



32 
 

1. PRINCIPALES CARACTERÍSTICAS DEL SÍNDROME URÉMICO 
HEMOLÍTICO. 

El síndrome urémico hemolítico (SUH) está caracterizado por la tríada anemia 

hemolítica no autoinmune, trombocitopenia y falla renal aguda. Se distinguen dos 

formas de presentación del SUH que difieren en su etiología: el SUH asociado a 

infecciones por cepas de Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) en el 

que los pacientes usualmente presentan pródromo gastrointestinal, o el SUH 

mediado por una disfunción en la regulación de la vía alterna del complemento 

que da como resultado su activación desinhibida, conocido como SUH atípico 

(aSUH) [Jokiranta. 2017]. La presentación clínica y la patología renal son similares, 

independientemente de la causa primaria. 

El aSUH es una enfermedad genética y poco frecuente que puede presentarse 

durante la niñez o la adultez, y los episodios pueden ser disparados por 

infecciones febriles del tracto respiratorio o gastrointestinal, trasplantes o el 

embarazo [Fakhouri y col., 2010; Kavanagh y col., 2013]. El aSUH está asociado a 

mutaciones, reordenamiento genético o deleción en un gen que codifica para 

componentes del complemento o a autoanticuerpos contra factores reguladores 

o proteínas del complemento. Las mutaciones pueden involucrar pérdida de 

función en reguladores como el factor H, el factor I, la proteína cofactor de 

membrana o trombomodulina; o una ganancia de función en C3 o el factor B 

[Karpman y col., 2017]. La enfermedad asociada a mutaciones del complemento 

o autoanticuerpos contra el factor H se encuentra en el 70% de los pacientes 

[Loirat y col., 2016]. En el aSUH la activación descontrolada y deposición del 

complemento sobre el endotelio del hospedador genera daño endotelial que 

expone en superficie al factor tisular, con el cual interactúan las plaquetas 

activadas agregándose y, finalmente, dando lugar a la formación de coágulos con 

la consecuente fragmentación de los glóbulos rojos [Jokiranta. 2017]. Sin 

embargo, han sido descriptos casos de aSUH con función normal del sistema 

complemento. En esos pacientes se han detectado defectos en la proteasa 

ADAMTS 13, cuya función consiste en inactivar multímeros del factor de von 

Willebrand, favoreciendo su persistencia en circulación y estimulando la 
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agregación plaquetaria y la lesión endotelial [Manea y Karpman. 2009; Karpman y 

col., 2017]. 

Otras formas de presentación del SUH están asociadas a: otras bacterias 

productoras de Stx (como Shigella dysenteriae y S. sonnei] y bacterias 

productoras de neuraminidasa (como Streptococcus pneumoniae), responsables 

de casos raros de SUH [Adams y col., 2017; Borkowska y col., 2020; Datta y col., 

2021]. 

La causa más común de SUH es la que se da secundaria a infecciones con 

STEC. En nuestro país, este síndrome presenta un comportamiento endemo-

epidémico diagnosticándose de 200 a 400 nuevos casos anuales, presentando la 

mayor incidencia a nivel mundial, incluso significativamente mayor que en el resto 

de los países de América Latina. Durante la última década, la tasa de incidencia 

anual fue de 6-10/100.000 niños menos de 5 años; grupo etario al que afecta 

principalmente  [Boletín Epidemiológico Nacional N° 663. 2023]. Como 

consecuencia de esta alta tasa de incidencia, el SUH es la primer causa de falla 

renal en la niñez y la segunda causa de trasplante renal en la adolescencia en 

Argentina [Pianciola y Rivas. 2018; Carbonari y col., 2022].  

Las vías de transmisión incluyen el consumo de alimentos contaminados con 

cepas STEC presentes en la carne insuficientemente cocida, vegetales, jugos 

naturales o leche (incluyéndose derivados lácteos) sin pasteurizar, 

contaminación cruzada de productos alimenticios o de utensilios, consumo de 

agua contaminada, transmisión persona a persona o el contacto con animales 

portadores de STEC [Terijama y col., 2017; Torres y col., 2018]. Se requiere de una 

dosis infectiva baja, de 10-100 unidades formadoras de colonias (UFC), y el SUH 

asociado a cepas STEC no suele recurrir [Karpman y col., 2017; Idland y col., 

2022] 
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Imagen 1. Representación de las vías de transmisión de cepas STEC (Scalise, 

2021). 

La proporción de pacientes expuestos a STEC que desarrollarán diarrea varía 

considerablemente en función de factores inmunológicos, características 

particulares de las cepas, así como también características del individuo y 

factores ambientales y de comportamiento [Dundas y col., 2001; Gould y col., 

2013]. Una media de 4 días luego de la ingestión del inóculo, los pacientes 

usualmente presentan diarrea, náuseas y dolor abdominal [Terijama y col., 2017]; 

los vómitos y la fiebre son menos frecuentes. La diarrea sanguinolenta sólo ocurre 

en un segundo estadio entre 1 a 5 días luego del comienzo de los síntomas [Tarr. 

2009]. Las complicación más severa es la colitis hemorrágica, la cual puede 

incluso requerir escisión del intestino o generar prolapso rectal [De Buys 

Roessingh y col., 2007; Rahman y col., 2012]. La infección se limita al colon y no 

es propensa a bacteriemia [Karpman y col., 2017]. Por otro lado, la proporción de 

pacientes infectados con cepas STEC que evolucionaran a la enfermedad 

sistémica, el SUH, es aproximadamente el 10-15%; mientras que un 85-90% de 

los pacientes infectados resolverá espontáneamente la infección o no presentará 

sintomatología alguna [Gould y col., 2013; Khalid y Andreoli. 2018]. Los pacientes 

con SUH presentan típicamente signos de falla renal, como edema, oliguria y/o 

presión arterial alta, proteinuria, hematuria y leucocituria, como también niveles 

séricos elevados de creatinina y urea [Corrigan y Boineau. 2001; Ahmed Ali y col., 

2017]. También, se pueden observar signos como hematomas, petequias, 

estupor, falta de aire y fatiga. Además, pueden presentar manifestaciones 
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extrarrenales como alteraciones cardíacas, neurológicas, respiratorias, 

pancreáticas y hepáticas [Karpman y col., 2017]. 

 

 

 

 

 

 

Imagen 2. Esquema donde se representa la fisiopatología de la infección por E. 

coli enterohemorrágico (Pineda, 2022). 

Las alteraciones histológicas observadas en el colon consisten en erosiones y 

ulceraciones del epitelio que llevan a perforación transmural en casos severos, 

edema, hiperemia, infiltrado inflamatorio y hemorragia, exudados de fibrina, 

trombosis vascular, necrosis mural o de mucosa y formación de 

pseudomembrana [Karpman y col., 2017]. 

El riñón es el principal órgano blanco y los pacientes con SUH asociado a STEC 

suelen presentar en la etapa aguda patología renal debida a la coagulación 

intravascular y al daño tubular directo, mientras que las lesiones tardías o 

crónicas están relacionadas con la isquemia producida por la trombosis vascular. 

En biopsias de pacientes con SUH se observa retracción del glomérulo, 

desprendimiento del endotelio capilar glomerular de la membrana basal y, 

ocasionalmente, necrosis e hipercelularidad y proliferación mesangial. Las 

arterias y arteriolas presentan disminución del lumen debido a la expansión del 

subendotelio, proliferación e hinchazón de la íntima como consecuencia de la 

acumulación de glóbulos rojos y fibrina, y necrosis y trombosis de la pared. 

Frecuentemente se observa daño con atrofia y necrosis en los túbulos proximales 

corticales, así como también una marcada fibrosis intersticial [Remuzzi y 

Ruggenenti. 1995; Porubsky y col., 2014]. 
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Algunos pacientes con SUH asociado a STEC desarrollan síntomas neurológicos 

después de una media de 4 días luego del desarrollo de la enfermedad sistémica, 

y todas las estructuras del sistema nervioso central pueden ser afectadas. Las 

principales manifestaciones son coma y convulsiones, aunque también pueden 

ocurrir síndromes piramidales o extrapiramidales, así como defectos focales 

[Nathanson y col., 2010]. Las manifestaciones neurológicas, la leucocitosis y la 

trombocitopenia son factores relacionados con mal pronóstico [Karpman y col., 

2017; Costigan y col., 2022]. 

2. EL AGENTE ETIOLÓGICO Y SUS FACTORES DE VIRULENCIA. 

Las cepas de Escherichia coli que son capaces de causar enfermedad en 

individuos sanos, principalmente diarrea, pueden ser clasificadas en 6 grupos: E. 

coli enteropatógena, E. coli enterotoxigénica, E. coli enteroagregativa, E. coli 

enteroinvasiva, E. coli de adherencia difusa y E. coli enterohemorrágica (EHEC). 

Estas se diferencian en base a sus características patogénicas que reflejan su 

perfil de virulencia [Croxen y col., 2013; Gomes y col., 2016]. Se hace referencia al 

término STEC para denotar a aquellas cepas de E. coli diarreogénicas que tienen 

en común la presencia de un bacteriófago λ temperado inserto en su cromosoma, 

el cual posee los genes que codifican para la producción de la Stx [Croxen y 

Finlay. 2010]. Las cepas de STEC constituyen un grupo pleiotrópico de 

aislamientos que incluye varios serogrupos y serotipos. Dentro de los cuales 

algunos poseen los factores de patogenicidad característicos de las cepas EHEC, 

como el caso de las cepas STEC O157:H7, que se destaca particularmente por ser 

el serotipo más frecuentemente asociado a enfermedad en humanos, desde 

diarrea y colitis hemorrágica hasta SUH [Guth y col., 2010]. La “O” se refiere al 

antígeno somático (parte inmunodominante de las moléculas de 

lipopolisacáridos), mientras que la “H” al antígeno flagelar. También, otros 

serotipos de STEC no-O157 están implicados en el SUH, principalmente en 

nuestro país los serotipos O145, O121, O26 y O174 [Rivas y col., 2016]. 

Los aislamientos clínicos de STEC O157:H7 se caracterizan por la presencia de 

un conjunto específico de genes, dentro de los cuales se destacan aquellos que 

codifican a la Stx, a la intimina, a la hemolisina A, al antígeno O157 y a la flagelina 
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H7 (H7) [Mellman y col., 2008; Pianciola y Rivas. 2018]. Las cepas que producen 

Stx2 son más virulentas que las que producen Stx1 e incluso Stx1 y Stx2, y están 

relacionadas con mayor frecuencia a SUH, principalmente aquellas que albergan 

al gen stx2a [Reiland y col., 2014]. En nuestro país, STEC O157:H7 es el agente 

etiológico responsable de más del 70% de los casos de SUH, y se observa una 

circulación casi exclusiva de este serotipo perteneciente al clado 8 hipervirulento, 

con un predominio del linaje I/II tanto en cepas humanas como bovinas y de los 

genotipos stx2a/stx2c [Pianciola y Rivas. 2018]. Por lo expuesto anteriormente, las 

características genotípicas de las cepas que circulan en Argentina contribuyen a 

la alta incidencia del SUH en el país. 

2.1. Toxina Shiga y su mecanismo de acción.  

La Stx es un tipo de toxina AB5 que consta de una subunidad A monomérica (32 

kDa) enzimáticamente activa unida no covalentemente con una subunidad B 

pentamérica (7,7 kDa cada una), responsable de la unión al glucoesfingolípido 

globotriaosilceramida (Gb3, también conocido como CD77 o antígeno Pk en 

eritrocitos), un receptor específico en la superficie celular [Johannes y Römer. 

2010].  

 

 

 

 

 

 

 

 

Imagen 3. Estructura de la Stx. i. Esquema representativo de Stx, formado por la 

subunidad A (StxA), la cual se cliva en los fragmentos A1 y A2 y las cinco 

subunidades B que constituyen el homopentámero de unión al receptor (StxB). ii. 

Diagrama de cintas de Stx. Se puede observar como el fragmento A2 se inserta en 
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el poro central del pentámero de StxB. En verde se observa StxA y en rojo el 

pentámero StxB (Mejías, 2013). 

 

La expresión de Gb3 en humanos está restringida a podocitos, células 

endoteliales (mayormente las situadas en la microvasculatura glomerular), 

plaquetas, centros germinales de linfocitos B, eritrocitos y neuronas 

[Kavaliauskiene y col., 2017]. En las células Gb3 positivas, el complejo Stx-Gb3 

induce la invaginación de la membrana plasmática mediante endocitosis. Es 

importante destacar que este proceso inicial de invaginación está en manos de la 

estrecha conexión del Gb3 a balsas lipídicas, las cuales contienen caveolina 

donde su polimerización proporciona la plataforma sobre la que se forman los 

endosomas tempranos. A continuación, el complejo Stx-Gb3 se dirige desde los 

endosomas tempranos hacia el retículo endoplasmático a través de transporte 

retrógrado, lo que posibilita su escape de la degradación lisosomal, y durante el 

transporte la subunidad catalítica A es clivada en dos fragmentos por la proteasa 

furina: A1 (27,5 kDa) y A2 (4,5 kDa). En el retículo endoplasmático, el puente 

disulfuro que une a ambos fragmentos es reducido y el fragmento A1 se transloca 

hacia el citoplasma, por transporte anterógrado, donde ejerce sus efectos 

citotóxicos mediante la eliminación de una base de adenina en la posición 4324 

del ARN ribosómico 28S, subunidad componente de los ribosomas eucariotas, 

inhibiendo así la síntesis de proteínas. Sin embargo, la síntesis de proteínas no es 

la única responsable de la muerte celular; la translocación del fragmento A1 al 

citoplasma da como resultado la inducción de apoptosis no sólo debido al estrés 

ribotóxico, sino también por la liberación de citoquinas y quimioquinas [Römer y 

col., 2007; Müthing y col., 2009; Kavaliauskiene y col., 2017]. 

La Stx existe como dos variantes inmunológicamente distintas, Stx1 y Stx2, que 

comparten la misma estructura y función, pero no están neutralizadas de forma 

cruzada con anticuerpos heterólogos debido a que comparten solamente un 50% 

de homología y hasta el presente se describieron 6 subtipos para Stx1 y 16 

subtipos para Stx2. Entre las producidas por los aislamientos de STEC en 
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humanos, los subtipos Stx2a y Stx2c muestran la mayor asociación con 

enfermedad severa y SUH [Rivas y col., 2006; Scheutz y col., 2012]. Tanto la Stx1 

como la Stx2 están codificadas en el genoma del profago λ temperado. El daño al 

ADN y señales de estrés activan a la respuesta SOS bacteriana, la cual conduce a 

la transcripción secuencial de genes tempranos y tardíos del fago. Los genes 

tempranos son responsables de la replicación del genoma del fago, aumentando 

así el número de copias del gen stx2 dentro de la bacteria, y los genes tardíos 

conducen a la producción de Stx2, la lisis bacteriana y a la liberación de toxinas 

[Wagner y Waldor. 2002].   

Con relación a la actividad in vivo de las distintas variantes de la Stx, se ha 

demostrado en estudios en ratones que la dosis letal 50 de la Stx2 es de 100-400 

veces mayor que para la Stx1. La Stx2 es más estable que la Stx1, aunque la Stx1 

posee mayor afinidad por el Gb3 que la Stx2. Sin embargo, la capacidad de inhibir 

la síntesis de proteínas de ambas toxinas es equivalente [Melton-Celsa. 2014]. 

2.2. Lipopolisacárido (LPS) O157. 

La característica de la envoltura celular de las bacterias Gram negativas es la 

presencia de dos membranas celulares donde el LPS se encuentra 

exclusivamente en la superficie de la membrana externa. Las células inmunes del 

hospedador reconocen al LPS de las bacterias como un antígeno exógeno y 

montan mecanismos de defensas que contribuyen a eliminarlas [Simpson y Trent. 

2019].  

Trazas de LPS absorbido en el tracto gastrointestinal inflamado o la 

estimulación de la mucosa por el LPS podrían ser suficientes para inducir una 

respuesta inmune sistémica, particularmente inflamatoria y protrombótica en 

pacientes con SUH. Estudios in vivo llevados a cabo en modelos murinos (o 

animales) demostraron que la toxicidad de la Stx es incrementada por el LPS, y las 

lesiones microangiopáticas trombóticas renales, similares a las observadas en 

pacientes con SUH, son reproducidas por inyección endovenosa (e.v.) de Stx junto 

con LPS [Palermo y col., 2000; Keepers y col., 2006; Sauter y col., 2008]. Muchas 

sustancias, incluyendo prostaglandinas, citoquinas, factores procoagulantes y 

vasoactivos, son estimulados por el LPS [Shultz y Raij. 1992]. Entre ellos, el factor 
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de necrosis tumoral α (TNF-α), interleuquina (IL) 1 e IL-6 aumentan 

considerablemente la expresión de receptores para la Stx y sensibilizan a las 

células endoteliales de la microvasculatura (glomerular y otras) a la injuria 

inducida por la Stx [Tesh y col., 1994; van Setten y col., 1997]. De manera 

recíproca, se sugirió que la Stx incrementaría los efectos procoagulantes del LPS 

[Louise y Obrig. 1992]. 

 

2.3. Flagelo H7. 

El flagelo, y todas las proteínas que lo componen, son secretados y 

ensamblados por un sistema de secreción tipo III (T3SS); particularmente el T3bSS 

[Altegoer y Bange. 2015; Diepold y Armitage. 2015]. Estructuralmente es un 

filamento largo que se proyecta hacia el exterior de la superficie bacteriana y en E. 

coli, los flagelos son perítricos, es decir, poseen más de uno y se distribuyen por 

toda la superficie celular [DiLuzio y col., 2005]. El filamento externo se compone 

de una proteína llamada flagelina y está anclado a una proteína llamada “proteína 

de codo” o “gancho”, que está próxima a la superficie celular y su función es 

articular la unión entre el filamento y el cuerpo basal; además, el filamento 

externo es el encargado de transmitir el movimiento. El cuerpo basal está dentro 

de la pared celular y anclado a la membrana plasmática; consta de un conjunto 

de proteínas necesarias para el movimiento [Herlihey y Clarke. 2017]. 

Como se mencionó anteriormente, la flagelina es el monómero estructural del 

flagelo bacteriano y tiene la particularidad de desencadenar una respuesta 

inflamatoria en el hospedador a través de distintos receptores de la respuesta 

innata, particularmente el receptor tipo Toll (TLR) 5. Estructuralmente, la flagelina 

se caracteriza por presentar 4 dominios globulares denominados D0, D1, D2 y D3 

[Lu y Swartz. 2016]. Las regiones N y C-terminal de los dominios D0 y D1 están 

altamente conservados entre distintas especies bacterianas [Beatson y col., 

2006] y resultan fundamentales para el ensamblaje del flagelo [Murthy y col., 

2004], mientras que los dominios D2 y D3 constituyen una región hipervariable 

entre cepas y especies en tamaño y secuencia que resulta altamente 
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inmunogénica [Steimle y col., 2019]. La zona de interacción con el receptor TLR5 

se ubica en el dominio D1 [Lu y Swartz. 2016]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Imagen 4. Estructura y organización del flagelo y la flagelina. Se representan a los 

flagelos como las estructuras que sobresalen de las bacterias: en color verde 

oscuro se observa a las proteínas codo o gancho y en amarillo a los filamentos 

externos. Se representan vistas esquemáticas transversales y longitudinales del 

flagelo y un diagrama de cinta de la flagelina. Los dominios globulares de flagelina 

están esquematizados de la siguiente manera: las cadenas de α-hélice terminales 

(D0, púrpura), las cadenas de α-hélice centrales (D1, azul) y la región hipervariable 

con hojas β plegadas (D2 y D3, amarillas). Tomado de la revisión de Ramos y 

colaboradores, 2004.  

Por un lado, la flagelina es capaz de promover respuestas proinflamatorias a 

través del TLR5, que se ubica en la membrana plasmática de determinadas 

células del sistema inmune; y, por otro lado, la presencia de flagelina en el citosol 

de células mieloides desencadena la activación del inflamasoma [Lightfield y col., 

2008; Vijay-Kumar y col., 2010]. Esta respuesta se caracteriza por la secreción de 

diversas citoquinas y quimioquinas mediadas por el factor de transcripción NF-kB 

y la proteína adaptadora MyD88. Dada su capacidad de estimular al sistema 

inmune y de inducir una robusta respuesta humoral, se ha propuesto a la flagelina 

como adyuvante de mucosas [Asadi Karam y col., 2016]. Una propiedad de la 

flagelina que resulta de interés es que activa la maduración de células dendríticas 
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(DC) presentes en distintas mucosas [Rumbo y col., 2006] y promueve la 

regulación positiva de moléculas coestimuladoras en su superficie, como el 

clúster de diferenciación (CD) 80 y 86 [Fougeron y col., 2015]. 

Estudios in vitro demostraron la relevancia que poseen los flagelos en la 

adherencia a líneas celulares epiteliales intestinales, así como también en la 

motilidad de E. coli [Haiko y Westerlund-Wikström. 2013; Nakamura y Minamino. 

2019]. A su vez, demostraron ser relevantes en la colonización en un modelo de 

infección en pollitos y en un esquema de inmunización de vacas con H7 [Best y 

col., 2005; McNeilly y col., 2008]. Además, se ha demostrado que los genes que 

codifican para el flagelo de STEC O157:H7 no se expresan luego del contacto con 

el epitelio intestinal, sugiriendo que los flagelos presentan un rol importante en 

las primeras etapas del establecimiento de la colonización y una vez concretado 

dicho contacto, aumenta la expresión de los genes involucrados en la 

transcripción de los componentes del T3SS para establecer una unión a largo 

plazo a través de la interacción intimina-receptor de intimina (Tir) [Mahajan y col., 

2009]. También, se ha demostrado que los flagelos interactúan directamente con 

la mucina, proteína que constituye la capa de mucus que recubre y protege todo 

el tracto gastrointestinal, y que induce ex vivo e in vitro sobre células T84 

polarizadas la liberación de IL-8 y β-defensina 2 durante la infección con STEC 

O157:H7 [Erdem y col., 2007; Lewis y col., 2016]. Con relación a lo anterior, 

también se vio que la exposición de células epiteliales intestinales humanas a la 

H7 resulta en un aumento de la producción del ligando de quimioquina C-C (CCL) 

20, con un marcado influjo de polimorfonucleares (PMN) y DC a la región 

subepitelial de la mucosa [Miyamoto y col., 2006; Farfan y col., 2013].  

 

2.4. Plásmido pO157. 

Este plásmido está presente en todas las cepas de STEC O157:H7, tiene un 

peso molecular de 92 kb y porta diversos genes que codifican para distintos 

factores de virulencia, dentro de los cuales se destacan: espP (codifica para una 

proteasa de serina que está involucrada en la colonización intestinal de terneros y 

en la adherencia a células epiteliales humanas in vitro), katP (catalasa-peroxidasa 
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que podría facilitar la colonización del intestino del hospedador reduciendo el 

estrés oxidativo), hlyA (hemolisina que forma poros en la membrana plasmática 

de las células eucariotas, como en los eritrocitos, contribuyendo a la lisis de 

éstos), etpC (sistema de secreción tipo II, el cual está involucrado en el 

ensamblaje del pili tipo 4 que está involucrado en la adherencia al epitelio 

intestinal y en la formación de biopelículas), toxB (modula la secreción de 

proteínas que son requeridas para la adhesión intestinal), stcE (metaloproteasa 

involucrada en la inhibición de la esterasa C1 del sistema del complemento, así 

como también en la reducción de la capa de mucus), lifA/efa (factor inhibidor de 

la activación de linfocitos) y Saa y Sfp (fimbrias involucradas en la etapa inicial de 

adherencia a los enterocitos) [Yoon y Hovde. 2008; McWilliams y Torres. 2014].  

 

2.5. Isla de Patogenicidad cromosómica: locus para la destrucción del 
enterocito (LEE).  

El LEE codifica reguladores de la transcripción, los genes necesarios para la 

traducción de la adhesina intimina, los genes para el ensamblaje del T3SS 

responsable de la translocación de translocadores, chaperonas y proteínas 

efectoras incluyendo al Tir [Etcheverría y Padola. 2013].  

Estas proteínas actúan en forma sincronizada y secuencial, generando 

finalmente la formación de las lesiones características del proceso de pegado y 

borrado (A/E) con la unión íntima de la bacteria al enterocito, la desorganización 

de las microvellosidades y la formación de estructuras similares a un pedestal 

rico en actina dentro del enterocito y debajo del sitio de adherencia [Garmendia y 

col., 2005; Yoon y Hovde. 2008]. La formación del pedestal requiere de la 

secreción de factores bacterianos en la célula del hospedador a través del T3SS. 

Este aparato de secreción consiste en una estructura tipo jeringa que conecta la 

membrana bacteriana con la membrana del enterocito. De esta forma, Tir es 

insertado en la membrana plasmática del enterocito, donde es fosforilado 

convirtiéndose en el receptor para la proteína de membrana externa bacteriana 

intimina. Finalmente, la unión de la intimina a Tir conduce al mencionado 

rearreglo del citoesqueleto con la formación del pedestal de actina debajo de la 

bacteria [Frankel y Phillips. 2007; Ho y col., 2013; McWilliams y Torres. 2014]. La 
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diarrea acuosa observada inicialmente en las infecciones con cepas STEC está 

asociada a la formación de las lesiones A/E [Nataro y Kaper. 1998].  

La presencia de LEE les confiere a las cepas STEC una mayor virulencia, pues 

los serotipos LEE positivos (como es el caso de las STEC O157:H7) aparecen más 

comúnmente asociados a brotes y casos de SUH que los serotipos LEE negativos 

[Terijama y col., 2016]. Sin embargo, es importante aclarar que la presencia de 

esta isla no es indispensable para la patogénesis, dado que un amplio número de 

cepas STEC LEE negativas son capaces de causar SUH en humanos [Bettelheim. 

2007]. 

 

2.6. Otras adhesinas. 

Aunque la intimina es la adhesina principal en las STEC O157:H7, se destacan 

otras proteínas que están involucradas en la adhesión celular como las fimbrias 

polares largas (siendo LPF1 y LPF2 las presentes en las cepas O157:H7, las cuales 

interactúan con proteínas de membrana, tal como laminina, colágeno IV y 

fibronectina), la fimbria F9 y la fimbria tipo 1 (involucradas en la adhesión a 

células epiteliales y a superficies no abióticas), el pili común de E. coli (EcpA) 

(fortalece la colonización a través de la formación de microcolonias y/o 

biopelículas), Iha, Efa1 y los autotransportadores EhaA, EhaB y Sab (involucrados 

en la formación de biopelículas, en la adhesión a células del hospedador y en la 

autoagregación bacteriana) [McWilliams y Torres. 2014].  

 

2.7. Otras Islas de Patogenicidad (PAI). 

La virulencia de patógenos bacterianos puede ser modulada por la adquisición 

de elementos genéticos móviles, como bacteriófagos, transposones, plásmidos, 

e islas genómicas [Lawrence. 2005]. En cepas STEC no-O157 se han identificado 

genes asociados con la virulencia: ent, nleB y nleE que se encuentran en la isla de 

patogenicidad denominada O-122 [Wickham y col., 2006]. Otras islas de 

patogenicidad descriptas en cepas STEC no-O157 asociadas a casos de SUH 

fueron O57 y O71 [Coombes y col., 2008].  
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Las cepas LEE negativas poseen PAI que codifican sustratos translocados del 

T3SS que podrían tener un papel importante en la virulencia STEC. 

Particularmente, nleB es uno de los principales genes efectores propuesto como 

un marcador de virulencia que participa en la acción de T3SS durante la infección 

por cepas STEC LEE negativas [Cadona y col., 2020]. NleB es una 

glicosiltransferasa que modifica las proteínas del huésped con N-acetil-d-

glucosamina para inhibir las respuestas antibacterianas e inflamatorias del 

hospedador permitiendo que las bacterias persistan en la primera etapa de la 

infección [Gao y col., 2013; Cadona y col., 2020].  

Una nueva PAI es el locus de adhesión y autoagregación (LAA). LAA se ha 

asociado a enfermedades graves en humanos, cuyo posible predictor es el gen 

hes, que participa en varios fenotipos asociados a la colonización, que incluyen 

hemaglutinación, adhesión y autorregulación [Vélez y col., 2020]. El papel de LAA 

en la colonización intestinal se demostró en un modelo murino de infección con 

cepas STEC, sugiriendo que LAA también puede estar involucrado en la 

adherencia de STEC al intestino humano [Montero y col., 2019; Montero y col., 

2020]. 

Recientemente se ha reportado que alrededor del 46% de cepas STEC aisladas 

en Argentina presentaron LAA. Las cepas fueron aisladas de diversos orígenes: 

ganado vacuno, carne, queso, y pertenecían a varios serotipos que incluyen O91, 

O103, O113 y O174, que han sido asociados a enfermedad en humanos. Por lo 

tanto, la detección de genes de LAA y hes en STEC podría complementar los 

esquemas actuales de evaluación genética, permitiendo clasificar las cepas STEC 

LEE negativas en cepas LAA positivas o LAA negativas [Vélez y col., 2020]. 

3. FISIOPATOLOGÍA DEL SUH. 

Una vez ingerida, la STEC O157:H7 debe atravesar varias barreras previo a la 

colonización intestinal. En primer lugar, debe resistir al pH ácido del estómago 

(3.5-4) y a las enzimas digestivas. Para ello, dicha bacteria posee 3 mecanismos 

de resistencia ácida: un mecanismo reprimido por glucosa y dos mecanismos 

dependientes de glutamato y arginina [Foster. 2004]. Aquellas bacterias que 
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logren resistir el pH ácido del estómago y el cambio brusco de pH al atravesar el 

duodeno (pH 6-8), deben atravesar la capa de mucus que protege a los 

enterocitos. Esto se consigue gracias a los elementos proteicos móviles (como 

flagelos, fimbrias y pilis) y con la secreción de metaloproteasas, como la StcE que 

reduce la capa de mucus más íntima en contacto estrecho con los enterocitos 

[Hews y col., 2017]. A través de los distintos factores de patogenicidad descriptos 

en el inciso 2, las cepas patógenas logran adherirse firmemente al enterocito y 

subvertir su fisiología. La Stx juega un papel en reforzar la adherencia de STEC 

O157:H7 al epitelio aumentando la expresión de nucleolina, otro receptor de 

superficie de la intimina [Robinson y col., 2006]. También, las bajas 

concentraciones de oxígeno en el intestino facilitan la adherencia de STEC al 

epitelio [Carlson-Banning y Sperandio. 2016].      

Cuando se establece la colonización intestinal, como respuesta a la injuria 

ocasionada por el patógeno, las células epiteliales liberan citoquinas y 

quimioquinas que junto con la acción de péptidos antimicrobianos y secreción de 

mucina generan un entorno inflamatorio atrayendo células presentadoras de 

antígeno y neutrófilos. Una vez en el foco de infección, los neutrófilos se 

degranulan liberando diversas enzimas como peroxidasas, lisozima, defensinas, 

hidrolasas ácidas y una variedad de proteasas neutras, produciendo especies 

reactivas de oxígeno (ROS) que dañan principalmente a las membranas 

bacterianas y la pared celular. Todo este entorno inflamatorio genera estrés en la 

bacteria patógena, que se ve reflejado en la activación de la respuesta SOS y 

como se mencionó anteriormente, en la lisis bacteriana y liberación de viriones y 

Stx [Bridger y col., 2010; Bruballa y col., 2020; Węgrzyn y Muniesa. 2021]. Otros 

autores proponen además un sistema de secreción bacteriana para Stx que no 

requiere la lisis, sino que involucra a vesículas de membrana externa que se 

desprenden naturalmente de la membrana de las bacterias Gram negativas. Las 

vesículas de membrana externa formadas durante la infección bacteriana podrían 

ser fusionadas a la membrana plasmática de la célula epitelial o internalizada por 

la misma mediante endocitosis, y así contribuir al daño epitelial accediendo a la 

circulación sistémica [Bielaszewska y col., 2017]. 
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Existen varias rutas posibles de translocación de Stx del lumen intestinal hacia 

la circulación sistémica en los primeros estadios de la infección, entre las que se 

destacan: 

● La transcitosis: a través de células epiteliales Gb3 negativas (mediante 

una vía transcelular independiente del transporte retrógrado, el cual 

involucra el pasaje de los endosomas tempranos directamente al aparato 

de Golgi y al retículo endoplásmico), a través de células Gb3 positivas (se 

demostró que el LPS, citoquinas proinflamatorias y la infección con STEC 

pueden aumentar la expresión de Gb3 en células epiteliales y 

endoteliales y, por lo tanto, llevar a la transcitosis de Stx mediante 

transporte retrógrado o independiente de esta vía; a su vez, se observó la 

expresión de Gb3 en células de Paneth y la unión de la Stx a éstas podría 

proporcionar un sitio de entrada hacia los tejidos subyacentes) o a través 

de células M (las cuales captan y translocan mediante endocitosis 

antígenos luminales, dentro de los cuales también se incluyen a toxinas 

bacterianas. Cabe destacar que las STEC se adhieren 

predominantemente en los folículos linfoides aislados (FLA) del colon y 

en este área se concentran las células M) [Schüller. 2011] 

● La translocación paracelular: la infección con STEC genera una 

redistribución de las proteínas involucradas en las uniones estrechas de 

las células epiteliales, y por lo tanto disminuye la función de la barrera 

epitelial. La disrupción de las uniones estrechas a causa de la infección o 

a causa de la transmigración de neutrófilos, como respuesta a la 

infección y a la injuria, puede proporcionar una ruta para que la Stx 

alcance la circulación sistémica [Schüller. 2011].  

Una vez que alcanza la circulación sistémica, la Stx se une a su receptor en las 

células endoteliales de la microvasculatura en el riñón y en el sistema nervioso 

central. Se demostró in vivo que la Stx puede circular unida a glóbulos rojos (por 

su unión con Pk, el cual posee una estructura glicoesfingolipídica similar al Gb3), 

a plaquetas y leucocitos (neutrófilos y monocitos), o dentro de microvesículas 

liberadas por estas células sanguíneas, que le permiten ser endocitadas por sus 
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células blanco [Karpman y Ståhl. 2014; Ståhl y col., 2015]. El resultado de la 

apoptosis celular inducida por la Stx es que el endotelio adopta un fenotipo 

protrombogénico, con el que interactúan las plaquetas, induciendo su activación 

y agregación, y finalmente la formación de microtrombos [Karpman y col., 2001; 

Nestoridi y col., 2005]. Además, la Stx estimula la expresión de moléculas de 

adhesión y quimioquinas inflamatorias en el endotelio que potencian su 

citotoxicidad y promueve la adhesión de leucocitos a las células endoteliales, lo 

que exacerba la trombosis y el daño tisular. La formación de microtrombos 

formados por agregados de plaquetas y leucocitos, lleva a la oclusión de la 

microvasculatura renal (promoviendo a la hipertensión) y la fragmentación de los 

glóbulos rojos circulantes dando como resultado la formación de esquistocitos y 

la liberación de hemoglobina [Karpman y col., 2017; Zoja y col., 2019]. La caída en 

el número de eritrocitos da lugar a la anemia hemolítica observada en pacientes 

con SUH y la formación de agregados de plaquetas disminuye el recuento 

plaquetario en sangre periférica, observándose trombocitopenia. La citotoxicidad 

directa de la Stx sobre los podocitos, las células tubulares renales y mesangiales 

y el daño en la microvasculatura glomerular deviene en una insuficiencia renal 

aguda de grado variable en los pacientes con SUH [Karpman y col., 2017]. Éstos 

pueden presentar cuadros de hipervolemia por retención hidrosalina debida a la 

disminución del filtrado glomerular, que también provoca elevación de los niveles 

de urea y creatinina en sangre y proteinuria [Mele y col., 2014; Burguet y col., 

2022]. La oliguria y anuria son otras características frecuentes, siendo su duración 

variable [Oakes y col., 2008]. 

4. TRATAMIENTOS PARA LA PREVENCIÓN DEL SUH. 

Hasta el momento no existen tratamientos específicos aprobados para su uso 

en humanos durante la fase de infección gastrointestinal o que controlen el daño 

específico producido por la Stx. El uso de antibióticos no es recomendado para el 

tratamiento de la infección con cepas STEC porque aumenta el riesgo de contraer 

SUH. Algunos antibióticos pueden inducir la fase lítica de los bacteriófagos que 

poseen el gen stx, con la consecuente lisis bacteriana y liberación masiva de Stx 

y/o LPS [Tarr y Freedman. 2022]. También, los agentes antiespasmódicos se 
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desaconsejan dado que impiden la liberación de la bacteria en las heces 

aumentando el tiempo de exposición a la toxina, por lo que resultan perjudiciales 

para el paciente [Fernández-Brando y Ramos. 2015]. Por otro lado, los 

tratamientos vigentes para pacientes con SUH son de soporte, y consisten en 

mantener la homeostasis y eliminar los metabolitos tóxicos generados como 

consecuencia de la falla renal aguda. Este tratamiento incluye terapia de 

reemplazo renal (diálisis peritoneal o hemodiálisis continua), hidratación y 

nutrición adecuadas, corrección de las alteraciones de electrolitos y de la 

acidosis, control de la hipertensión y las convulsiones y, por último, corrección 

del hematocrito mediante transfusiones de glóbulos rojos sedimentados 

[Karpman y col., 2017]. Tampoco se recomienda el uso de agentes 

antiinflamatorios no esteroideos porque pueden disminuir el flujo sanguíneo del 

riñón [Tidmas y col., 2022]. Además, se desaconseja el uso de agentes 

antitrombóticos en niños con SUH porque la hipertensión, la azotemia (exceso de 

cuerpos nitrogenados en sangre) y la trombocitopenia pueden aumentar el riesgo 

de hemorragia intracraneal [Tarr y col., 2005]. 

Debido a que la mayoría de los tratamientos específicos se encuentran aún en 

fase experimental, la prevención continúa siendo de suma importancia. Las 

principales medidas preventivas contra el SUH se basan en evitar contraer las 

infección con cepas STEC mediante la cocción completa de los alimentos 

cárnicos, una correcta higiene en el lugar donde se preparan los alimentos, una 

buena higiene personal para reducir la transmisión de patógenos de persona a 

persona por la ruta fecal-oral, consumir lácteos pasteurizados y aguas seguras, 

etc. [Terajima y col., 2016] 

Particularmente en nuestro país se requieren, además, controles más 

rigurosos en todos los puntos de la cadena alimentaria que aseguren el 

cumplimiento de las leyes y normativas de control bromatológico, y políticas 

educativas dirigidas a toda la población que permitan a los consumidores y a 

aquellos que manipulan alimentos, conocer las medidas sanitarias necesarias 

para tener una alimentación segura. 
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4.1. Tratamientos dirigidos a reducir la colonización del ganado. 

Una alternativa para disminuir la incidencia del SUH y/o los efectos 

secundarios de las infecciones con STEC en humanos sería desarrollar vacunas 

para el ganado con el fin de reducir la carga de STEC en las heces, y así minimizar 

la contaminación ambiental y en los derivados cárnicos. El principal problema al 

intentar la inmunización en ganado es que las cepas de STEC son capaces de 

colonizar el intestino bovino por meses produciendo sólo una diarrea transitoria y 

sólo en los terneros, no produciendo enfermedad ya que su riñón no expresa Gb3 

[Biernbaum y col., 2023]. 

Algunos de los antígenos blanco para la vacunación del ganado han incluido 

proteínas involucradas en la colonización (proteínas del sistema de secreción tipo 

III, intimina) o el LPS O157. Así se han ensayado distintas formulaciones de 

vacunas compuestas por subunidades de proteínas dirigidas a 1) polipéptidos de 

intimina, 2) la proteína EspA, 3) H7, 4) EspA y Tir y 5) intimina y EspB administradas 

por distintas rutas (principalmente intramuscular y/o intranasal) a terneros, bajo 

distintos protocolos. Todas ellas indujeron una buena respuesta de anticuerpos 

tanto a nivel sistémico como en la mucosa intestinal, observándose diferencias 

significativas en la colonización y en la excreción bacteriana luego de la 

exposición con cepas STEC O157; sin embargo, ninguna de ellas ha logrado 

erradicar la persistencia de estas bacterias en el intestino bovino [Dziva y col., 

2007; McNeilly y col., 2008; McNeilly y col., 2010; Vilte y col., 2011]. En 

conformidad con lo anterior, una vacuna inactivada (compuesta por una cepa 

STEC O157 inactivada con formalina) indujo también una buena respuesta de 

anticuerpos a nivel sistémico y en mucosa, logrando reducir los niveles de 

excreción y colonización iniciales en el intestino bovino, pero de manera 

transitoria [van Diemen y col., 2007]. Una vacuna para animales está disponible 

de manera comercial, licenciada por Zoetis Animal Health, y consiste en un 

extracto bacteriano de E. coli O157 junto con receptores de sideróforos y porinas. 

Estas vacunas no cuentan con antígenos definidos, sino más bien con un cóctel 

dentro del cual se incluye al LPS O157. Por otro lado, los receptores de 

sideróforos y porinas están dirigidos contra proteínas utilizadas por las bacterias 
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Gram negativas para el transporte de hierro, presentes en la superficie bacteriana. 

La limitación del hierro hace que las STEC O157 se encuentren en desventaja 

competitiva en relación con otras bacterias intestinales, disminuyendo su 

capacidad de colonizar y duplicarse [Thomson y col., 2009]. Un estudio realizado 

recientemente mostró que esta vacuna redujo significativamente la prevalencia y 

la excreción bacteriana en terneros desafiados oralmente con STEC O157 

[Thornton y col., 2009].  

Si bien la vacunación no logra erradicar la persistencia de las bacterias STEC 

en el intestino bovino, logra reducir su excreción significativamente; por lo tanto, 

una alternativa interesante a tomar en cuenta es el tratamiento del ganado previo 

a la faena para así reducir de alguna manera la contaminación ambiental y de los 

productos cárnicos, y evaluar si de esta forma se logra reducir la incidencia y/o los 

efectos de la infección con STEC en humanos. En este contexto, también se 

observó que la administración de un cóctel de bacterias E. coli no patógenas, o el 

uso de bacteriófagos, son estrategias capaces de reducir significativamente la 

excreción de E. coli O157:H7 en el ganado adulto, y en los terneros neonatales y al 

destete [Zhao y col., 2003; Rozema y col., 2009]. 

 

4.2. Tratamientos dirigidos a la prevención del SUH en humanos. 

La otra opción es la vacunación en los humanos. En este caso, las opciones 

serían el bloqueo de la toxina o bien, el bloqueo de la de adherencia de la bacteria 

al intestino. El hecho que la reincidencia de SUH sea un suceso muy raro, sugiere 

que la presencia de anticuerpos anti-Stx y anti-STEC en pacientes recuperados, 

pueden generar protección frente a nuevos eventos infecciosos. Esto confirma la 

capacidad fisiológica de montar una respuesta inmune protectora, lo cual 

convertiría a la vacunación contra Stx o contra otros factores de virulencia de las 

bacterias STEC en una opción viable. 
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4.2.1. Prevención de la infección con cepas STEC.  

Hace unos años se ensayó en Estados Unidos una vacuna conjugada contra 

LPS O157 en niños de 2 a 5 años, considerándose la población de riesgo. En este 

estudio no se observaron efectos adversos al aplicar la vacuna y un 81% de los 

niños vacunados generó una respuesta de anticuerpos anti-LPS en suero con 

actividad bactericida in vitro. Las vacunas dirigidas contra el LPS podrían también 

ser efectivas contra las STEC, ya que los anticuerpos en suero específicos para 

LPS serían capaces de filtrarse al lumen intestinal en cantidades suficientes para 

bloquear la colonización. Sin embargo, no pudo comprobarse su efectividad para 

disminuir los casos de SUH [Ahmed y col., 2006].  

La inmunización a través de las mucosas, especialmente la vía oral y nasal, es 

de mucho interés, sobre todo para la prevención de enfermedades infecciosas, ya 

que la gran mayoría de ellas ocurren o comienzan desde una superficie de 

mucosa y la aplicación tópica de una vacuna resulta atractiva para inducir una 

respuesta inmune protectora en el lugar de la infección. Sin embargo, a pesar de 

estas características, en la práctica resulta difícil estimular una fuerte respuesta 

inmune protectora de anticuerpos en mucosa mediante la administración 

oral/nasal de antígenos. Hasta la fecha, vacunaciones en mucosa utilizando 

antígenos proteicos solubles han dado resultados pobres, con muy pocas 

excepciones en humanos [De Magistris. 2006; Li y col., 2020]. Sin embargo, hay un 

fuerte desarrollo de vacunas en fase preclínica que apuntan a la inducción de una 

respuesta especifica anti-STEC en mucosas, mediante distintas vías de 

administración, fundamentalmente oral y nasal. Entre ellas, se destacan 

formulaciones que consisten en vacunas inactivadas. Arshadi y colaboradores 

diseñaron en dos estudios distintos dos formulaciones vacunales, una basada en 

bacterias STEC inactivadas por calor y/o formalina y otra basada en la misma 

inactivación de las bacterias, pero además agrega a la formulación la subunidad B 

de la toxina Shiga variante 2 (Stx2B) unida a quitosano, administradas a ratones de 

manera oral. La formulación que utiliza bacterias STEC con bacterias inactivadas 

con formalina con o sin quitosano unido a Stx2B mostró una antigenicidad mayor, 

con niveles significativos de anticuerpos anti-STEC en la mucosa intestinal y una 
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reducción significativa en la excreción bacteriana. A su vez, dichas formulaciones 

mostraron una respuesta inmune protectora frente al desafío de ratones con E. 

coli O157:H7 [Arshadi y col., 2020; Arshadi y col., 2022]. 

Otra propuesta consiste en el desarrollo de una vacuna de ADN que codifica 

secuencias conservadas del factor de EHEC para la adherencia-1 (efa-1´). La 

administración intranasal a ratones del plásmido de ADN que porta el gen efa-1´ 

logró inducir una respuesta de anticuerpos específicos en el suero y en la mucosa 

nasal y broncoalveolar, una respuesta celular específica de linfocitos T CD4+ de 

memoria y una respuesta inmune protectora frente al desafío con E. coli O157:H7 

cepa EDL933 [Riquelme-Neira y col., 2016].  

Otros autores desarrollaron candidatos vacunales con subunidades de 

proteínas. Una de las formulaciones vacunales consiste en el uso de 

nanopartículas de ácido poli(láctico-co-glicolíco) conteniendo una proteína de 

intimina fusionada a H7. La administración oral de la formulación a ratones indujo 

una respuesta inmune de anticuerpos robusta con niveles significativos de 

anticuerpos específicos anti-intimina y anti-H7 en la mucosa intestinal, así como 

también una respuesta inmune protectora ya que todos los ratones inmunizados 

sobrevivieron al desafío infeccioso con 100 dosis letales 50% de una cepa de 

STEC O157:H7 [Abianeh y col., 2023]. Por otro lado, otro candidato vacunal de 

subunidades de proteínas consiste en la fusión de EspA, Tir, Stx2B y el pili de E. 

coli enterohemorrágico (HcpA). Los ratones inmunizados con esta proteína 

quimérica fueron capaces de reducir significativamente la excreción bacteriana al 

ser desafiados con una cepa STEC O157:H7 y, además, desarrollaron anticuerpos 

específicos con capacidad neutralizante, evaluada tanto in vivo (mediante la 

administración e.v. de Stx2) como in vitro (determinado mediante ensayos de 

citotoxicidad y del bloqueo de la adhesión de bacterias STEC a células epiteliales) 

[Kordbacheh y col., 2019]. 

Otra alternativa ha consistido en el diseño de vacunas polisacáridas 

conjugadas a proteínas. Ma y colaboradores diseñaron un candidato vacunal con 

el antígeno O157 conjugado con la proteína de unión a maltosa. Los autores 
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encontraron en ratones inmunizados con esta formulación anticuerpos 

específicos en suero con capacidad bactericida, así como la presencia de 

anticuerpos específicos en intestino, y una respuesta inmune celular específica. 

Sin embargo, en este estudio no se realizan ensayos en los que se evalúe la 

respuesta inmune protectora frente a la infección con cepas STEC [Ma y col., 

2014]. 

Otros desarrollos consisten en la administración oral de bacterias no 

patógenas o atenuadas que fueron transformadas con plásmidos de ADN que 

codifican para la expresión de proteínas relevantes para la patogenicidad de las 

cepas STEC. Entre estos podemos mencionar la plataforma que consiste en la 

inserción de un plásmido de ADN que codifica para la proteína de fusión 

compuesta por EspA y el dominio central del Tir en Lactobacillus acidophilus. Los 

ratones inmunizados oralmente con estas bacterias desarrollaron una robusta 

respuesta inmune de anticuerpos en la mucosa intestinal y a nivel sistémico, así 

como también una respuesta inmune celular específica. A su vez, la inmunización 

protegió al 80% de los ratones de la muerte y redujo la colonización intestinal, así 

como el daño histológico en intestino y riñón [Lin, R y col., 2017]. Otros autores 

utilizaron la cepa atenuada de Salmonella enterica serovar Typhimurium como 

una plataforma vacunal y desarrollaron una proteína quimérica formada por la 

combinación de determinadas secuencias peptídicas correspondientes a EspA, 

intimina, Tir y H7. Dicha construcción fue fusionada a una secuencia señal que 

dispara la síntesis de β-lactamasa en la cepa atenuada de Salmonella sp. Cuando 

las bacterias son expuestas a un agente β-lactámico, se induce la producción de 

esta enzima junto con la secreción de la quimera al espacio periplásmico 

bacteriano. La inmunización oral con esta plataforma vacunal desencadenó una 

respuesta inmune de anticuerpos específicos contra la proteína quimérica tanto 

en mucosa intestinal, así como también en suero, capaz de proteger a los ratones 

en un modelo de infección con E. coli O157:H7 [Iannino y col., 2022]. 

Muchas de las formulaciones mencionadas apuntan a prevenir tanto la fase 

infecciosa como la toxigénica y son capaces de inducir una fuerte respuesta de 

anticuerpos anti-STEC en mucosa intestinal. Algunas de estas formulaciones 



55 
 

logran otorgar protección a ratones en modelos de SUH mediante infección con 

cepas STEC, manifestando que el bloqueo del primer paso en la cascada 

patogénica del SUH, que es la colonización intestinal, es suficiente para prevenir 

la complicación sistémica asociada la infección con cepas STEC. Estos hallazgos 

hacen que resulte atractivo el desarrollo de plataformas vacunales que apunten a 

prevenir la infección con cepas STEC O157:H7 en humanos, en lugares donde 

este serotipo sea el más prevalente.  

 

4.2.2. Prevención del desarrollo del SUH. 

Dado que la Stx es el factor necesario para el desarrollo del SUH, uno de los 

primeros enfoques en la búsqueda de tratamientos específicos fue la idea de 

adsorber la Stx libre en el intestino a través de compuestos amorfos o inertes. Con 

este fin, se desarrolló y ensayó un compuesto cubierto con oligosacáridos 

conocido con el nombre comercial Synsorb® Pk, el cual fue diseñado para captar 

a la toxina en el lumen intestinal, y así limitar la cantidad y el tiempo de exposición 

del epitelio a la misma [Armstrong y col., 1995; Imdad y col., 2021]. Sin embargo, 

en ensayos clínicos no logró prevenir o disminuir la severidad de las 

complicaciones sistémicas [MacConnachie y Todd. 2004; Imdad y col., 2021]. El 

mayor inconveniente que tienen estos tratamientos es que trazas de Stx que 

logren escapar de dichos agentes bloqueantes en el intestino e ingresen a la 

circulación, serían suficientes para inducir SUH. Debido a estas consideraciones, 

se comenzaron a desarrollar polímeros del receptor para Gb3 para ser 

administrados por vía sistémica. Entre ellos Daisy, que al menos 

experimentalmente tiene capacidad para neutralizar tanto Stx1 como la Stx2. Con 

este mismo objetivo, se creó otro compuesto llamado SUPER TWIGS, que está 

formado por 18 trisacáridos de globotriaosilceramida, que no sólo une la Stx en 

circulación, sino que induce su captación y eliminación por los macrófagos 

[Nishikawa y col., 2005]. 

Otros desarrollos que apuntan a la prevención del SUH incluyen a los 

inhibidores de la glucosilceramida sintetasa, y dentro de ellos se destacan al 

eliglustat y al miglustat. Estos compuestos inhiben la expresión del Gb3 al 
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bloquear a la enzima involucrada en su síntesis, y pueden prevenir de los efectos 

citotóxicos de la Stx2 al ser preincubados en células epiteliales del colon 

humano, células epiteliales tubulares renales humanas y células endoteliales 

glomerulares humanas [Girard y col., 2015; Feitz y col., 2021; Sánchez y col., 

2022]. Otro compuesto denominado C-9, un análogo de eliglustat, es un inhibidor 

específico de la glucosilceramida sintetasa y la preincubación de este compuesto 

con células epiteliales tubulares renales humanas y células endoteliales 

glomerulares humanas logra reducir la expresión del Gb3 en ellas y una 

protección frente al desafío con Stx2. A su vez, el tratamiento oral con C-9 redujo 

significativamente la mortalidad al 50% en ratas desafiadas con Stx2, con una 

reducción significativa en la expresión de Gb3 en el riñón [Silberstein y col., 2011; 

Amaral y col., 2013; Morace y col., 2019]. Sin embargo, estos tratamientos son 

cuestionables desde el punto de vista que la protección que se observa tanto en 

modelos in vitro como in vivo requiere de una preincubación, pudiendo no ser 

efectivos incluso en casos de SUH incipiente.   

Otro compuesto, denominado Retro-2, es un inhibidor que puede proteger a 

las células de los efectos tóxicos de la Stx al bloquear selectivamente el 

transporte retrógrado en la interfaz endosoma temprano-aparato de Golgi sin 

afectar la integridad de las organelas. Se demostró que Retro-2 tiene efectos 

protectores en modelos de intoxicación in vivo e in vitro con Stx2. Sin embargo, su 

solubilidad extremadamente baja en todos los valores del pH gastrointestinal 

limita su aplicación. Se ha logrado mejorar su solubilidad en agua al realizar una 

mezcla de etil-lauroil arginato con Retro-2 en dimetilacetamida con una solución 

de aceite y tensioactivo en proporciones adecuadas, obteniéndose mejores 

resultados in vivo al observar el bloqueo del transporte de la Stx2 desde el 

intestino hacia la circulación sistémica [Secher y col., 2015; Gandhi y col., 2019]. 

Esta observación abre a la posibilidad de que Retro-2 pueda controlar la infección 

por STEC O157:H7 en aplicaciones clínicas. 

Otros desarrollos incluyeron a la producción de anticuerpos monoclonales 

quiméricos humano-ratón y humanizados específicos contra Stx1 y Stx2, que 

mostraron capacidad neutralizante para ambas toxinas in vitro e in vivo. [Tzipori y 
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col., 2004; Melton-Celsa y col., 2015; Imdad y col., 2021]. Estos anticuerpos 

quiméricos retienen los elementos de las inmunoglobulinas murinas requeridos 

para el reconocimiento antigénico, pero los elementos no requeridos para dicho 

reconocimiento son reemplazados por sus contrapartes derivadas de 

inmunoglobulinas humanas. Debido a que los anticuerpos monoclonales 

quiméricos ratón-humano retienen porciones de elementos de inmunoglobulinas 

murinas, existe un riesgo de que individuos que reciban éstos desarrollen 

anticuerpos. Para evitar este problema, se generaron anticuerpos humanizados 

en ratones transgénicos que contienen genes para las cadenas pesadas y livianas 

de inmunoglobulinas humanas introducidos como minicromosomas o 

transgenes. En respuesta a la inmunización, estos ratones generan anticuerpos 

compuestos totalmente por elementos estructurales de inmunoglobulinas 

humanas. Algunos de los anticuerpos monoclonales humanizados desarrollados 

contra Stx2 fueron capaces de proteger totalmente a ratones y cerdos desafiados 

con Stx [Yamagami y col., 2001; Moxley y col., 2015]. Algunos de estos 

anticuerpos quiméricos y humanizados se encuentran en ensayos clínicos en fase 

I y II [Dowling y col., 2005; Bitzan y col., 2009; López y col., 2010]. 

Actualmente, en Argentina se encuentra en ensayo clínico fase 3 un 

anticuerpo policlonal equino específico contra la Stx, denominado 

comercialmente como INM004, con capacidad de reconocer y neutralizar las 

distintas variantes de ésta. Dicho anticuerpo posee potencial de ser aplicado 

como tratamiento al bloquear específicamente a la toxina y evitar las formas 

graves del SUH [Hiriart y col., 2019]. El ensayo clínico se está desarrollando en 15 

hospitales y clínicas de nuestro país con el fin de evaluar la seguridad y la eficacia 

en pacientes pediátricos con diagnóstico de SUH incipiente. 

Por otro lado, ha habido diversos desarrollos que se han enfocado en vacunas 

para la población humana basadas en Stx, las cuales serían capaces de prevenir 

el desarrollo del SUH en personas infectadas con STEC. Se realizaron distintas 

formulaciones vacunales usando Stx2 como antígeno, mediante la generación de 

toxoides por ingeniería genética (donde se elimina la actividad tóxica de la 

subunidad A por sustitución de un/unos aminoácido/s en su sitio activo) o por 
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inactivación química (con glutaraldehído o formaldehído) observándose distintos 

grados de protección en modelos murinos, con resultados promisorios [MacLeod 

y col., 1991; Gordon y col., 1992; Bosworth y col., 1996; Wen y col., 2006]. Sin 

embargo, una desventaja hallada en la utilización de toxoides es la toxicidad 

residual asociada a la inactivación.  

La subunidad B de la toxina fue propuesta como un candidato vacunal 

atractivo, dado que los anticuerpos dirigidos contra esta subunidad inhibirían la 

interacción con su receptor, la internalización en la célula huésped y, por ende, la 

muerte celular. Uno de los principales inconvenientes en estos desarrollos, es 

que la Stx2B es poco inmunogénica y no logra inducir una robusta respuesta de 

anticuerpos neutralizantes [Marcato y col., 2001; Tsuji y col., 2008]. Esto se ha 

atribuido a que el pentámero de Stx2B es poco estable en solución [Conrady y 

col., 2010], lo que implicaría una menor disponibilidad de epítopes 

conformacionales importantes para el desarrollo de anticuerpos neutralizantes. 

Debido a las limitaciones por las dificultades para producir, purificar y mantener 

de manera estable proteínas conteniendo a la Stx2B, en nuestro laboratorio se 

desarrollaron previamente dos vacunas a ADN consistiendo en un fragmento de la 

subunidad A y la subunidad B de Stx2. A pesar de que estas vacunas de ADN 

lograron inducir la producción de anticuerpos anti-Stx2 con capacidad 

neutralizante in vitro, sólo se obtuvo protección parcial frente al desafío con una 

dosis letal de Stx2 en un modelo murino [Capozzo y col., 2003; Bentancor y col., 

2009]. 

También se realizaron distintos desarrollos de vacunas a subunidades de 

proteínas al inocular a la Stx2B fusionada o en presencia de otras proteínas y/o 

con la administración de adyuvantes observándose una protección variable de 

acuerdo con el esquema de inmunización [Gao y col., 2009]. Un híbrido entre la 

subunidad A de Stx2 (a la cual se le introdujeron tres modificaciones 

aminoacídicas para eliminar la toxicidad) y la subunidad B de Stx1, fue capaz de 

inducir una respuesta de anticuerpos con capacidad neutralizante y de otorgar 

protección contra el desafío e.v. tanto con Stx1 como con Stx2 [Smith y col., 

2006]. Sin embargo, no se pudo continuar con los estudios de este inmunógeno 



59 
 

debido a su pobre estabilidad, bajo rendimiento de producción y a una tecnología 

de purificación complicada. Por lo tanto, se generó una nueva proteína utilizando 

la subunidad A mutada mencionada y Stx1B, pero esta vez unidas a través de un 

linker proteico para permitir el correcto plegamiento de las dos subunidades. No 

obstante, esta proteína otorgó un 100% de protección sólo al desafiar con Stx1 y 

una protección parcial al desafío con Stx2 y con E. coli O157:H7 [Cai y col., 2011]. 

De manera muy promisoria, un candidato vacunal desarrollado en nuestro 

laboratorio logró un 100% de protección en modelos murinos de intoxicación, así 

como de infección, obteniéndose resultados alentadores en la fase preclínica. 

Este inmunógeno consistió en la fusión de la Stx2B a la lumazina sintasa de 

Brucella abortus [Mejías y col., 2013]. Dicha enzima se considera una proteína 

carrier al incrementar la inmunogenicidad de péptidos fusionados a su extremo N-

terminal sin alterar su estabilidad o plegamiento [Laplagne y col., 2004; Sciutto y 

col., 2005]. Dicho inmunógeno fue patentado y licenciado a una empresa 

nacional, que por el momento decidió no avanzar con ensayos clínicos en 

humanos. 

5. CONCEPTO DE TOLERANCIA Y RESISTENCIA EN 
ENFERMEDADES INFECCIOSAS. 

Los conceptos de tolerancia y resistencia fueron inicialmente caracterizados por 

botánicos al evaluar el estado de salud de las plantas cuando éstas interactuaban 

con parásitos. Sin embargo, estos conceptos fueron tomados por inmunólogos y 

microbiólogos y aplicados en modelos infecciosos en vertebrados. El concepto de 

resistencia hace referencia a la habilidad de atacar directamente a los 

microorganismos y, por lo tanto, reducir su carga; y el concepto de tolerancia se 

define como la capacidad de limitar el daño inducido por una determinada carga 

microbiana. Cabe destacar que con esta terminología no se hace referencia a lo 

que comúnmente se denomina en inmunología como “tolerancia”, la cual hace 

referencia a la eliminación de linfocitos T autorreactivos ni tampoco a la 

tolerización de un individuo a su microbiota comensal y a antígenos dietarios 

[Schwartz. 2005].  
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La resistencia es típicamente determinada como la inversa de la intensidad de la 

infección (número de microorganismos por hospedador o número de 

microorganismos por gramo/centímetro de tejido). Así definido, la resistencia 

tiene un efecto negativo sobre el patógeno; cuanto más resistente es un 

hospedador, menor será su carga microbiana. De acuerdo con esto, puede 

observarse una relación directa entre resistencia y patógeno, en la cual cuando un 

hospedador se torna o es resistente a un determinado patógeno, se propone que 

este último debe evolucionar y sufrir adaptaciones para traspasar este tipo de 

defensa del hospedador. Por el contrario, la tolerancia es definida como la 

correlación entre el estado de salud del hospedador frente a una determinada 

intensidad de la infección [Tiffin y col., 2000; Koskela y col., 2002]. Como no existe 

una relación directa entre tolerancia y patógeno, ya que la tolerancia es un 

parámetro que se obtiene a partir de la correlación mencionada anteriormente, el 

patógeno no podrá sufrir cambios ni adaptarse para superar un determinado 

mecanismo de tolerancia [Woolhouse y col., 2002; Boots y col., 2008]. Esto 

remarca lo importante que resulta descifrar los diferentes mecanismos de 

tolerancia frente a enfermedades infecciosas para aumentar de manera 

terapéutica la tolerancia en individuos susceptibles. La tolerancia y resistencia 

juntas determinan cuán bien un hospedador puede estar protegido frente a 

determinados patógenos [Raberg y col., 2009]. 

Los mecanismos de resistencia del hospedador responsables de reducir la 

carga microbiana incluyen tanto a la inmunidad innata como a la adaptativa. Los 

mecanismos de tolerancia incluyen a mecanismos de reparación de tejidos 

dañados, así como también a respuestas inmunológicas que no estén dirigidas al 

patógeno en sí, sino más bien a toxinas y otras moléculas nocivas producidas por 

el patógeno. Además, existen mecanismos que pueden afectar tanto a la 

tolerancia como a la resistencia de manera simultánea o no, por ejemplo: 

citoquinas proinflamatorias que estimulan al sistema inmune para atacar y así 

reducir la carga microbiana del patógeno, pero al mismo tiempo generan daño 

colateral en tejidos afectan a la tolerancia y resistencia en simultáneo; por otro 

lado, anticuerpos que van dirigidos hacia el patógeno en sí, u otros que atacan a 
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las toxinas que él mismo produce afectan a la resistencia y tolerancia por 

separado [Schneider y col., 2008; Raberg y col., 2009]. 

5.1. Tolerancia y resistencia de ratones BALB/c (BALB) y C57BL/6 (C57) 
frente a distintas infecciones. 

  Modelos infecciosos han sido ampliamente caracterizados y utilizados en 

distintas cepas de ratón. Varias características de las cepas utilizadas en la 

presente tesis, las han hecho útiles para el estudio de enfermedades infecciosas; 

sobre todo, por la diferencia en su respuesta inmunológica. La cepa BALB fue 

descrita como más propensa a desarrollar una respuesta inmunológica con un 

perfil celular de linfocitos T CD4+ colaborador tipo 2 (Th2) frente a una infección, 

mientras que la cepa C57 es más propensa a desarrollar un perfil celular de 

linfocitos T CD4+ colaborador tipo 1 (Th1). Esta diferencia fue utilizada para 

caracterizar que respuesta inmunológica es conveniente montar frente a 

determinados patógenos. En general, para microorganismos extracelulares se los 

considera a los ratones BALB como una cepa más resistente ya que la producción 

de anticuerpos anti-patógeno ayuda a la eliminación de éstos. Por el contrario, los 

ratones C57 son más resistentes a microorganismos intracelulares los cuales 

requieren de un perfil citotóxico para su eliminación.  

Acorde a lo mencionado anteriormente, los ratones BALB mostraron mayor 

resistencia frente a la infección con el helminto Heligmosomoides polygyrus. 

Expulsan lentamente a los helmintos a partir del día 14 y no establecen una 

infección crónica como los ratones C57 infectados, que representan a la cepa 

susceptible [Smith y col., 2018]. Frente a la enfermedad chagásica ocasionada 

por Trypanosoma cruzi, la cepa C57 es más resistente; sin embargo, es menos 

tolerante que la cepa BALB, la cual monta un mecanismo (liberación del factor de 

crecimiento transformante beta; TGF-β) durante los estadios tempranos de la 

infección que le garantiza la no cronificación de la enfermedad [Ferreira y col., 

2018]. Los ratones C57 mostraron ser más resistentes a infecciones por Listeria 

monocytogenes debido a la producción temprana de IL-12 e IL-15 por células 

dendríticas, indicando la importancia de la liberación de la IL-12 para promover un 

perfil Th1 [Liu y col., 2000; Bou Ghanem y col., 2011]. También, la cepa C57 es 

resistente frente a un patógeno murino intracelular, el Mycoplasma pulmonis, 
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mientras que la cepa BALB es susceptible debido a que estos últimos montan un 

perfil celular de linfocitos T CD4+ colaborador tipo 17 (Th17) con niveles 

sostenidos de IL-17A. La administración de un anticuerpo monoclonal anti-IL-17A 

redujo en los ratones BALB la severidad de la infección pulmonar y también el 

reclutamiento de polimorfonucleares al sitio de infección sin afectar la carga 

microbiana [Mize y col., 2018], proponiéndose como un mecanismo que ayuda a 

mejorar la tolerancia. En el modelo de ratón de la enfermedad de Lyme, Borrelia 

burgdorferi causa un amplio rango de gravedad que depende del genotipo del 

ratón infectado. Los ratones BALB regulan la gravedad de la enfermedad al 

controlar el número de espiroquetas en los tejidos, lo que indica que esta cepa 

utiliza mecanismos de resistencia para controlar la infección. En contraposición, 

los ratones C57 no desarrollan artritis severa independientemente del número de 

espiroquetas encontradas en los tejidos, lo que indica que estos ratones son 

capaces de controlar la patología a través de mecanismos de tolerancia [Ma y 

col., 1998]. Frente a infecciones virales, los ratones C57 suelen presentar una 

mejor evolución que los ratones BALB. Por ejemplo, en la infección con 

Cytomegalovirus fue identificada una población de células “natural killer” (NK) 

secretoras de interferón (IFN) gamma (IFN-γ) en el bazo de ratones C57 que 

eficazmente eliminaron al patógeno. La reducción de la carga microbiana les 

confiere un mecanismo de resistencia a esta cepa murina en comparación a la 

cepa BALB, en la cual la función deficiente de las células NK se acompañó de una 

respuesta T CD8+ menos efectiva [Lu y col., 2018]. En cuanto a la infección con 

Salmonella typhimurium, un patógeno extracelular invasivo, los ratones BALB son 

más resistentes que los ratones C57 debido a la particularidad que poseen mayor 

cantidad de inmunoglobulinas A innatas polireactivas que son capaces de 

reconocer inespecíficamente a S. typhimurium y, además de su función de 

exclusión, permiten la translocación de bacterias recubiertas de IgA hacia las PP 

favoreciendo la inducción de una respuesta inmune específica [Fransen y col., 

2015]. 
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6. MODELOS MURINOS DE SUH. 

Diversas evidencias demuestran que el ratón es un modelo aceptado para 

estudiar múltiples aspectos del SUH observado en humanos, especialmente la 

participación de la respuesta inflamatoria y antiinflamatoria.  

Los ratones son los animales más comúnmente utilizados para la investigación 

preclínica dado que los costos de mantenimiento son relativamente bajos, son 

fáciles de manipular y presentan una ventaja en lo que respecta a su reproducción 

y gestación.  

Múltiples modelos murinos de SUH han sido desarrollados simplemente 

inyectando la Stx2 purificada vía e.v. La inoculación de Stx2 causa daño renal 

agudo severo y muerte [Pineda y col., 2021], y en algunos casos también se 

observa daño en el sistema nervioso central [Berdasco y col., 2019]. Las 

principales lesiones renales agudas que se observan en ratones adultos son focos 

necróticos en los túbulos renales. A pesar de que el glomérulo del ratón no 

expresa al receptor Gb3, la inyección e.v. de Stx2 genera lesiones glomerulares 

que son asociadas a las alteraciones sistémicas ocasionadas, tal como trombosis 

y una perfusión renal disminuida, secundaria a un desbalance hemodinámico 

[Karpman y col., 1998; Dran y col., 2002]. Otro modelo de inyección e.v. consiste 

en administrar Stx2 purificada junto con LPS en ratones adultos, el cual es otro 

factor de virulencia de las bacterias STEC. En este modelo casi todas las 

características del SUH observadas en humanos fueron reproducidas [Palermo y 

col., 2000; Keepers y col., 2006; Sauter y col., 2008]. A su vez, otros signos 

característicos del SUH fueron observados en los dos modelos descriptos 

anteriormente, tales como activación plaquetaria, trombocitopenia, leucopenia y 

neutrofilia [Dran y col., 2002; Fernández y col., 2006]. En conclusión, el modelo 

murino por inyección e.v. de Stx2 permite evaluar distintos parámetros que 

suceden durante el desarrollo del SUH. 

La infección con bacterias STEC y su evolución hacia manifestaciones 

sistémicas del SUH pudo ser establecida en diversos modelos murinos, en los 

cuales se observan principalmente insuficiencia renal, deshidratación y muerte. 

Debido a que los ratones adultos son resistentes a las infecciones con STEC, 

diversas aproximaciones fueron desarrolladas para hacerlos susceptibles a la 
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infección. Uno de los primeros modelos murinos consistió en el tratamiento con 

antibióticos (estreptomicina o mitomicina C) para reducir la microbiota comensal 

del intestino y así aumentar la capacidad de las STEC para colonizar el intestino 

en ausencia de competencia [Shimizu y col., 2003; Lin y col., 2017]. Sin embargo, 

la exposición de bacterias STEC a antibióticos incrementa la liberación de Stx y 

puede inducir una respuesta inmune anormal en ratones [Domingo y col., 1995; 

Tarr y Freedman. 2022]. En particular, la mitomicina C no solamente activa fagos 

temperados que codifican la Stx2, sino que también induce microangiopatía por sí 

misma [Molyneux y col., 2005]. Dentro de los modelos que consisten en la 

eliminación de la microbiota comensal intestinal, se agrupa al uso de ratones 

libres de gérmenes (GF) [Eaton y col., 2017] y ratones gnotobióticos [Saito y col., 

2019]. El hecho de lo que los ratones pretratados con antibióticos o GF carezcan 

de una microbiota intacta introduce limitaciones en su utilidad para estudiar la 

infección que tendría lugar de manera natural. Una de las ventajas que presenta el 

modelo murino que usa ratones gnotobióticos consiste en observar la interacción 

de determinadas bacterias de interés junto con las bacterias STEC, y evaluar su 

potencial efecto inhibitorio contra la progresión sistémica. Varios investigadores 

introdujeron otras alternativas en el contexto de una microbiota intestinal normal, 

como la mantención de ratones bajo condición de malnutrición calórico-proteica 

después del destete [Kurioka y col., 1998]. La mayor susceptibilidad de ratones 

malnutridos a bacterias STEC se asoció al deterioro del sistema inmune no 

específico de la mucosa intestinal, y a una disrupción de la barrera epitelial que se 

refleja en una mayor permeabilidad intestinal. También, recientemente ha sido 

propuesto un modelo murino de infección con cepas STEC previo tratamiento con 

dextrán sulfato de sodio [Hall y col., 2018]. Este químico induce una colitis aguda 

en los ratones generando inflamación intestinal, daño en los enterocitos y 

disrupción de las uniones estrechas ocasionando una mayor permeabilidad 

intestinal. Mohawk y colaboradores desarrollaron un modelo en el que observaron 

que ratones adultos con una microbiota comensal intacta infectados con una 

cepa de E. coli O157:H7 presentaban colonización intestinal y daño tubular renal, 

además de aproximadamente un 30% de mortalidad [Mohawk y col., 2010]. 

Nuestro grupo de investigación ha desarrollado un modelo de SUH mediante la 
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infección de ratones al momento del destete con una cepa E. coli O157:H7. Este 

modelo mantiene una microbiota comensal intacta y, además, es posible 

observar manifestaciones sistémicas del SUH posterior a la infección, como 

insuficiencia renal, leucopenia, neutrofilia y muerte en un 50 % de los ratones 

[Fernández-Brando y col., 2014].    

A pesar del conocimiento generado durante años con relación a la participación 

de la respuesta inflamatoria sistémica en la patogénesis del SUH, es poco lo 

sabido acerca de los cambios inducidos localmente en el tracto gastrointestinal 

durante los primeros estadios de la infección, y su impacto sobre la evolución a 

enfermedad sistémica. Para definir los cambios que ocurren localmente en la 

respuesta inmune innata y adaptativa, y su relación con la microbiota, es de vital 

importancia utilizar un modelo murino de infección gastrointestinal con cepas 

STEC.   

7. INMUNIDAD DE MUCOSAS. 

La respuesta inmunitaria que se desencadena frente a antígenos que 

penetraron los tejidos o se diseminaron en la sangre, se denomina respuesta 

inmune sistémica y se inicia en los ganglios linfáticos periféricos y en el bazo. Sin 

embargo, hay otro compartimento del sistema inmunitario localizado en las 

superficies donde casi todos los agentes patógenos invaden, y a éste se lo 

denomina sistema inmune de mucosas.   

El tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) se enfrenta diariamente a una 

gran cantidad y variedad de antígenos. El MALT no solamente protege al 

organismo de la invasión y diseminación sistémica de patógenos y limita el nivel 

de penetración de los microorganismos comensales, sino que también debe 

diferenciar entre estos microorganismos proporcionando una inmunidad activa 

únicamente contra patógenos invasores y no contra microorganismos 

comensales y/o “beneficiosos”. Se denominan de esa manera ya que 

proporcionan beneficios esenciales para la salud dentro de los cuales se 

destacan la prevención de la colonización por patógenos [Pickard y col., 2017], la 

detoxificación de ácidos biliares [Staley y col., 2017], el metabolismo de 
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carbohidratos no digeribles [Woting y Blaut. 2016] y la producción de metabolitos 

claves en la salud humana [Oliphant y Allen-Vercoe, 2019].   

El MALT está compuesto por 3 barreras: una barrera física, una barrera 

biológica y una barrera inmunológica [Assimakopoulos y col., 2018]. Cabe 

destacar que esta separación no es absoluta, ya que existe un diálogo constante 

entre ellas. A su vez, estas barreras protegen al hospedador de la colonización y 

diseminación de patógenos a través de una amplia variedad de mecanismos de 

defensa.  

 

7.1. Barrera física. 

La superficie mucosa de los aparatos digestivo, respiratorio y genitourinario 

está cubierta por células epiteliales que se enfrentan diariamente con un 

microambiente densamente poblado por microorganismos. Entre los diferentes 

epitelios, el intestinal es el más estudiado y será tomado como ejemplo para 

describir la funcionalidad de la barrera epitelial. La barrera epitelial intestinal 

juega un papel crucial en la protección del hospedador frente a infecciones 

gastrointestinales [Okumara y Takeda. 2017]. La continuidad del epitelio 

constituye una primera y formidable barrera frente a los microorganismos 

presentes en la luz. Dichas células epiteliales presentan microvellosidades que se 

proyectan desde el polo apical hacia la luz del intestino y están asociadas a una 

densa red intracelular de filamentos de actina que se conectan con las uniones 

estrechas entre las células epiteliales intestinales regulando la permeabilidad de 

la monocapa y, en consecuencia, la función de barrera de este epitelio 

[Shashikanth y col., 2017]. 

Además, la capa de células epiteliales está recubierta de una capa espesa 

de mucus, el cual está ampliamente distribuido a lo largo del tracto 

gastrointestinal y es producido por las células caliciformes presentes en las 

criptas y en las vellosidades del intestino delgado, colon y recto [Sansonetti. 2004; 

Magalhaes y col., 2007]. El mucus presenta una estructura rígida y viscosa (debido 

fundamentalmente a las mucinas, su principal componente proteico), donde los 

microorganismos son atrapados y contiene, además, enzimas y moléculas 
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antimicrobianas producidas por el hospedador, inmunoglobulinas y 

microorganismos comensales [Chairatana y Nolan. 2017]. Para que un 

microorganismo acceda a la superficie apical del epitelio intestinal debe ser 

capaz de atravesar dicha capa de mucus, y esto es una característica que 

distingue a los microorganismos patógenos de los comensales [MacDonald. 2003; 

Newberry y Lorenz, 2005].  

Las células epiteliales intestinales son capaces de interactuar con el sistema 

inmune de mucosas mediante la producción de citoquinas y quimioquinas 

[Larsen y col., 2020]. La interacción continua entre la microbiota y el epitelio 

intestinal conduce a una constante activación del sistema inmune [Rescigno. 

2014]. La regulación de esta respuesta, junto con la preservación de la integridad 

y la permeabilidad de la barrera epitelial en presencia de microorganismos 

comensales y patógenos invasores, es esencial para el mantenimiento de la 

homeostasis intestinal. Si esta regulación se ve afectada, puede conllevar a una 

eventual inflamación y/o infección. 

 

7.2. Barrera biológica: Microbiota intestinal.  

La microbiota intestinal consiste en una comunidad microbiana muy diversa, 

dentro de la cual se incluyen bacterias, hongos y virus, que conviven en un nicho 

ecológico en simbiosis con el hospedador. En el proceso de colonización de ese 

nicho por la microbiota comensal, se ven afectadas varias funciones fisiológicas 

del hospedador, incluida la regulación de la inmunidad protectora contra 

patógenos [Slack y col., 2009].  

Hay diversos mecanismos mediante los cuales la microbiota intestinal 

previene la colonización, sobrecrecimiento y el daño inducido por patógenos. Uno 

de ellos se denomina resistencia a la colonización, donde los microrganismos 

comensales y los patógenos invasores compiten por la disponibilidad de 

nutrientes y/o por un espacio en ese nicho ecológico [Chiu y col., 2017]. Las 

bacterias comensales censan continuamente moléculas liberadas durante la 

duplicación bacteriana en el microambiente intestinal, monitoreando así la 

densidad de la población y ajustado su expresión genética en consecuencia, un 
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mecanismo llamado “quorum sensing” [Thompson y col., 2016]. Las bacterias 

comensales hacen uso de este mecanismo para garantizar la homeostasis 

intestinal, mientras que los patógenos lo utilizan para minimizar la respuesta 

inmunológica del hospedador y así aumentar su patogenicidad [Iacob y col., 

2018]. Además, la microbiota comensal previene la colonización e infección del 

hospedador mediante la secreción de diversas moléculas que afectan a la 

viabilidad de los patógenos, como ROS que generan daño en estructuras 

celulares (daño al ADN y la oxidación de ácidos grasos y proteínas) [Qin y col., 

2020], la liberación de bacteriocinas (que son proteínas con efectos 

bacteriostáticos o bactericidas) [Kim y col., 2017] y la producción de ácidos 

grasos de cadena corta (SCFA), los cuales median muchas funciones 

inmunoprotectoras que se destacarán más adelante.  

La microbiota intestinal es necesaria no sólo para defender al hospedador de 

la colonización con patógenos, sino que también es fundamental para el 

desarrollo de la inmunidad de mucosas. Estudios en ratones GF demostraron que 

éstos poseen menor cantidad de linfocitos intraepiteliales y de células 

plasmáticas secretoras de IgA en la lámina propia (LP), así como también de 

linfocitos T regulatorios (Treg) en comparación con ratones libres de patógenos 

(SPF) [Pickard y col., 2017]. También, los ratones GF tienen una menor expresión 

del ARN mensajero (mARN) de péptidos antimicrobianos en comparación con 

ratones convencionales [Karlsson y col., 2008]. Además, las placas de Peyer (PP) 

en los ratones GF poseen centros germinales más pequeños que las de los 

ratones convencionales [Mcdermott y Huffnagle. 2014]. Por otro lado, los SCFA 

son producidos por la microbiota intestinal a partir de componentes de la dieta e 

incrementan la producción de péptidos antimicrobianos y la secreción de mucus 

por células epiteliales intestinales especializadas y estimulan la maduración y la 

expansión de Treg en la mucosa intestinal, los cuales atenúan las respuestas 

inflamatorias locales [Schnupf y col., 2018]. A su vez, los SCFA fomentan la 

homeostasis intestinal al incrementar la función de la barrera epitelial mediante la 

inducción de la proliferación y diferenciación de las células madre intestinales a 

células epiteliales [Lazar y col., 2018]. Además, los SCFA inducen la proliferación 

y diferenciación de las células innatas linfoides al subtipo 3, las cuales liberan IL-
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22, una citoquina involucrada en la síntesis y liberación de péptidos 

antimicrobianos por parte de las células epiteliales intestinales e involucrada 

también en la reparación tisular [Chun y col., 2019].  

En individuos sanos, la microbiota se compone principalmente de 4 filos: 

Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria y Actinobacteria [Nejadghaderi y col., 

2021]. La homeostasis intestinal esta caracteriza por la predominancia de 

anaerobios estrictos, fundamentalmente del filo Firmicutes y la familia 

Bifidobacteriaceae, y una expansión de anaerobios facultativos, como 

Enterobacteriaceae, es un marcador común de disbiosis [Martin-Gallausiaux y 

col., 2018]. Algunas especies del filo Bacteroidetes pueden producir polisacárido 

A, el cual inhibe la producción de IL-17 y aumenta la actividad de Treg [Cheng y 

col., 2019]. En conformidad con lo anteriormente mencionado, la colonización del 

intestino grueso con cepas de Clostridios aumenta los niveles de TGF-β en la LP y 

promueve la formación de Treg [Nagano y col., 2012]. A su vez, las bacterias 

comensales estimulan la diferenciación de las células caliciformes con la 

consecuente producción de la capa de mucus protectora. También, disminuyen la 

migración de fagocitos, son capaces de estimular a los linfocitos del bazo, 

intervienen en la activación de los macrófagos y en la maduración de las células 

NK [Francino. 2014; Khosravi y col., 2014; Owaga y col., 2015; Gorjifard y 

Goldszmid. 2016]. 

Mientras que las bacterias comensales poseen una capacidad para inducir 

Treg y suprimir la inducción de respuestas inflamatorias [Grainjer y col., 2018], los 

patógenos las favorecen mediante la activación de DC con la sucesiva liberación 

de citoquinas proinflamatorias y como resultado, los linfocitos T vírgenes se 

diferencian a linfocitos Th1 y Th17, dando lugar a respuestas inmunes 

proinflamatorias.  

La coexistencia pacífica entre el hospedador y las bacterias comensales es un 

ejemplo clásico de mutualismo, el cual funciona a pesar de la abundancia de 

moléculas bacterianas que pueden potencialmente activar receptores de 

reconocimiento de patrones moleculares (RRP), disparando una respuesta 

inmune innata [Rakoff-Nahoum y col., 2004]. 
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7.3. Barrera inmunológica: Inmunidad innata. 

La inmunidad innata proporciona protección inespecífica contra 

microorganismos que son capaces de colonizar el epitelio de las mucosas 

durante una primera exposición. Se destacan dos mecanismos principales: la 

secreción de péptidos antimicrobianos y el reclutamiento de células inmunes. 

 

7.3.1. Péptidos antimicrobianos. 

Las células epiteliales y las células de Paneth son las encargadas de producir 

y secretar péptidos antimicrobianos en respuesta a bacterias o patógenos 

presentes en el lumen [Cazorla y col., 2018]. Son moléculas con propiedades 

bactericidas, antiinflamatorias y antiendotóxicas [Vandamme y col., 2012]. Tienen 

una amplia actividad bactericida contra bacterias Gram positivas y Gram 

negativas, dadas sus propiedades anfipáticas que les permiten interactuar con las 

membranas celulares y producir la lisis bacteriana [Ebbensgaard y col., 2015; 

Malanovic y Lohner. 2016]. Dentro de los péptidos antimicrobianos se destacan a 

las defensinas, las catelicidinas, las lectinas, entre otros [Blyth y col., 2020].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Imagen 5. Esquema representativo simplificado de la estructura y 

compartimentalización de la mucosa intestinal, observándose la barrera física y la 

barrera biológica, junto con los péptidos antimicrobianos que conforman a la 
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inmunidad innata. Plantilla tomada de la aplicación BioRender, creada por Ruslan 

Medzhitov.  

 

7.3.2. Reclutamiento de células inmunes. 

Cuando los patógenos logran superar todas las barreras físicas, químicas y 

biológicas; lo que implica atravesar la capa de mucus y competir contra la 

microbiota comensal y resistir a la acción de péptidos antimicrobianos, entran en 

contacto estrecho con la capa de células epiteliales. Estas células censan a los 

microorganismos a través de sus RRP, los cuales reconocen moléculas 

conservadas en bacterias, virus y hongos, conocidos como patrones moleculares 

asociados a patógenos (PAMP) [Maldonado-Contreras y McCormick. 2011; 

McClure y Massari, 2014]. Dentro de los RRP, se destacan a los TLR (presentes en 

la membrana plasmática celular o asociados con organelas intracelulares), 

receptores de lectina tipo C (CLR), receptores similares al dominio de 

oligomerización de unión a nucleótidos (NOD) (NLR) (citosólicos) y sensores 

citosólicos de ADN y ARN [Akira y col., 2001; Gewirtz y col., 2001; Hayashi y col., 

2001]. Normalmente, la microbiota no se encuentra en contacto estrecho con el 

epitelio, evitando de esta manera la activación de respuestas inmunitarias 

innecesarias o que resulten nocivas para el hospedador, sino que están 

confinadas en la capa de mucus que lo recubre [Johansson y Hansson, 2016]. Por 

el contrario, los patógenos son aquellos microorganismos que se adhieren 

firmemente al epitelio para llevar a cabo su colonización y duplicación. Durante 

este proceso, son reconocidos por los RRP presentes en las células epiteliales y 

disparan distintas cascadas de señalización que conllevan a la activación de una 

respuesta inflamatoria apropiada para cada microorganismo [den Besten y col., 

2015]. La activación de los RRP conduce a la síntesis y secreción de quimioquinas 

y citoquinas proinflamatorias como IL-8, IL-6, IL-12p70 y el TNF-α, las cuales 

inducen la activación y/o el reclutamiento de una variedad de células inmunes en 

el foco de infección [Fukata y Arditi. 2013; Ye y col., 2019], como DC, macrófagos, 

granulocitos, monocitos, células linfoides innatas, linfocitos intraepiteliales, 

células NK; entre otros actores, que tienen la labor de identificar y llevar a cabo 
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una respuesta inmune exitosa que garantice la neutralización de los patógenos 

invasores [Qiu y Yang. 2013; Chang y col., 2014; Meehan y col., 2014; Mukherjee y 

col., 2014; Nikoopour y col., 2015].   

Una respuesta inmune innata efectiva posibilita el apropiado reclutamiento y 

activación de células inmunes específicas necesarias para una respuesta de 

anticuerpos robusta, promoviendo la eliminación de los patógenos [Bai y col., 

2020] y reduciendo la severidad de la patología ante una reinfección [Chakraborty 

y col., 2016], gracias al montaje de una respuesta inmunológica más rápida y 

eficiente. Sin embargo, además de proporcionar protección, las células de la 

inmunidad innata, como los PMN, podrían contribuir con la diarrea y el daño 

epitelial, formando abscesos en las criptas [Mumy y McCormick. 2009], o con el 

aumento en la permeabilidad intestinal a toxinas bacterianas [Rogers y col., 

2006].  

 

7.4. Barrera inmunológica: Inmunidad adaptativa. 

El conjunto de linfocitos y estructuras linfoides presentes en las mucosas 

recibe el nombre de MALT, el cual funciona como una unidad, y comprende 

diferentes sistemas operativos en distintas localizaciones: el tejido linfoide 

asociado al tracto gastrointestinal (GALT), el tejido linfoide asociado al árbol 

bronquial (BALT), el tejido linfoide asociado al tracto nasofaríngeo (NALT), el tejido 

linfoide asociado a la glándula mamaria, el tejido linfoide asociado a las glándulas 

salivares y lagrimales, el tejido linfoide asociado a los órganos genitourinarios, el 

tejido linfoide asociado a la piel y el tejido linfoide asociado al oído interno. Todos 

los tejidos linfoides que integran al MALT se caracterizan por poseer 

compartimentos que se clasifican como sitios inductores, donde se lleva a cabo 

la generación de una respuesta inmune adaptativa, y sitios efectores, donde se 

despliega dicha respuesta [Chirdo. 2008]. Entre los primeros encontramos las PP 

en el intestino delgado, los FLA presentes a lo largo de todo el intestino delgado y 

grueso, y los nódulos linfáticos mesentéricos (MLN) que drenan al intestino; en el 

NALT se destacan las amígdalas palatinas, adenoides y amígdalas linguales, y 

tanto en el NALT como en el BALT se encuentran folículos linfoides similares a los 
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intestinales en la pared de la parte alta de las vías respiratorias; así como también 

ganglios regionales a cada tejido linfoide, dentro de los cuales se destacan los 

cervicales y los mediastínicos. Los sitios efectores en el GALT están constituidos 

por la LP y el epitelio intestinal donde las células inmunes adaptativas activadas 

se localizan y ayudan a mantener la integridad de la barrera epitelial, a la vez que 

confieren inmunidad protectora [Ahluwalia y col., 2017]; los demás tejidos 

linfoides que conforman el MALT, cuentan con sitios efectores con una 

organización similar a la LP del intestino, donde por debajo del epitelio se 

encuentran numerosas células inmunes que son reclutadas desde los sitios 

inductores o que yacen allí.  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Imagen 6. Conjunto de estructuras linfoides que conforman al MALT. Mucosa del 

tracto respiratorio, del tracto digestivo, del tracto urinario, glándulas salivares, 

glándula mamaria, glándulas lagrimales, el apéndice, las amígdalas y las 

adenoides. Cabe destacar que, si bien no se encuentra representado, el tejido 

linfoide asociado a la piel también conforma al MALT. Plantilla tomada de la 

aplicación BioRender, no detallándose el nombre del autor. 

7.4.1. Sitios inductores. 

Nos concentraremos fundamentalmente en describir estructuras 

pertenecientes al GALT, ya que es el compartimento del MALT que ha sido más 
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caracterizado y las STEC, bacteria con la que se trabajará a lo largo de toda esta 

tesis, genera una infección gastrointestinal. Sin embargo, cabe destacar que, por 

ejemplo, una respuesta inmunológica inducida en el NALT y BALT puede 

desplegarse hacia el GALT y el tejido linfoide asociado a los órganos 

genitourinarios, poniendo en evidencia que el MALT funciona como una unidad y 

que, si bien está compartimentalizado, hay un diálogo constante entre sus 

componentes [Habibi y col., 2015; Asadi Karam y col., 2016].  

Las PP son agregados linfoides macroscópicos localizados en la pared 

antimesentérica, a lo largo de todo el intestino delgado. Las PP consisten en 

grandes folículos de linfocitos B, con áreas de linfocitos T interfoliculares. Los FLA 

tienen una estructura similar a las PP, pero se diferencian de estas porque tienen 

un menor tamaño. En ambas estructuras, las áreas linfoides están separadas del 

lumen intestinal por una capa simple de epitelio columnar, denominado epitelio 

asociado al folículo, que difiere del resto del epitelio ya que presenta menores 

niveles de enzimas digestivas y microvellosidades menos pronunciadas; además, 

está cubierto por una escasa capa de mucus y posee una gran abundancia de 

células M [Reboldi y Cyster. 2016]. Estas células, además de carecer de 

microvellosidades, son enterocitos que desempeñan un rol fundamental en el 

transporte de antígenos luminales, incluyendo antígenos bacterianos, víricos y 

complejos inmunes con IgA mediante transcitosis hacia su cara basolateral 

[Dillon y Lo. 2019]. Allí, las células M permiten la interacción de los antígenos 

captados con las células inmunes que se encuentran en el domo subepitelial. Por 

debajo y en proximidad a dicho domo, se hallan folículos centrales de linfocitos B 

compuestos por centros germinales activos. Alrededor de ellos, se forma un 

compartimento denominado manto que contiene linfocitos B vírgenes. El manto, 

a su vez, está rodeado por una zona marginal más grande que contiene linfocitos 

B de memoria y linfocitos B fenotípicamente similares a los de la zona marginal 

esplénica. Junto con los folículos ricos en linfocitos B, las PP y los FLA contienen 

zonas de linfocitos T perifoliculares que sirven como reservorios de linfocitos T 

vírgenes y de memoria.  
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Imagen 7. Compartimentalización de una PP en la mucosa intestinal y la 

localización celular en cada uno de los distintos compartimentos. Dentro del 

folículo (identificado en la imagen de color celeste), también se encuentran 

células dendríticas foliculares y linfocitos Thf. En las zonas T (en amarillo), 

también se hallan células dendríticas convencionales. A fin de simplificar la 

ilustración, no se incorporaron linfocitos, macrófagos y células dendríticas 

presentes en estrecho contacto con la superficie basolateral de las células M, ni 

tampoco a los linfocitos B y T presentes en sus respetivas áreas. Imagen tomada 

del capítulo “Inmunidad en las mucosas” del libro “Introducción a la Inmunología 

humana” (Chirdo, 2008).  

 

7.4.2. Sitios efectores.   

La llegada de las células activadas desde los sitios inductores hacia los 

efectores ocurre a causa de que, durante la activación, estas células pierden la 

expresión de L-selectina y aumentan la expresión de la integrina α4β7 y el receptor 

para quimioquinas C-C (CCR) tipo 9 [Telen. 2014; Habtezion y col., 2016], para el 

direccionamiento a intestino. Otras moléculas como CCR4, CCR10, la integrina 

α4β1 y el antígeno leucocitario cutáneo están involucrados en el 
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direccionamiento de las células inmunes a piel; y la proteína inflamatoria de 

macrófagos 1-α que se une a CCR3 y CCR4 contribuye a la migración de células 

inmunes a pulmón [Fu y col., 2013]. 

En la adquisición de los receptores que direccionan a las células activadas 

hacia la LP y hacia la capa de células epiteliales del intestino, donde ejecutan sus 

acciones efectoras, está implicada la producción de ácido retinoico por las DC. 

Las DC del GALT sintetizan ácido retinoico a partir de la vitamina A adquirida en la 

dieta, utilizando la enzima retinal deshidrogenasa [Sirisinha. 2015; Oliveira y col., 

2018]. 

La LP, al igual que otros sitios efectores del MALT, está constituida 

mayoritariamente por Treg, linfocitos T CD4+ y CD8+ de memoria y efectores, 

plasmoblastos y células plasmáticas secretoras de anticuerpos; células 

fundamentalmente de la inmunidad adaptativa. De las células consideradas parte 

de la inmunidad innata, se destaca la presencia de DC, macrófagos, linfocitos 

intraepiteliales y las células linfoides innatas. Todas estas células mencionadas 

anteriormente no están localizadas en un mismo sitio, sino que se encuentran en 

distintos compartimentos, preferentemente por debajo del epitelio, relativamente 

adyacentes a la cara basolateral de los enterocitos [Gross y col., 2015; Tanoue y 

col., 2016; Ahluwalia y col., 2017; Mörbe y col., 2021]. Los linfocitos T CD4+ se 

distribuyen uniformemente a lo largo de las criptas [Fu y col., 2019], mientras que 

los linfocitos T CD8+ migran preferencialmente hacia el epitelio. Por otro lado, los 

linfocitos intraepiteliales se hallan inmersos en el epitelio intestinal [Ahluwalia y 

col., 2017; Konjar y col., 2017].  

 

7.4.3. Presentación antigénica. 

Las células presentadoras de antígenos, fundamentalmente DC, derivan de 

precursores hematopoyéticos y son principalmente de linaje mieloide, aunque se 

ha observado su plasticidad ontogénica [Ardavín. 2003]. Las DC emiten 

pseudópodos a través de las uniones estrechas de las células epiteliales con la 

finalidad de captar antígenos luminales o captan los antígenos que les son 

proporcionados a través de las células M [Rescigno y Borrow. 2001]. El 
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reconocimiento de PAMP a través de los respectivos receptores induce la 

maduración de las DC [Gordon. 2002], que se manifiesta a través de la expresión 

en superficie de moléculas coestimuladoras, como el clúster de diferenciación 

(CD) 86 (CD86), CD40, CD80 y al aumento de la densidad del complejo mayor de 

histocompatibilidad II (MHCII) y el MHC I [Macagno y col., 2007; Hespel y Moser. 

2012; Hervas-Stubbs y col., 2012]. Simultáneamente, se induce la síntesis y 

liberación de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias como TNF-α, IL-6, IL-12 

p70, IL-23, IL-18, IL-1β e interferones de tipo I (α/β), entre otras. Las DC maduras 

que migran a los ganglios linfáticos, o las que se ubican inmediatamente debajo 

del domo subepitelial, estimulan en la zona perifolicular o en la zona del manto al 

clon de linfocitos T y/o linfocitos B virgen que a través de su receptor de células T 

(TCR) o receptor de células B (BCR) reconocen específicamente la secuencia 

aminoacídica que se les está presentando bajo el contexto péptido/MHC.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Imagen 8. Representación de la activación de las DC, la presentación antigénica y 

de la migración a órganos linfoides secundarios para activar a los linfocitos T. 

Plantilla tomada de la aplicación BioRender, creada por Akiko Iwasaki.  

7.4.4. Polarización de linfocitos T y respuesta efectora.  

El clon de linfocitos T que reconoce específicamente a través de su TCR al 

péptido que se le es presentado bajo el contexto MHCII por las DC, se activa y se 

expande clonalmente gracias también a la interacción del CD28 y del CD40 

ligando (CD40L) presentes en la superficie del linfocito T con las moléculas 
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coestimuladoras expresadas en la DC madura (CD80/86 y CD40). Sin la 

interacción de estos receptores, el clon del linfocito T entraría en anergia y moriría 

por apoptosis, no pudiéndose activar, proliferar y diferenciarse [Ewing y col., 

2013].  

En la diferenciación de los linfocitos se ven involucradas citoquinas 

proinflamatorias liberadas por las DC como IL-12 e IL-18, que están asociadas a la 

diferenciación de linfocitos T CD4+ hacia un perfil celular de tipo Th1 [Novick y 

col., 2013; Ashour y col., 2020]. Las citoquinas IL-4 e IL-33 están involucradas en 

la diferenciación de linfocitos T CD4+ vírgenes a un perfil de tipo Th2 [Paul, WE. 

2010; Peine, M y col., 2016], la secreción de IL-6 e IL-23 en la diferenciación hacia 

un perfil celular de tipo Th17 [Kimura y Kishimoto. 2010; Yamashita y col., 2011; 

Revu y col., 2018] y las citoquinas IL-21 e IL-6 intervienen en la diferenciación de 

los linfocitos T CD4+ colaboradores foliculares (Thf) [Spolski y Leonard. 2010; Eto 

y col., 2011]. Por otro lado, la liberación de citoquinas antiinflamatorias como IL-

10 y TGF-β promueven la diferenciación de los linfocitos T CD4+ hacia un perfil 

Treg [Hsu y col., 2015; Wang y col., 2023].  

Cada perfil de linfocito T efector produce citoquinas claves que determinan su 

auto amplificación e inhiben a los otros perfiles. El perfil Th1 se caracteriza por la 

producción de IFN-γ y proporciona protección contra microorganismos 

intracelulares, como bacterias y virus [Krueger y col., 2021], el perfil Th2 se 

caracteriza por la producción de IL-4, IL-5 e IL-13 y se desarrolla en respuesta a 

infecciones con parásitos helmintos [Symowski y Voehringe. 2019], el perfil Th17 

se caracteriza por la producción de IL-17 e IL-22 y participa en la respuesta contra 

bacterias extracelulares y hongos [Li y col., 2018; Sugaya. 2020; Mills. 2022] y el 

perfil Thf se caracteriza por la secreción de IL-21 y posee un rol importante en la 

inmunidad protectora ayudando a las linfocitos B a producir anticuerpos frente a 

patógenos invasores [Gassen y col., 2021]. Las respuestas inmunes innatas y 

adaptativas son normalmente contenidas por los Treg y en ausencia de citoquinas 

proinflamatorias, los Treg y las citoquinas secretadas por estos (IL-10, TGF- β) 

aseguran que el estado basal en las mucosas sea un entorno tolerogénico por la 

inhibición directa de la función o la diferenciación de los linfocitos T efectores 

[Maynard y Weaver. 2009; Park y col., 2018; Tordesillas y Berin. 2018]. Además, la 
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tolerización del sistema inmune adaptativo a la microbiota comensal promueve la 

diferenciación de linfocitos T vírgenes hacia un perfil Treg en lugar de linfocitos T 

efectores [Barnes y Powrie. 2009; Lyu y col., 2022].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Imagen 9. Representación de la polarización de linfocitos T y las citoquinas 

liberadas por cada perfil celular. Se esquematiza las citoquinas liberadas por las 

DC maduras, que activan a determinados factores de transcripción involucrados 

en la polarización de los linfocitos T hacia cada perfil celular. También, se observa 

las citoquinas efectoras liberadas por cada perfil de linfocito T que los caracteriza. 

Plantilla tomada de la aplicación BioRender, creada por Akiko Iwasaki. 

 

 

7.4.5. Linfocitos B y producción de anticuerpos T-dependiente y T-
independiente. 

Los linfocitos B se originan a partir de una célula madre hematopoyética, de 

linaje linfoide, y pasan por diferentes etapas hasta convertirse finalmente en 

linfocitos B maduros y linfocitos B de la zona marginal. Los linfocitos B maduros 

migran hacia los folículos linfoides, dirigidos por citoquinas y quimioquinas, y 

recirculan entre estos, la linfa y la sangre en busca de antígenos exógenos [Vieira y 

Cumano. 2004; Ghosn y col., 2019]. 

La activación, proliferación y diferenciación de los linfocitos B a 

plasmoblastos, células plasmáticas secretoras de anticuerpos y células B de 
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memoria se puede iniciar de 2 maneras: una activación dependiente de linfocitos 

T y una activación independiente de estas células [Zubler. 2001]. Se habla de 

activación T dependiente, cuando los linfocitos B, particularmente los linfocitos 

B2 o clásicos, reconocen a antígenos exógenos a través de sus receptores de 

inmunoglobulina (Ig). Posteriormente, dicho antígeno es internalizado dentro de 

los linfocitos B2, donde es procesado y vuelto a expresar en la superficie en forma 

de péptidos en el MHCII. El clon de linfocito T CD4+ que posea un TCR capaz de 

reconocer específicamente a la secuencia de aminoácidos que el linfocito B2 le 

presenta bajo el contexto de MHCII, se activará y le suministrará al linfocito B 

citoquinas y otras señales necesarias para que éste último complete su 

activación. Cabe destacar que en el proceso de activación de ambas células se 

ven involucradas moléculas coestimuladoras como CD40 y CD80/86 sobre la 

superficie del linfocito B y CD40L y CD28 sobre el linfocito T CD4+ activado 

[Vinuesa y Chang. 2013; Nutt y col., 2015]. Dicho proceso de activación T 

dependiente se lleva a cabo en la zona de linfocitos T perifoliculares de los sitios 

inductores [Hoffman y col., 2016]. Los linfocitos B activados en esa zona peri o 

extrafolicular forman un foco primario de diferenciación hacia plasmoblastos; los 

cuales aún poseen la capacidad de dividirse y de activar a linfocitos T, mientras 

que secretan anticuerpos, fundamentalmente Ig de isotipo M (IgM). Estos 

linfocitos B en forma de plasmoblastos pueden continuar dividiéndose hasta 

alcanzar una diferenciación terminal y convertirse en células plasmáticas, las 

cuales ya no son capaces de dividirse. Estas plasmoblastos y células plasmáticas 

proporcionan anticuerpos que pueden unirse al antígeno, neutralizarlo y/u 

opsonizarlo para que sea fagocitado y destruido por macrófagos y neutrófilos 

[Vinuesa y Chang. 2013]. Sin embargo, la afinidad de dichos anticuerpos por el 

antígeno es relativamente baja, ya que todavía no han experimentado los 

procesos de hipermutación somática y de selección para la unión al antígeno y, 

por ende, solamente sirven en una primera instancia para restringir el número de 

microorganismos mientras se producen anticuerpos de alta afinidad [Chan y col., 

2009].   

Por otro lado, algunos linfocitos B2 activados en la zona peri o extrafolicular 

ingresan a los folículos y allí pasan por un proceso de proliferación rápida lo que 
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da como resultado la formación de grandes acumulaciones de linfocitos B 

específicos para el antígeno. El folículo se agranda a medida que los linfocitos B2 

que ingresan proliferan, y a dicho folículo se lo denomina centro germinal 

[Tarlinton. 2008]. Allí, los genes de los linfocitos B2 que codifican para las Ig 

quedan sujetos a 2 procesos importantes: la hipermutación somática y el cambio 

de isotipo. El primero de estos procesos requiere de la interacción con linfocitos T 

CD4+ y tiene como resultado la producción de anticuerpos con mayor afinidad y 

avidez al antígeno que estimuló originalmente a ese clon de linfocito B2 [Maul y 

Gearhart. 2010; Methot y Di Noia. 2017]. Para el cambio de isotipo también son 

necesarias señales coestimuladoras proporcionadas por linfocitos T CD4+ (la 

interacción CD40-CD40L) o, en ocasiones, la activación de TLR presentes en el 

linfocito B [Senger y col., 2015]. Normalmente, un linfocito B virgen expresa en su 

superficie receptores de Ig de isotipo D y M, y ante la presencia de determinadas 

citoquinas experimenta cambio de isotipo. En presencia de IL-4 realizan cambio 

de isotipo hacia IgG1 e IgE [Avery y col., 2008; Kashiwada y col., 2010], en 

presencia de TGF-β se produce un cambio de isotipo hacia IgA e IgG2b [Jang y col., 

2015; Senger y col., 2015], con IL-5 hacia IgA [Hashiguchi y col., 2020] y con IFN-γ 

hacia IgG3 e IgG2a [Mousavi y col., 2008; Mortensen y col., 2015].  

Ciertas subpoblaciones de linfocitos B poseen mecanismos para responder a 

clases particulares de antígenos con la producción de anticuerpos sin la 

colaboración de linfocitos T [Prieto y Felippe. 2017]. Estos antígenos suelen ser 

polivalentes, repetitivos y están compartidos entre muchas especies microbianas 

y se diferencian en 2 clases: antígeno timo independiente (TI) -1 y TI-2. Los 

antígenos TI-1, como el LPS bacteriano, estimulan a los linfocitos B a través de 

sus TLR y solo una pequeña fracción de los anticuerpos producidos serán 

capaces de unirse de manera eficiente al antígeno, ya que cuentan con una 

afinidad muy variable. Los antígenos TI-2, como polisacáridos bacterianos 

capsulares o la flagelina polimérica, son capaces de estimular parcialmente a los 

linfocitos B a través de sus BCR en ausencia de otras células y no pueden 

estimular a los linfocitos B inmaduros, ni tampoco actúan como activadores 

policlonales, a diferencia de los antígenos TI-1 [Bonilla y Oettgen. 2010; 

Quintanar-Stephano y col., 2010; Trück y col., 2013]. Los antígenos TI también 
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pueden proporcionar señales activadoras a los linfocitos B a través de las DC. 

Esto ocurre por la presentación antigénica a los linfocitos B a través de una vía 

endocítica no degradativa presente en las DC [Bergtold y col., 2005]. Durante este 

proceso, las DC liberan factores solubles inductores del cambio de isotipo 

estructural y funcionalmente relacionados a CD40L, incluyendo al factor 

activador de célula B perteneciente a la familia del TNF (BAFF), y un ligando 

inductor de la proliferación (APRIL) [Litinskiy y col., 2002; Schneider. 2005]. BAFF y 

APRIL inducen el cambio de isotipo activando a los linfocitos B en cooperación 

con citoquinas liberadas por las DC, macrófagos, células estromales y células 

epiteliales [Puga y col., 2011]. 

Los linfocitos B que median la respuesta de antígenos TI son 

fundamentalmente los linfocitos B1, los cuales predominan en las cavidades 

pleurales y peritoneales, y su principal función es proteger a dichas cavidades 

corporales contra infecciones [Haas. 2015]. De hecho, los anticuerpos secretados 

por los linfocitos B1 reconocen determinantes antigénicos expresados en 

bacterias del intestino y del sistema respiratorio, y se dirigen principalmente hacia 

antígenos repetidos comunes como la fosfatidil colina [Prieto y Felippe. 2017]. En 

respuesta a ligandos microbianos de TLR, los linfocitos B1 migran desde el 

peritoneo al intestino, incluyendo la LP, donde se diferencian a plasmoblastos y 

células plasmáticas secretoras de anticuerpos [Ha y col., 2006], y constituyen 

hasta el 50% del total de la población de células plasmáticas secretoras de IgA 

[Meyer-Bahlburg. 2015], siendo la principal fuente de anticuerpos naturales. 

Dichos anticuerpos son cruciales, ya que proporcionan un rápido reconocimiento 

y protección contra patógenos a los cuales no hubo una exposición previa, 

otorgando una protección clave durante el período comprendido entre la 

aparición de la infección y la producción de una respuesta inmune de anticuerpos 

específicos [Holodick y col., 2017].  

 

 

 

 

 



83 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Imagen 10. Esquema en donde se ve representada la producción de anticuerpos 

de manera T-dependiente (desencadena por antígenos capaces de ser 

reconocidos e internalizados por el BCR y presentados en la superficie de los 

linfocitos bajo el contexto de MHCII a linfocitos Thf) y T-independiente 

(desencadena por antígenos que activan a los linfocitos B a través de su BCR o de 

sus TLR y la producción de anticuerpos no requiere de la colaboración de 

linfocitos Thf). Plantilla tomada de la aplicación BioRender, creada por Akiko 

Iwasaki. 

 

7.4.6. Memoria inmunológica.  

Los linfocitos T de memoria pueden encontrarse en tejidos periféricos y se 

denominan linfocitos T de memoria residentes, en órganos linfoides secundarios 

donde reciben el nombre de linfocitos T de memoria central o asociados a tejido 

no linfoide, en especial mucosas, denominados linfocitos T de memoria efectora 

[Shin e Iwasaki. 2013]. Por su parte, los linfocitos B de memoria suelen hallarse en 

órganos linfoides secundarios [Yoshida y col., 2010], mientras que las células 

plasmáticas de vida media larga se encuentran en médula ósea secretando 

activamente anticuerpos por meses o incluso hasta años [Halliley y col., 2015]. 

Tanto los linfocitos B de memoria como los linfocitos T de memoria central, 

efectora y residentes que fueron estimulados inicialmente por un determinado 

antígeno, conforman a la llamada memoria inmunológica, y tienen la capacidad 

de activarse rápidamente y de diferenciarse nuevamente a plasmoblasto, célula 
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plasmática secretora de anticuerpo, linfocito T efector o a nuevos linfocitos T y B 

de memoria después de un segundo encuentro con ese mismo antígeno [Netea y 

col., 2019]. Es decir, la memoria inmunológica se caracteriza por poseer la 

capacidad de responder más rápida y robustamente ante un segundo, tercer 

encuentro, y así sucesivamente, contra un mismo antígeno o agente infeccioso.  

 

7.5. Anticuerpos y su función efectora según su isotipo.  

Los anticuerpos son proteínas circulantes producidas por las células 

plasmáticas, derivadas de los linfocitos B, en respuesta a la exposición a 

antígenos [Vinuesa y Chang. 2013]. Los anticuerpos existen de 2 formas: unidos a 

membrana, constituyendo el BCR en la superficie de los linfocitos B, y secretados 

[Hoffman y col., 2015; Noviski y col., 2018]; los cuales median distintos 

mecanismos efectores de eliminación de antígenos, dentro de los cuales se 

destacan la neutralización, la opsonización, la activación del complemento y la 

citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos [Lu y col., 2017]. Los 

anticuerpos neutralizantes evitan que los patógenos interactúen con las células 

del hospedador, confiriéndoles protección al interferir con algún efecto biológico 

que el patógeno posea. Los anticuerpos opsonizantes se caracterizan por ser 

anticuerpos de unión que no interfieren con la infectividad del patógeno, sin 

embargo, son útiles para marcar a éstos y alertar a células inmunes, 

particularmente macrófagos, aunque también neutrófilos, células dendríticas y 

células NK, para que los fagociten y destruyan. 

Los anticuerpos están formados por 2 cadenas pesadas y 2 cadenas livianas, 

unidas por enlaces disulfuro. En ellos también se identifican 2 regiones: una 

variable y la otra constante. La región variable, presente tanto en la cadena ligera 

como en la pesada, participa en el reconocimiento de antígenos; mientras que la 

región constante, si bien está presente en la cadena ligera y pesada, sólo las de la 

cadena pesada median funciones efectoras al interactuar con otras moléculas y 

células del sistema inmune. La región constante de los anticuerpos puede 

dividirse en 5 clases o isotipos en función de diferencias en su estructura; y, a su 

vez, algunos de estos isotipos pueden dividirse en subtipos. Los diferentes 
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isotipos y subtipos de anticuerpos realizan diferentes funciones efectoras 

[Hoffman y col., 2015; Lu y col., 2017]. Estos incluyen a:  

● IgM: participa en la respuesta inmune primaria a agentes infecciosos o 

antígenos [Ehrenstein y Notley. 2010]. Puede hallarse como receptor de los 

linfocitos B y tiene una función efectora relevante en la activación de la vía 

clásica del complemento [Lu y col., 2017; Noviski y col., 2018]. Posee una 

vida media circulante de 10 días en suero [Hoffman y col., 2015].  

● IgD: tiene una función desconocida contra patógenos. Es el receptor de los 

linfocitos B que no fueron expuestos a ningún antígeno, por ende, posee un 

papel esencial en la diferenciación de los linfocitos B vírgenes [Noviski y 

col., 2018]. 

● IgE: protege fundamentalmente contra parásitos [Schwartz y col., 2014]. Su 

función efectora más destacada es la sensibilización de células cebadas: 

se une a receptores de alta afinidad en mastocitos y basófilos, 

favoreciendo su desgranulación, causando reacciones alérgicas [Liu y col., 

2011]. Posee una vida media circulante de 2 días en suero [Lawrence y col., 

2017].  

● IgG (IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3 e IgG4): es la única Ig capaz de atravesar la 

barrera placentaria protegiendo al recién nacido y la más abundante en el 

suero. Posee una vida media circulante de aproximadamente 21 días 

[Hoffman y col., 2015]; y este tiempo se debe a la capacidad de la IgG de 

unirse a su receptor Fc neonatal [Lawrence y col., 2017]. Dicho receptor, 

presente por ejemplo en DC y neutrófilos, transporta a las IgG al interior 

celular sin dirigirlas a los lisosomas, por lo tanto, las Ig son recicladas y 

devueltas a la circulación. Todos los subtipos de IgG se destacan por su 

capacidad neutralizante; sin embargo, la IgG1 se destaca por promover la 

opsonofagocitosis, la IgG3 por su capacidad de activar la vía clásica del 

complemento, mientras que la IgG2 e IgG4 se caracterizan por su 

capacidad de sensibilizar a células NK (citotoxicidad celular dependiente 

de anticuerpos) [Hoffman y col., 2015].  

● IgA (IgA1 e IgA2): es el anticuerpo que se encuentra mayoritariamente en 

las mucosas. Posee una vida media en circulación de 4-6 días y su función 
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efectora es fundamentalmente la neutralización de patógenos, evitando 

que colonicen e invadan las mucosas [de Sousa-Pereira y Woof. 2019].  

 

 

 

 

 

 

Imagen 11. Representación de la estructura general de los anticuerpos (i) y según 

su isotipo (ii)*. Plantillas tomadas de la aplicación BioRender. * Creado por Akiko 

Iwasaki. 

El reconocimiento antígeno-anticuerpo implica una unión no covalente y 

reversible y, a su vez, es específico [Del Pozo-Yauner y col., 2023]. Cada 

anticuerpo es capaz de discriminar pequeñas diferencias en la estructura química 

dentro de un mismo antígeno, y la especificidad de la respuesta es necesaria para 

que los anticuerpos generados en respuesta a los antígenos de un 

microorganismo no reaccionen con moléculas propias con una estructura similar. 

Sin embargo, algunos anticuerpos producidos contra un antígeno pueden unirse a 

un antígeno diferente, pero con una estructura relacionada. Esto se conoce como 

reacción cruzada [Mohan y col., 2009], y puede dar lugar a ciertas enfermedades 

autoinmunes [Trier y Houen. 2023].  

 

7.5.1. Secreción de IgA en la mucosa.  

Las secreciones de las mucosas contienen dímeros y oligómeros de IgA, tanto 

en los humanos como en los ratones. Esos polímeros se originan por la 

interacción de monómeros de IgA con la cadena J, un polipéptido que es 

sintetizado por las células plasmáticas. Además de ensamblar la IgA 

monomérica, la cadena J interactúa con el receptor de Ig polimérica (pIgR), una 
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proteína transportadora de anticuerpos expresada en la superficie basolateral de 

las células epiteliales de la mucosa. El pIgR transporta a la IgA a través las células 

epiteliales por un proceso de transcitosis. La IgA se une covalentemente al pIgR, 

el complejo es internalizado y transportado en una vacuola, y liberado en la región 

apical de la célula epitelial. Por último, la porción extracelular del pIgR es clivada, 

constituyendo el componente secretorio que permanece unido a la IgA y que le 

confiere propiedades mucofílicas y resistencia a la proteólisis. La IgM comparte el 

mismo mecanismo de transporte que la IgA, aunque el transporte de IgA en la 

mucosa supera al de IgM [Chen y col., 2020; Wei y Wang. 2021]. 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Imagen 12. Esquema de la translocación de IgA al lumen intestinal mediante 

transcitosis a través de su unión al pIgR presente en las células epiteliales. 

Plantilla tomada de la aplicación BioRender, creada por Akiko Iwasaki. 

 

7.5.2. Relevancia de la IgA en la homeostasis y en la respuesta protectora. 

La IgA tiene un rol importante tanto en condiciones basales o de homeostasis 

como durante procesos infecciosos. La IgA de alta afinidad que surge como 

consecuencia de la vía T-dependiente, así como la IgA de baja afinidad que se 

genera por la vía T-independiente, se ven involucradas en mayor o menor medida 

en la protección inmune contra la colonización e invasión por microorganismos 
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patógenos [Slack y col., 2012]. A su vez, la IgA tanto de baja como de alta afinidad 

resulta importante para confinar bacterias comensales al lumen intestinal en un 

proceso conocido como exclusión inmune, facilitando la agregación de la 

microbiota en una biopelícula y anclando a las bacterias a la capa de mucus que 

cubre la superficie de las células epiteliales [Grasset y col., 2020; Li y col., 2020]. 

También, la IgA luminal promueve el establecimiento de una relación de 

mutualismo entre las bacterias comensales y el hospedador, a través de la 

modulación negativa de la expresión de epítopes proinflamatorios por dichas 

bacterias y el mantenimiento de comunidades bacterianas apropiadas dentro de 

segmentos intestinales específicos [Fransen y col., 2015; Weis y Round. 2021].  

La IgA puede mediar la transcitosis de antígenos desde la superficie apical al 

compartimento basolateral a través de las células M o a través de las células 

epiteliales del duodeno vía el receptor de transferrina (también conocido como 

CD71) [Mabbott y col., 2013; Mathias y col., 2014]. De esta manera, la entrada de 

complejos inmunes IgA-antígeno a través de las células M podría ser crítica para 

la iniciación o amplificación de respuestas inmunes en el intestino al dirigir a los 

patógenos hacia las DC del domo subepitelial. El receptor para IgA expresado en 

las DC está constituido por el receptor para el fragmento Fc de la IgA (FcαRI, 

también conocido como CD89), que se asocia con la cadena γ (FcRγ) [Mes y col., 

2023]. La unión de la IgA monomérica o dimérica a antígenos para la formación de 

complejos inmunes inducen respuestas proinflamatorias que requiere la 

asociación de FcαRI con la subunidad de la cadena FcRγ [Bakema y van Egmond. 

2011]. 

Finalmente, la IgA es incapaz de activar la vía clásica del complemento 

[Thurman. 2020] y su principal función efectora es neutralizar toxinas y patógenos 

sin originar inflamación [Mantis y Forbes. 2010]. Además, los dímeros de IgA 

remueven microorganismos que superaron la barrera epitelial y esto lo realizan de 

2 maneras: transportándolos de regreso al lumen a través del pIgR mencionado 

anteriormente, y/o promoviendo su eliminación a través del receptor FcαRI que es 

expresado por las DC, macrófagos, neutrófilos y otros fagocitos [Phalipon y 

Corthesy. 2003; Chen y col., 2020].  
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De esta forma, la IgA contribuye a la homeostasis intestinal al promover una 

relación de mutualismo con la microbiota intestinal y al proporcionar protección 

inmune contra patógenos en una forma no inflamatoria que preserva la integridad 

de la barrera epitelial. 
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1. CEPAS BACTERIANAS. 

La cepa bacteriana Escherichia coli productora de Stx (cepa 125/99) utilizada 

en la presente tesis fue aislada de la materia fecal de un paciente con SUH, 

provista generosamente por la Dra. Marta Rivas del Servicio de Fisiopatogenia, 

Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas – Administración Nacional de 

Laboratorios e Institutos de Salud “Dr. Carlos G. Malbrán”. La cepa 125/99 

pertenece al serotipo O157:H7 y al clado 8, y alberga los genes eae, ehxA y stx2a. 

Presenta una alta citotoxicidad medida in vitro en células Vero e in vivo [Brando y 

col., 2008; Amigo y col., 2015]. La cepa 125/99 se mencionará de ahora en más 

como STEC O157:H7. 

Cepa      Origen     Serotipo    Sorbitol    Tipo de Stx     eae    EHEC-Hly    CD50/ml± sd (x1011) 
      125/99     SUH        O157:H7         -                   2                      γ              +                        17.9 ± 6.2                

 
Tabla 1. Características de la cepa utilizada en el estudio. 

Esta cepa STEC O157:H7 fue transformada con un plásmido que porta 

solamente resistencia a ampicilina (125/99 pWSK29) [Fernández-Brando y col., 

2020]. Mencionada de ahora en más como pW.  

Para la obtención de H7, se utilizó una cepa isogénica de STEC O157:H7 en el 

que se delecionó el gen stx2a (ΔStx2) [Albanese y col., 2015] para evitar la 

presencia de Stx2 en los sobrenadantes bacterianos a partir de los cuales se 

purifica H7. Esta cepa fue proporcionada gentilmente por el Dr. Ángel Cataldi. 

Las reservas bacterianas fueron conservadas en crioviales a -80ºC en caldo 

tripticasa de soja (TSB, Britania, Argentina) suplementados con glicerol al 10%.  

2. CULTIVOS BACTERIANOS. 

Las bacterias (ya sea STEC O157:H7, pW o ΔStx2) fueron descongeladas, 

sembradas en placas de agar Luria-Bertani (LB, Neogen, USA) y crecidas por 18 

horas en estufa a 37ºC. Se tomaron colonias aisladas con ansa estéril y se 

resuspendieron en un tubo de centrífuga conteniendo 10 mL de TSB. Las bacterias 

fueron crecidas a 37ºC en estufa con agitación vigorosa (200 rpm) hasta alcanzar 

su fase exponencial (4-5 horas de cultivo).  
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2.1. Preparación del extracto bacteriano para los ensayos de infección 
de ratones a la edad del destete. 

Para este modelo de infección se utilizó a la cepa STEC O157:H7. El volumen 

necesario del cultivo en fase exponencial, conseguido en el paso anterior, se 

transfirió a un matraz de Erlenmeyer conteniendo entre 50-100 ml de TSB para 

obtener una dilución final 1/100 del mismo. Se incubó 18 horas a 37ºC en estufa 

con una agitación de 150 rpm.  Al día siguiente, el cultivo fue centrifugado a 2000 

rpm por 30 minutos. Se descartó el sobrenadante y el precipitado fue lavado dos 

veces con tampón fosfato salino (PBS). Finalmente, el sedimento bacteriano fue 

resuspendido en un volumen de PBS tal que una dilución 1/100 de la suspensión 

bacteriana diera una densidad óptica a 600 nm (DO600) de 0.7 a 1. Para ello, 

previamente se realizó una curva de calibración graficando el número de UFC por 

mL (UFC/mL) de STEC O157:H7 vs la DO600. Las suspensiones bacterianas fueron 

cuantificadas (UFC/mL) para cada experimento sembrando diluciones de las 

mismas en placas de agar LB. Las dosis bacterianas alcanzadas fueron desde 0,5 

x1011 a 3,0 x1011 UFC/mL. Se produjeron nuevas reservas de la cepa STEC 

O157:H7 a medida que fue necesario colocando 900 microlitros (µL) del cultivo en 

medio líquido obtenido luego de 18 horas de crecimiento y 100 µL de glicerol en 

un criovial que fue inmediatamente llevado a -80ºC. 

2.2. Preparación del extracto bacteriano para los ensayos de infección 
de ratones adultos. 

Para este modelo de infección se utilizó a la cepa pW. Luego del cultivo en fase 

exponencial introducido en el inciso 2, una dilución 1/100 de éste fue llevada a 

cabo en un tubo de centrífuga conteniendo TSB (10 mL) y este nuevo cultivo se 

incubó en estufa a 37°C sin agitación. Los cultivos de pW fueron llevados a cabo 

en presencia de 100 µg/mL de ampicilina en todo momento. Después de 18 horas, 

1.5 mL del cultivo fue transferido a un microtubo de centrífuga y el mismo se 

centrifugó a 13000 rpm durante 5 minutos. El sedimento bacteriano obtenido se 

lavó dos veces y se resuspendió en PBS con la finalidad de que una dilución 1/2 de 

dicha suspensión bacteriana en PBS diera una DO600 de 0.7 a 1. Haciendo uso de 

la curva de calibración, se realizaron las diluciones necesarias para obtener una 
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dosis bacteriana que oscile entre 2.5x106 a 5.0 x106 UFC/mL. El número exacto de 

UFC/mL fue obtenido mediante recuento de bacterias viables en placas de agar 

LB.  

2.3. Preparación del extracto bacteriano para la obtención de H7. 

Para este protocolo de obtención se utilizó a la cepa ΔStx2. Luego del cultivo 

exponencial en medio TSB, tal como se detalló al comienzo del inciso 2, se realizó 

una dilución 1/100 de éste en un matraz de Erlenmeyer conteniendo 100-200 mL 

de TSB y este nuevo cultivo se incubó en estufa a 37°C sin agitación. Luego de 18 

horas, el cultivo se centrifugó, el sedimento se lavó dos veces y se resuspendió 

finalmente en PBS para obtener una dosis bacteriana que oscile entre 1.0x1011 a 

2.5x1011 UFC/mL haciendo uso de la curva de calibración. 

2.4. Obtención y preparación de extractos de bacterias comensales.  

Se recolectó por deposición espontánea la materia fecal de un ratón BALB a la 

edad del destete. Veinte mg de la misma fueron cultivados en 10 mL de TSB en un 

tubo de centrífuga durante 24 horas a 37°C con agitación. Posteriormente, 10 µL 

de este cultivo líquido fueron sembrados mediante estrías cruzadas en placas de 

agar eosina azul de metileno durante 24 horas a 37°C para el aislamiento de 

bacterias comensales. Colonias aisladas correspondientes a una cepa de E. coli 

fueron seleccionadas y cultivadas en 10 mL de TSB durante 18 horas a 37°C. Se 

produjeron reservas de esta cepa colocando 900 µL del cultivo en medio líquido 

obtenido y 100 µL de glicerol en un criovial que fue inmediatamente llevado a -

80ºC. Cuando fue requerida, esta cepa fue descongelada y 10 µL de la misma 

sembrada mediante estrías cruzadas en agar LB, y crecida durante 18 horas a 

37°C. Colonias aisladas de esta cepa E. coli fueron crecidas en 10 mL de TSB 

durante 18 horas a 37°C y los extractos bacterianos, a la concentración requerida, 

fueron obtenidos haciendo uso de una curva de calibración UFC/mL vs DO600.         
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3. OBTENCIÓN Y PURIFICACIÓN DE H7. 

Para este protocolo de obtención de H7 se utilizó la cepa ΔStx2. La flagelina fue 

obtenida y purificada como se describió previamente [Hiriart y col., 2012; 

Kreutzberger y col., 2022]. Mediante agitación de la suspensión bacteriana en 

vortex a 30 Hz durante 5 minutos, se induce el desprendimiento de los flagelos de 

la superficie bacteriana. Posteriormente, se centrifugó dicha suspensión a 13000 

rpm durante 10 minutos, y el sobrenadante libre de bacterias conteniendo los 

flagelos desprendidos fue recolectado y concentrado mediante 

ultracentrifugación (165000 g durante 1.5 horas a 4°C en una ultracentrífuga 

Beckman con un rotor 70Ti, Fullerton, CA, USA). Los flagelos precipitados fueron 

resuspendidos en PBS y dicha suspensión se calentó durante 10 minutos a 80°C 

para despolimerizar la flagelina y obtener los monómeros (1-5 mg/L de H7 por 

cultivo). Luego del calentamiento, se realizó una centrifugación a 13000 rpm 

durante 15 minutos a 4°C para precipitar los debris bacterianos. La concentración 

de proteína se determinó por el método de Bradford (Bio-Rad, Hércules, CA, USA) 

y la actividad de la flagelina purificada fue evaluada sobre un sistema reportero, la 

línea celular Caco-2 CCL20:luc [Hiriart y col., 2012; Iraporda y col., 2016] como se 

detalla en el inciso 7.1. de esta sección.  

3.1. Determinación de la pureza de la H7 obtenida por SDS-PAGE. 

La pureza de H7 se verificó mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 

12% con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) (condiciones de corrida: 150 V, 1.5 

horas, amperaje constante) seguido de la tinción con Coomassie-Blue R250 

(Sigma, St Louis, MO, USA) toda la noche a temperatura ambiente (0,25% p/v 

Coomassie Brilliant Blue R-250; 45% v/v etanol; 10% v/v ácido acético glacial). Los 

geles se destiñeron con solución decolorante (30% v/v etanol; 10% v/v ácido 

acético glacial). Algunos geles fueron teñidos en paralelo con la tinción de plata, 

ya que es una técnica más sensible que detecta proteínas a concentraciones más 

bajas que la tinción con Coomassie-Blue (del orden de los ng). Bandas 

individuales del peso molecular estimado de H7 (70 kDa) fueron identificadas por 

ambos métodos. Los niveles de endotoxinas contaminantes (˂60 pg LPS/µg H7) 
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se determinaron mediante la prueba del lisado de amebocito de Limulus (LAL 

QCL-1000) (Lonza, Walkersville, MD, USA) utilizando LPS de E. coli O111:B4 como 

estándar (Sigma), siguiendo las instrucciones del fabricante.  

3.2. Identificación de H7 mediante Western Blot. 

La H7 se corrió a través de un SDS-PAGE al 12% como se mencionó 

anteriormente y se transfirió a una membrana de nitrocelulosa Hybond ECL (GE 

Healthcare Life Sciences, Marlborough, MA, USA) utilizando una cuba de 

transferencia electroforética Trans-Blot (Bio-Rad) (condiciones de transferencia: 

60 V, 1.5 horas, amperaje constante). Después de bloquear la membrana con 

leche en polvo al 5% (p/v) (Sigma) en PBS a 4°C durante 18 horas, se incubó 

secuencialmente primero con una dilución 1/2000 de un anticuerpo policlonal 

anti-H7 hecho en conejo (Abcam, Boston, MA, USA), con una dilución 1/50000 de 

plasma de ratones BALB/c inmunizados con H7 o una dilución 1/10000 de plasma 

de ratones BALB/c sin inmunizar (control), y segundo con una dilución 1/3000 de 

anticuerpo policlonal anti-IgG de conejo o anti-IgG de ratón hecho en cabra 

conjugado a peroxidasa, todos ellos diluido en PBS conteniendo leche en polvo al 

5% (p/v). Las incubaciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente durante al 

menos 1 hora en un agitador orbital y se lavaron 3 veces durante 5 minutos con 

Tween20 al 0.1% (v/v) en PBS antes y después de cada paso de anticuerpos. Las 

bandas específicas se visualizaron mediante un sistema de detección 

quimioluminiscente (ECL) (GE Healthcare Life Sciences) y placas radiográficas 

Kodak AR film (Kodak).  

4. MODELOS MURINOS. 

Todos los ratones, independientemente del modelo murino en que serán 

utilizados, fueron separados al azar en los distintos grupos experimentales. En 

todos los experimentos luego de la infección con STEC O157:H7, o de la inyección 

de Stx2, o de la administración de anticuerpos, agua y alimento fueron provistos 

ad libitum. En todos los modelos murinos llevados a cabo, los ratones fueron 

observados diariamente. El consumo de alimento y/o el peso corporal fueron 
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recopilados desde el momento de la infección/inyección hasta la finalización de 

los experimentos, momento en el cual los sobrevivientes fueron eutanasiados. El 

peso corporal fue expresado en forma porcentual como la pérdida/ganancia de 

peso respecto al peso inicial. Según se detalle el tiempo en cada modelo murino, 

en todos los casos se tomaron aproximadamente 100 µL de sangre mediante 

punción del plexo submandibular con aguja hipodérmica (25Gx5/8”) en un 

microtubo de centrífuga de 0.5 mL conteniendo 5 µL de ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA) 100 mM. El recuento total y diferencial de 

leucocitos se realizó en un contador hematológico automatizado (Abacus Junior 

Vet, Diatron, USA). La sangre se centrifugó a 4000 rpm durante 5 minutos para 

separar el plasma el cual se almacenó a -20°C hasta la determinación de la urea 

plasmática mediante un kit comercial enzimático-colorimétrico (Wiener Lab, 

Argentina) siguiendo las instrucciones de éste y/o la determinación de IgG anti-

H7, IgG anti- flagelina de Salmonella enterica serovar typhimurium ATCC14028 

(FliC), IgG anti-STEC y/o IgG anti-Stx2B por enzimoinmunoanálisis de adsorción 

(ELISA). La materia fecal, en caso de haber sido recolectada, se pesó y se ajustó a 

una concentración de 250 mg/mL en PBS con fluoruro de fenilmetilsulfonilo 

(PMSF) 1 mM (Sigma) (para el caso de los ratones inmunizados o no con H7 y FliC, 

y posteriormente infectados) o a 1 g/mL de PBS con PMSF 1mM (en el caso de los 

ratones BALB y C57 infectados al destete). Después de una vigorosa 

homogeneización con vortex, la materia fecal se centrifugó a 13000 rpm durante 

10 minutos y los sobrenadantes se almacenaron a -80°C hasta la determinación 

de IgA anti-STEC y/o IgA e IgG anti-H7 y anti-FliC por ELISA (indicado de ahora en 

más como sobrenadantes de materia fecal).  

4.1. Ratones y declaración institucional sobre el uso de animales de 
experimentación. 

Los ratones BALB y C57 se mantuvieron en el bioterio del Instituto de Medicina 

Experimental – Consejo Nacional de Investigaciones Científicas y Técnicas – 

Academia Nacional de Medicina (IMEX-CONICET-ANM). Los ratones se alojaron 

en jaulas transparentes de propileno en condiciones ambientales controladas 

(temperatura 24±2ºC; humedad 50±10%) con un ciclo de 12 horas de luz y 12 
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horas de oscuridad. Los ratones de cada cepa murina destinados a producción 

fueron adquiridos del Charles River Laboratories; los mismos eran SPF y todos los 

ratones producidos a partir de estas colonias madre se mantuvieron bajo los 

mismos cuidados. 

Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité Institucional de 

Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) del IMEX-CONICET-ANM de 

acuerdo con los principios establecidos en la Guía para el Cuidado y Uso de 

Animales de Laboratorio [National Research Council (U.S.) 2011. Committee for 

the Update of the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals]. Los números 

de protocolos otorgados por el CICUAL fueron el 58/2018 y el 86/2021. La salud y 

el comportamiento de los ratones se evaluaron dos veces al día. Se evitó 

cualquier dolor innecesario, molestia o lesión a los animales. Los ratones que con 

el curso de los experimentos adoptaron un aspecto moribundo (con una pérdida 

de peso mayor al 30% de su valor inicial y/o niveles plasmáticos de urea 

superiores a 200 mg%) fueron eutanasiados mediante la administración por vía 

intraperitoneal de ketamina (75 mg/kg ratón) y xilacina (15 mg/kg ratón) con 

posterior dislocación cervical. Se utilizaron las pautas del Comité Institucional de 

Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio para definir los puntos finales. 

4.2. Administración de Stx2a e.v. 

Para los experimentos en los cuales fueron analizados los efectos específicos 

dependientes de la Stx2a, ratones BALB y C57 (sexo indistinto) al momento del 

destete (17-19 días de edad, 6-10 gramos de peso) y con 4 horas de ayuno previas 

fueron anestesiados con isoflurano e inoculados de manera e.v. a través del plexo 

retro-orbital con 100 µL de Stx2a recombinante, producida y purificada 

previamente en el laboratorio, conteniendo 1 ng (dosis 1 ng/ratón). Esta dosis 

corresponde a una dosis letal 100% (1DL100) provocando la muerte de los ratones 

en 3 días aproximadamente. Se utilizó la misma alícuota y dosis de Stx2a 

recombinante para todos los experimentos. El grupo control recibió el mismo 

volumen de PBS. Los ratones fueron observados diariamente para constatar la 
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morbi-mortalidad y al día 3 post inoculación, fueron sangrados para determinar el 

recuento total y diferencial de leucocitos en sangre entera, y en plasma, la urea. 

4.3. Esquema de depleción de linfocitos B. 

Ratones BALB (sexo indistinto) a la edad del destete y con 4 horas de ayuno 

fueron inoculados con un anticuerpo monoclonal anti-B220 proveniente de 

líquido ascítico, cedido gentilmente por el Dr. Rumbo. Se inoculó una única dosis 

de manera e.v. conteniendo 100 µL con 2.8 mg de anticuerpo anti-B220 a cada 

ratón. En paralelo, se administró PBS al grupo control de ratones no 

deplecionados. A las 4, 24 y 48 h post inoculación, ratones de ambos tratamientos 

fueron eutanasiados y se les extrajo el bazo y el MLN para su posterior 

procesamiento y determinación de linfocitos B por citometría de flujo.   

4.4. Esquema de inmunización con H7 y FliC. 

Ratones BALB de 6 a 8 semanas de edad (de sexo indistinto) fueron 

inmunizados por vía intranasal con 20 µL de un stock de H7 purificada de 500 

µg/mL en PBS (10 µg de H7 purificada/ratón). Los ratones recibieron 3 dosis, sin 

adyuvante, a intervalos de 10 días. Se llevaron dos grupos controles: uno que 

recibió por vía intranasal PBS y otro FliC, proporcionada amablemente por el Dr. 

Rumbo (10 µg/dosis/ratón), siguiendo el mismo esquema para verificar que 

cualquier protección que se observara fuera específica de los anticuerpos anti-

H7. Se obtuvieron muestras de sangre y de materia fecal a diferentes tiempos post 

inmunización (en los días 17, 27, 41, 62 y 83 post primera dosis) para la 

determinación de anticuerpos anti-H7. Sangre y materia fecal de los grupos 

controles (PBS y FliC) fueron analizadas de manera similar para determinar 

también los niveles de anticuerpos anti-H7 y anti-FliC. Al día 83 post primera 

dosis, a algunos ratones inmunizados o no con H7 se les realizó una prueba de 

hipersensibilidad de tipo retardada como se detalla más adelante. 
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4.5. Infección de ratones BALB y C57 al destete con la cepa STEC 
O157:H7. 

Para los experimentos de infección, inmediatamente luego del destete y con 4 

horas de ayuno, ratones BALB y C57 (sexo indistinto) recibieron por vía oral 100 µL 

de una suspensión bacteriana de la cepa STEC O157:H7 conteniendo 0,5 x1011 - 

3,0 x1011 UFC/mL mediante el empleo de una cánula de acero inoxidable (modelo 

7.7.1; 0,38 mm x 22G, Harvard Apparatus, USA). Los ratones controles recibieron 

el mismo volumen de PBS estéril. Este rango de dosis bacteriana induce la muerte 

del 100% de los ratones C57 a partir del tercer día post infección (p.i.). Los ratones 

fueron observados diariamente para observar la morbi-mortalidad y al día 3 p.i. 

fueron sangrados para determinar el recuento total y diferencial de leucocitos en 

sangre entera y la urea plasmática.  

Algunos ratones de ambas cepas fueron eutanasiados al día 3 p.i. para realizar 

estudios de la colonización bacteriana, la permeabilidad intestinal e histología de 

riñón e intestinos como se detalla más adelante.  

4.6. Infección de ratones depletados de linfocitos B con la cepa STEC 
O157:H7. 

Ratones BALB a la edad del destete fueron aleatoriamente distribuidos en 3 

grupos: 1) grupo control sin administración de anti-B220 y sin infectar, 2) grupo sin 

administración de anti-B220 e infectados y 3) grupo administrado de anti-B220 e 

infectados. El esquema de depleción de linfocitos B consistió en la administración 

e.v. a través del plexo retro-orbital de 2 dosis diarias de anticuerpo monoclonal 

anti-B220 de ratón (100 µL conteniendo 2.8 mg de anticuerpo/dosis) espaciadas 

por 8 h durante 3 días, para garantizar en todo momento la depleción constante 

de linfocitos B. Los grupos 1) y 2) recibieron como control 2 dosis diarias de 100 µL 

de PBS de manera e.v. durante los 3 días. Los ratones de los grupos 2) y 3) fueron 

infectados oralmente luego de 4 horas de ayuno haciendo uso de una cánula de 

acero inoxidable estéril con una dosis bacteriana de la cepa STEC O157:H7 mayor 

a 1x1010 UFC/ratón y 4 horas después de la primera administración de anticuerpo 

anti-B220. Los ratones del grupo 1) recibieron PBS oralmente como control. Los 
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ratones de todos los grupos fueron observados diariamente para determinar la 

morbi-mortalidad y al día 3 p.i., fueron sangrados para determinar el recuento 

total y diferencial de leucocitos en sangre entera; y en plasma, la urea y los niveles 

de IgG anti-STEC y anti-Stx2. A su vez, a este mismo tiempo, se recolectó materia 

fecal para su posterior procesamiento y determinación de IgA unida a bacteria. Al 

día 7 p.i., los ratones sobrevivientes fueron eutanasiados para determinar en el 

plasma y en la materia fecal los niveles de IgG anti-STEC y anti-Stx2, e IgA unida a 

bacteria por citometría de flujo, respectivamente.    

4.7. Infección de ratones adultos con la cepa pW. 

Ratones BALB y C57 de 6-8 semanas de edad fueron inoculados por vía oral 

haciendo uso de una cánula de acero inoxidable con ampicilina (100 mg/kg/ratón) 

administrada en 2 dosis espaciadas por 24 horas. Seis horas después de la 

primera inoculación, los ratones de cada cepa fueron distribuidos en distintos 

grupos al azar e infectados por vía oral con 100 µL de distintas suspensiones 

bacterianas de la cepa pW/grupo (suspensiones que iban desde 106 UFC/mL 

hasta 1010 UFC/mL). Haciendo uso de la curva de calibración, se realizaron las 

diluciones necesarias para obtener dosis bacterianas que estén dentro del rango 

deseado. El número exacto de UFC/mL fue obtenido mediante recuento de 

bacterias viables en placas de agar LB. Los ratones infectados fueron observados 

y pesados diariamente hasta la finalización de los experimentos. Al día 7 p.i., se 

tomaron muestras de sangre como se detalló anteriormente para la 

determinación del recuento total y diferencial de leucocitos en sangre entera, y en 

plasma, la urea como indicador de daño sistémico por Stx2. 

El mismo protocolo de tratamiento con antibiótico e infección fue llevado a 

cabo en ratones no inmunizados (controles), inmunizados con FliC o H7 (al día 41 

después de la primera dosis), con la salvedad de que el rango de dosis bacteriana 

utilizado oscilaba entre 4.0-6.0 x106 UFC/mL. Este rango de dosis provoca la 

muerte de los ratones al día 7 u 8 p.i. Los ratones fueron observados diariamente. 

Se tomaron muestras de sangre a los días 7 y 15 p.i. para análisis de laboratorio, 

los cuales incluyeron la determinación de IgG anti-H7 y anti-Stx2B, recuento total 
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y diferencial de leucocitos y determinación de urea en plasma. También se 

tomaron muestras de materia fecal al día 7 y 15 p.i. para determinar IgA e IgG anti-

H7. Algunos ratones de cada tratamiento fueron eutanasiados al día 6 p.i., para 

realizar estudios de colonización bacteriana y de permeabilidad intestinal, como 

se detalla más adelante en esta sección.  

4.8. Esquema de reinfección. 

Ratones BALB a la edad del destete y con 4 horas de ayuno fueron inoculados 

oralmente mediante la administración de una dosis no letal de STEC O157:H7 

(1x1010 UFC/ratón) a través de una cánula de acero inoxidable. Para incrementar 

el título de anticuerpos anti-STEC, fueron desafiados 2 veces más con STEC 

O157:H7 (5x1010 UFC/ratón) a intervalos de 10 días entre la primera, segunda y 

tercera infección. Los ratones fueron sangrados 7 días después de la primera y 

segunda infección para determinar el título de anticuerpos anti-STEC en plasma. 

Siete días después de la tercera infección, los ratones fueron eutanasiados para 

obtener el plasma y la materia fecal y determinar el título de IgG e IgA anti-STEC, 

respectivamente, finalmente alcanzado y realizar estudios funcionales in vitro. En 

paralelo, se llevó un grupo control de ratones BALB que fueron inoculados 

oralmente con PBS a los mismos tiempos de infección para la recolección de 

plasma y materia fecal sin anticuerpos específicos.  

4.9. Intercambio de crías. 

Inmediatamente post parto, el veterinario encargado del bioterio procedió a 

intercambiar las crías de una ratona BALB con las crías de una ratona C57 que 

nacieron el mismo día. De tal manera que crías BALB cohabitaron durante 17 días 

con una nodriza C57, y a su vez crías C57 cohabitaron durante 17 días con una 

nodriza BALB [Marchetti y col., 2014; Pocheron y col., 2021]. Pasados los 17 días, 

los ratones fueron destetados y luego de 4 horas de ayuno, infectados según lo 

descripto en el inciso 4.5. de esta sección. A los ratones se les realizó un 

seguimiento como se explicó en dicho inciso; evaluándose urea plasmática y 

recuento total y diferencial de leucocitos a 3 días p.i.; y el peso, consumo de 

alimento y estado de morbi-mortalidad diariamente. 
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5. ENSAYOS REALIZADOS CON RATONES INFECTADOS IN VIVO 
Y EX VIVO. 

5.1. Colonización intestinal y excreción bacteriana.  

Cinco cm de la porción terminal del intestino delgado (íleon) y del intestino 

grueso proximal, junto con la totalidad del ciego fueron extraídos. El contenido 

luminal al igual que las heces fueron removidos. Los segmentos intestinales 

fueron lavados con PBS y homogeneizados en 0.5 mL de PBS. En el caso de los 

ratones infectados a la edad del destete, las heces (correspondiente a lo 

recuperado del intestino grueso) fueron diluidas con PBS a 100 mg/mL para 

determinar la excreción bacteriana. El recuento de bacterias STEC O157:H7 

viables se llevó a cabo realizando diluciones seriadas de los tejidos intestinales 

homogeneizados (10-1-10-2-10-3) y de las heces (10-2-10-4-10-6-10-8). Cada dilución 

fue sembrada por triplicado mediante el método de la gota en superficie en placas 

de agar MacConkey Sorbitol (SMAC, Difco, USA) durante 16 horas de incubación 

en estufa a 37ºC. Las colonias no fermentadoras de sorbitol fueron contadas y 

seleccionadas al azar para la confirmación de la presencia de los genes stx1, stx2 

y rfbO157 mediante el empleo de la técnica de reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR). Las cepas de referencia E. coli EDL 933, O157:H7 (Stx 1 y Stx 2) 

y ATCC 25922 fueron usadas como control positivo y negativo respectivamente. 

Este ensayo fue realizado en el Hospital del Niño R. A. Exeni de La Matanza por 

nuestra colaboradora Gabriela A. Fiorentino [Fiorentino y col., 2023]. La 

colonización por segmento intestinal se expresó como UFC/cm tejido 

considerando las UFC por mL y el volumen total de cada tejido homogeneizado. 

La excreción bacteriana se calculó como UFC por gramo de heces considerando 

las UFC obtenidas por mL.      

5.2. Análisis de la permeabilidad intestinal. 

Para medir la función de la barrera intestinal, se utilizó Dextrán conjugado a 

isotiocianato de fluoresceína (Dx-FITC) (4 kDa; Sigma-Aldrich, Oakville, ON, USA). 

El ensayo se llevó a cabo como se describió anteriormente por Bernal y col., 2021. 

Se administró por vía oral 100 µL de PBS conteniendo 80 g/L de Dx-FITC y la 
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fluorescencia del mismo se midió en el plasma después de 4 horas de 

tratamiento. Las muestras de sangre se tomaron como se mencionó 

anteriormente y el plasma se diluyó en una proporción 1:1 (volumen final de 100 

µL) con tampón carbonato 15 mM- bicarbonato 25 mM, pH 9.6. La fluorescencia 

fue determinada con un fluorímetro de microvolumenes (Thermo Scientific 

NanoDrop, USA) utilizando una longitud de onda de excitación de 495 nm y una 

longitud de onda de detección de 514 nm. Los resultados fueron expresados 

como unidades relativas de fluorescencia (URF). El mismo procedimiento fue 

llevado a cabo con ratones controles sin infectar. 

5.3. Estudios histológicos de riñón e intestinos. 

Al tercer día p.i., a ratones BALB y C57 se les extrajeron los riñones y 3 cm del 

íleon terminal y del intestino grueso proximal. Se colocaron inmediatamente para 

su fijación en 3 mL de formalina al 10% (solución de formol en PBS en una relación 

1:25) y se procesaron para la evaluación histológica. Los tejidos fijados se 

embebieron en parafina y se obtuvieron secciones las cuales fueron coloreadas 

con hematoxilina-eosina (H&E) para su examinación por microscopía de campo 

claro (Eclipse E-200, Nikon). Se realizó una semi cuantificación del daño 

histológico en los intestinos y riñones. El mismo procedimiento fue llevado a cabo 

con ratones controles sin infectar. Las observaciones de los tejidos y la semi 

cuantificación del daño tisular fueron realizadas bajo la observación y el criterio 

de la Dra. Elsa Zotta, especialista en patología.  

5.4. Reacción de hipersensibilidad de tipo retardada (DTH). 

Al día 83 post primera inmunización, los ratones controles e inmunizados con 

H7 se inocularon por vía intradérmica con 5 µg de H7 purificada en 40 µL de PBS 

en la almohadilla plantar derecha, mientras que el mismo volumen de PBS se 

inyectó en la izquierda. La reacción de DTH se evaluó midiendo el grosor de cada 

almohadilla plantar utilizando un calibre a 48 y 72 h post inoculación (Oditest, H. 

C. Kröplin, Schlüchtern, Alemania) y se expresó como hinchazón calculando la 

diferencia en mm entre ambas almohadillas plantares (Δmm= mm almohadilla 

plantar derecha – mm almohadilla plantar izquierda).   
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5.5. Neutralización de Stx2 in vivo. 

Para los ensayos de neutralización in vivo, los ratones BALB infectados a la 

edad del destete y los respectivos controles sin infectar, se desafiaron mediante 

la inoculación e.v. de 1 ng de Stx2 (1DL100) a los 7 días p.i. como se describió 

anteriormente. Los ratones fueron observados diariamente para constatar la 

morbi-mortalidad y al día 3 post desafío sangrados por el plexo submandibular 

para la determinación de la urea plasmática.   

5.6. Protección con nanoanticuerpos anti-Stx2. 

Ratones C57 infectados a la edad del destete en ayunas con una dosis letal de 

STEC O157:H7 fueron separados al azar en dos grupos. Previamente a la 

infección, ambos grupos fueron anestesiados con isoflurano y un grupo recibió de 

manera e.v. por el seno retroorbital una única dosis de 100 µL de nanoanticuerpo 

neutralizante anti-Stx2, un anticuerpo de dominio simple (VHH 2vb8; 30 

pmol/ratón), el cual fue preparado y testeado en el laboratorio [Mejías y col., 

2016]. El otro grupo recibió 100 µL de PBS (grupo control). Se evaluó la morbi-

mortalidad de los ratones hasta el día 6 p.i., y ciertos parámetros clínicos y 

bioquímicos (peso diario y urea a 3 días p.i.). 

5.7. Transferencia de plasma de ratones BALB infectados a ratones C57. 

Los ratones BALB que sobrevivieron a la infección con STEC O157:H7 a la edad 

del destete fueron sangrados al día 7 p.i. por el plexo submandibular como se 

detalló anteriormente. La sangre entera fue centrifugada a 4000 rpm 5 minutos a 

temperatura ambiente, y el plasma aislado y almacenado a -20°C hasta su uso. 

Paralelamente ratones BALB de la misma edad no infectados fueron sangrados 

como controles. 

Los ratones C57 se separaron aleatoriamente en dos grupos inmediatamente 

después de la infección a la edad del destete. Un grupo de ratones recibió a las 2 y 

24 horas p.i. inyecciones i.p. con 200 µL de plasma de ratón BALB infectado 

obtenido al séptimo día p.i. (diluido 1/5 con PBS). El otro grupo recibió 2 

inyecciones i.p. de 200 µL de plasma de ratón BALB control (no infectado)  (diluido 
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1/5). Los ratones fueron observados diariamente para evaluar la morbi-mortalidad 

y al día 3 p.i. sangrados por el plexo submandibular para determinar urea 

plasmática.  

6. OBTENCIÓN Y PROCESAMIENTO DE ÓRGANOS LINFOIDES 
SECUNDARIOS. 

6.1. Bazo. 

Los bazos una vez extraídos, fueron depositados en microtubos de centrífuga 

de 1.5 mL conteniendo 1 mL de medio RPMI 1640 (Gibco, Invitrogen, San Diego, 

CA, USA) suplementado con antibióticos (100 U/mL penicilina/estreptomicina) 

(EMEVE Microvet SRL Laboratories, Buenos Aires, Argentina) (medio RPMI 1640 

incompleto), mantenidos en frío. Para su procesamiento dentro de cabinas de 

seguridad biológica de tipo IIa, se utilizaron mallas metálicas estériles. Cada 

malla fue humedecida con medio RPMI 1640 incompleto frío por ambos lados 

sobre una placa de Petri, y cada bazo se disgregó por separado sobre una cara de 

la malla con tijera de acero inoxidable. Cuando la cara de la malla en la cual se 

estaba disgregando el tejido se observó saturada de células, se lavó con medio 

RPMI 1640 incompleto (5 lavados de 1 mL por bazo) para liberar las células 

retenidas y la suspensión de esplenocitos fue recolectada luego de cada lavado 

en un tubo de centrífuga de 15 mL. La suspensión celular fue centrifugada a 0.5 g 

durante 10 minutos a 4°C, el sobrenadante descartado, y el pellet resuspendido 

en 2 mL de buffer de lisis de glóbulos rojos (NH4Cl 0.15 M, NaHCO3 10 mM y EDTA 

0.1 mM, pH= 7.4). Luego de 5 minutos de lisis en frío, la misma fue detenida 

mediante el agregado de 10 mL de PBS. Luego de otra centrifugación a 0.5 g por 10 

minutos a 4°C, el sobrenadante fue descartado y el pellet obtenido finalmente 

resuspendido en 3 mL de medio RPMI 1640 (Gibco) suplementado con suero fetal 

bovino al 10% (SFB) (Natocor, Córdoba, Argentina) inactivado por calor, 

antibióticos (EMEVE), β-mercaptoetanol al 0.05 mM (Sigma) y L-glutamina 2 mM 

(EMEVE) (medio RPMI 1640 completo). Se realizó una dilución 1/100 de la 

suspensión de esplenocitos en medio RPMI incompleto en microtubos de 



107 
 

centrífuga de 1.5 mL para obtener la cantidad de linfocitos por L en el contador 

hematológico.  

6.2. Ganglio mesentérico y mediastínico. 

Los ganglios regionales al intestino (mesentéricos) y al pulmón (mediastínicos) 

fueron extraídos y puestos sobre papel aluminio estéril para quitarles el exceso de 

grasa y/o de tejido conectivo. Posteriormente, fueron depositados en microtubos 

de centrífuga de 1.5 mL conteniendo 1 mL de medio RPMI 1640 incompleto, 

mantenidos en frío. Para su procesamiento, también se utilizaron mallas 

metálicas estériles, siguiendo el mismo procedimiento que para el bazo. Se 

realizaron 3 lavados con medio RPMI 1640 incompleto de 1 mL por ganglio y la 

suspensión de leucocitos fue recolectada luego de cada lavado en un tubo de 

centrífuga de 15 mL. La suspensión celular fue centrifugada a 0.5 g durante 10 

minutos a 4°C, el sobrenadante descartado y el pellet resuspendido en 1 mL de 

medio RPMI 1640 completo. Se realizó una dilución 1/10 de la suspensión de 

linfocitos en medio RPMI incompleto en microtubos de centrífuga de 1.5 mL para 

obtener la cantidad de linfocitos por L en el contador hematológico.  

7. CULTIVOS CELULARES. 

7.1. Cultivo de la línea celular reportera Caco-2 CCL20:luc. 

Estas células tienen la particularidad que en respuesta a agonistas de TLR5 

activan al factor de transcripción NFkB, el cual es encargado de promover la 

síntesis de diversas citoquinas proinflamatorias (entre ellas CCL20). Estas células 

poseen además el gen CCL20 ligado al gen de la luciferasa, por lo que en 

respuesta a agonistas de TLR5 ésta última se sintetiza, y parte de ella se acumula 

dentro de la célula mientras que otra parte se libera al medio extracelular. Al 

añadir el sustrato de la enzima, se obtiene un producto que puede ser 

determinado por luminiscencia. Los crioviales conteniendo las células Caco-2 

CCL20:luc en nitrógeno líquido a -196°C fueron descongelados y las células 

viables se cultivaron en frascos de cultivo celular de 25 cm2 conteniendo DMEM 

(Gibco BRL Life Technologies, Rockville, MD, USA) suplementado de 15% de SFB 
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inactivado por calor (Natocor), antibióticos (penicilina/estreptomicina 100 U/mL) 

(EMEVE) y 2 mM de L-glutamina (EMEVE) en estufa gaseada a 37°C en atmósfera 

de CO2 al 5% saturada de humedad. Las células se utilizaron luego de 8 días de 

cultivo, cuando la confluencia de estas era cercana al 90%. Las mismas fueron 

repicadas, contadas y sembradas en placas de cultivo celular de 48 pocillos. Las 

células fueron estimuladas con H7 (100 ng/mL) o FliC (100 ng/mL). La 

estimulación se llevó a cabo por 6 horas, momento en el cual las células se 

lisaron con buffer de lisis (Promega, Madison, WI, USA) y se evaluó la actividad 

luciferasa utilizando un kit comercial (Promega) siguiendo las instrucciones del 

fabricante, determinando dicha actividad en un luminómetro (Luminoskan TL 

Plus) para establecer unidades arbitrarias de luminiscencia. Células sin ningún 

tratamiento se incluyeron como control negativo sin estimulación.  

7.2. Cultivo de células dendríticas derivadas de médula ósea (BMDC). 

La médula ósea fue extraída de los fémures y tibias de ratones BALB adultos. 

Después de lisar los glóbulos rojos con tampón de lisis de glóbulos rojos, las 

células de médula ósea se sembraron en placas de cultivo celular de 90 mm (Jet 

Biofil, Guangzhou, China) a una densidad de 1 x 106 células/mL. Las células 

fueron cultivadas con GM-CSF de ratón recombinante (10 ng/mL) e IL-4 (5 ng/ml) 

(Peprotech, Cranbury, Nueva Jersey, USA) en medio RPMI 1640 completo durante 

7 días en estufa gaseada a 37°C en atmósfera de CO2 al 5% saturada de humedad 

con cambios de medio en los días 2, 4 y 6. El día 7 de cultivo, las células se 

recolectaron, contaron y se volvieron a sembrar en una placa de cultivo celular de 

96 pocillos a 5 x 104 células/pocillo en 100 µL medio RPMI completo. Las células 

fueron estimuladas con 1 µg/mL de H7 (200 ng/pocillo), o 1 µg/ml de LPS de E. coli 

O111:B4 (200 ng/pocillo) (Sigma) o cultivadas sin estimular como control 

negativo. Veinticuatro horas después, los sobrenadantes se recogieron para el 

análisis de citoquinas y las células se recolectaron para su análisis por citometría 

de flujo.  
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7.3. Cultivo de leucocitos y tinción con éster de succinimidil-
carboxifluoresceína (CFSE). 

Los leucocitos se obtuvieron de los ganglios linfáticos que drenan los 

pulmones (ganglio del mediastino; LN) y bazos de ratones controles e 

inmunizados con H7 como se describió anteriormente, y fueron teñidos con CFSE 

(Sigma). La tinción se realizó incubando 5.0 x 106 leucocitos/mL de medio RPMI 

incompleto conteniendo 5 µM de CFSE durante 10 minutos a 37°C en estufa 

gaseada. Después de la incubación, los leucocitos se lavaron dos veces con PBS 

(1200 rpm durante 10 minutos a 4°C) y se dejaron en reposo durante 10 minutos a 

37°C en estufa gaseada. Luego, las células se lavaron dos veces nuevamente y se 

sembraron en una placa de cultivo celular de 96 pocillos a una densidad de 5.0x 

105 leucocitos/pocillo en medio RPMI completo. Estos leucocitos se cultivaron 

con BMDC (5 x 104/pocillo) estimuladas previamente con 200 ng H7 (24 horas 

antes) o con BMDC sin estimular (control negativo) durante 5 días en una estufa 

gaseada a 37°C bajo 5% de CO2 en una atmósfera humidificada. Pasado el tiempo 

de cultivo, los sobrenadantes se recolectaron para la determinación de la 

concentración de citoquinas y las células se recogieron para su análisis por 

citometría de flujo. 

8. ESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNE POR ELISA.  

8.1. Determinación de IgG anti-Stx2B en plasma. 

La IgG específica anti-Stx2B en plasma se determinó mediante ELISA como se 

describió previamente por Mejias y col., 2013. Placas MaxiSorp de 96 pocillos 

(Greiner Bio-One) se sensibilizaron con 0.25 µg de Stx2B conjugada a histidina en 

50 µL de tampón carbonato 15 mM- bicarbonato 25 mM (pH 9.6) (buffer CO3
-

2/HCO3
-) durante toda la noche a 4°C. A la mañana siguiente, se realizaron 3 

lavados de 250 µL/pozo con 0,05% de Tween20 en PBS (PBS-T) y los sitios de 

pegado inespecífico se bloquearon con 200 µL/pozo de seroalbúmina bovina 

(BSA) (Sigma) al 2% en PBS (PBS-BSA) por 1.5 horas a temperatura ambiente. 

Después de 3 lavados más con PBS-T, las placas se incubaron durante toda la 

noche a 4°C con plasma de ratón diluido seriadamente en PBS-BSA por 
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duplicado. Al día siguiente, se realizaron nuevamente 3 lavados con PBS-T y se 

incubó con el anticuerpo secundario (suero de cabra anti-IgG H+L de ratón 

conjugado a peroxidasa, Invitrogen) en una dilución 1/3000 en PBS-BSA (50 

µL/pozo) 1.5 horas a temperatura ambiente con agitación orbital. Posteriormente 

a la incubación, se realizaron 3 lavados con PBS-T y se colocó 50 µL/pozo de 

solución reveladora (buffer citrato-fosfato 0,1M pH 5.0, OPD 2 mg/mL, H2O2 30% 

v/v), la cual se dejó incubar 5 minutos en oscuridad permitiendo desarrollar la 

reacción. Ésta última se detuvo con 25 µL/pozo de H2SO4 2M y se leyó su DO a 492 

nm en un lector de placas Asys UVM340 (Biochrom Ltd., Cambridge, UK). Los 

niveles de anticuerpos fueron expresados como DO492 que representa el valor 

obtenido para cada muestra menos la DO492 obtenida para su pegado 

inespecífico. Como controles del ensayo se llevó: un control positivo, que 

correspondía a una muestra de suero policlonal de un ratón inmunizado con BLS-

Stx2B [Mejías y col., 2013], controles negativos que correspondían a plasma de 

ratones BALB/c no inmunizados ni infectados, controles de pegado inespecífico 

(cada dilución de plasma testeada se incubó también en un pozo que no estaba 

sensibilizado con Stx2B) y el llamado  control “sin muestra” (control de 

reconocimiento inespecífico del anticuerpo secundario a la Stx2B, o al bloqueo, o 

pegado inespecífico a la placa). 

8.2. Determinación de IgA e IgG anti-flagelina en plasma y 
sobrenadantes de materia fecal. 

Placas MaxiSorp de 96 pocillos (Greiner Bio-One GmbH) se sensibilizaron con 

0.25 µg de H7 o FliC en 50 µL de PBS (pH 7.4) durante toda la noche a 4°C. Los 

pocillos se lavaron 3 veces con 250 µL de PBS-T, se bloquearon con 200 µL de 

leche en polvo al 3% (solución de bloqueo) durante 1.5 horas a temperatura 

ambiente, se lavaron nuevamente 3 veces con PBS-T y finalmente se incubaron 

con 50 µL plasma o sobrenadantes de materia fecal diluidos seriadamente con 

leche en polvo al 1% a 4°C durante toda la noche (por duplicado en el caso del 

plasma, y por cuadruplicado en el caso de la materia fecal: 2 pocillos para 

detectar IgA y los otros 2 para detectar IgG). Al día siguiente, los pocillos se 

lavaron 3 veces con PBS-T y se incubaron con 50 µL de suero de cabra policlonal 
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anti-IgG H+L y anti-IgA H+L de ratón (Invitrogen), según corresponda, acoplados a 

peroxidasa diluidos 1/3000 en solución de bloqueo durante 1.5 horas a 

temperatura ambiente con agitación orbital. Luego, los pocillos fueron lavados 3 

veces con PBS-T y se colocó en ellos la solución reveladora mencionada 

anteriormente. Se desarrolló una reacción colorimétrica la cual se llevó a cabo a 

temperatura ambiente en oscuridad durante 10 minutos, momento en el cual la 

misma es detenida mediante la adición de H2SO4 2M. Se midió la DO492 de cada 

pocillo en un lector de placas Asys UVM340. Los niveles de anticuerpos se 

expresaron como DO492, que representan el valor obtenido para cada muestra 

menos la DO492 obtenida en su pegado inespecífico (cuando los pocillos no fueron 

sensibilizados con ninguna proteína) o como el título (última dilución de la 

muestra que presenta DO492 superior a la de las muestras controles 

estadísticamente significativa). 

8.3. Determinación de IgA e IgG anti-STEC en plasma y materia fecal. 

8.3.1. Preparación de bacterias STEC como antígeno. 

Tres colonias aisladas de la cepa STEC O157:H7 en agar LB fueron tomadas 

con ansa estéril y resuspendidas en un tubo de centrífuga conteniendo 5 mL de 

TSB. Luego de que el cultivo alcanzara la fase exponencial, éste fue centrifugado y 

el precipitado bacteriano se lavó dos veces con PBS, siendo resuspendido 

finalmente en 1 mL PBS conteniendo 0.5% de formalina. La suspensión 

bacteriana resultante fue almacenada a temperatura ambiente por 3 días. Pasado 

ese lapso, la suspensión bacteriana ya fijada se lavó dos veces para eliminar la 

Stx2 libre y fue resuspendida en 1 mL de PBS. A esta última suspensión bacteriana 

se le realizó una dilución al medio en PBS para determinar su DO600 en un 

espectrofotómetro.  

8.3.2. Determinación de IgA e IgG específica. 

La determinación de IgA e IgG en los sobrenadantes de materia fecal, y de IgG 

en plasma, fue realizada por el método de ELISA como se describió previamente 

por Fernández-Brando y col., 2014, con algunas modificaciones. Placas de 96 
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pocillos fueron sensibilizadas durante toda la noche a 4ºC con 50 µL por pozo con 

la suspensión fijada de la cepa STEC O157:H7 en una concentración de 0,1 DO600 

por mL de buffer CO3
-2/HCO3

-. Luego de lavar tres veces con PBS-T (250 µL/pozo), 

se bloquearon los sitios de pegado inespecífico con 200 µL/pozo de PBS-BSA por 

1.5 horas a temperatura ambiente. Posterior al bloqueo, se realizaron 3 lavados 

con PBS-T y se incubaron los sobrenadantes de materia fecal o los plasmas 

diluidos seriadamente en PBS-BSA por 18 horas a 4ºC (50 µL/pozo) por 

cuadruplicado (2 pocillos para detectar IgA y los otros 2 para detectar IgG 

específica) o duplicado, respectivamente. Al día siguiente, se realizaron 3 lavados 

con PBS-T y se incubaron las placas con una dilución 1/3000 del anticuerpo 

secundario de suero de cabra anti-IgA o anti-IgG de ratón conjugado a peroxidasa 

(Invitrogen) en PBS-BSA por 1.5 horas a temperatura ambiente con agitación 

orbital. Pasado el tiempo de incubación, se realizaron 3 lavados con PBS-T y se 

colocó 50 µL/pozo de solución reveladora, la cual se dejó incubar por 10 minutos 

en oscuridad. La reacción se detuvo con 25 µL/pozo de H2SO4 2M y se leyó su 

DO492 en un lector de placas. Los niveles de anticuerpos fueron expresados como 

DO492 que representa el valor obtenido para cada muestra menos la DO obtenida 

para su pegado inespecífico.  

8.4. Determinación de citoquinas en sobrenadantes de cultivos.  

Las concentraciones de IFN-γ murino (15-2000 pg/mL), TNF-α (8-1000 pg/ml), 

IL-4 (4-500 pg/ml), IL-5 (4-500 pg/ml), IL-6 (4-500 pg/ml), IL-12p70 (15-2000 pg/ml) 

e IL-17A (4-500 pg/mL) se midieron en los sobrenadantes de cultivos 

mencionados anteriormente usando un ELISA sándwich estandarizado de 

acuerdo con las instrucciones del fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). El 

rango de detección para cada kit de ELISA proporcionado por el proveedor se 

indica entre paréntesis. La DO se determinó a 450 nm (DO450) en un lector de 

placas Asys UVM340. La concentración de cada citoquina se calculó 

extrapolando la DO450 obtenida en la curva estándar y multiplicando por el factor 

de dilución realizado.  
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9. ESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNE POR CITOMETRÍA DE 
FLUJO. 

9.1. Determinación de IgA unida a bacterias.  

9.1.1. Preparación de la muestra. 

Para este procedimiento, los sobrenadantes de materia fecal fueron 

preparados de la manera mencionada anteriormente (al comienzo del inciso 4) 

pero con una leve modificación. Luego de obtener el homogenato ajustado a 1 

g/mL de PBS + 1mM de PMSF, el mismo fue centrifugado a 2000 rpm por 5 

minutos. Se recuperó el sobrenadante descartando el precipitado que contenía 

los debris de la materia fecal. El sobrenadante fue centrifugado a 13000 rpm por 5 

minutos para precipitar la totalidad de las bacterias entéricas, además de las 

bacterias pertenecientes a la cepa STEC O157:H7. Las bacterias precipitadas 

fueron resuspendidas en 200 µL de PBS y se les añadió 0,8 µL de anticuerpo 

monoclonal anti-IgA de ratón hecho en rata conjugado a FITC (BD Biosciences, 

Franklin Lakes, Nueva Jersey, USA). Se realizó la marcación por 40 minutos a 4ºC 

en oscuridad y, pasado ese lapso, se lavaron las bacterias con 1 mL de PBS. El 

precipitado bacteriano fue resuspendido en 100 µL de paraformaldehído (PFA) al 

2% y se fijó durante 30 minutos a 4ºC en oscuridad, momento en el cual el PFA fue 

removido y se añadió 200 µL de isoflow (BD Biosciences) para su adquisición en 

tubos de citometría.  

9.1.2. Adquisición. 

Las bacterias se adquirieron en un citómetro de flujo FASCalibur (Becton 

Dickinson, USA) y fueron seleccionadas basándose en los parámetros de tamaño 

y complejidad (en escala logarítmica para el detector de dispersión frontal FSC y 

para el detector de dispersión lateral SSC). Se adquirieron 20000 eventos por 

muestra analizada. Se obtuvo un control de autofluorescencia por cada muestra, 

que consistía en las bacterias de la materia fecal de cada ratón sin incubar con el 

anticuerpo secundario, el cual fue útil para establecer la configuración del 

citómetro. Los resultados se analizaron mediante el software FlowJo 10.0, 
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determinando el porcentaje de bacterias sensibilizadas in vivo con IgA de ratón, 

estableciendo como negativo el control de autofluorescencia para cada muestra.  

9.2. Determinación de la opsonización in vitro. 

Para la determinación de la opsonización in vitro, se llevó a cabo la incubación 

de los sobrenadantes de materia fecal (diluidos al 1/2) o el plasma (diluido 1/10) 

obtenidos de ratones controles y reinfectados, junto con bacterias STEC O157:H7 

(1x107 UFC) en 100 µL de PBS en microtubos de centrífuga de 1.5 mL. La 

concentración de bacterias STEC O157:H7 fue ajustada haciendo uso de una 

curva de calibración estándar DO600 vs UFC/mL. La incubación bacteria-muestra 

se llevó a cabo por 18 horas a 4°C. Posteriormente, dichas incubaciones fueron 

lavadas y el pellet bacteriano obtenido fue resuspendido en 200 µL de PBS para 

llevar a cabo la incubación con 0,8 µL de anticuerpo monoclonal anti-IgA o anti-

IgG de ratón acoplado a FITC (BD Biosciences) durante 40 minutos a 4°C en 

oscuridad. Luego, cada microtubo fue lavado para descartar el exceso de 

anticuerpo secundario y el pellet bacteriano se resuspendió finalmente en 200 µL 

de isoflow en tubos de citometría. Las muestras fueron adquiridas en el citómetro 

FASCalibur (Becton Dickinson). Como control de especificidad, se realizaron los 

mismos procedimientos con una E. coli comensal aislada de la materia fecal de 

un ratón BALB. Bacterias STEC O157:H7 y E. coli comensales solas en isoflow 

(tubos de autofluorescencia) fueron utilizadas como controles para establecer la 

configuración del citómetro. Las bacterias fueron delimitadas en base a su 

tamaño y granularidad (en una escala logarítmica para FSC y SSC), y 20000 

eventos fueron adquiridos para su posterior análisis con el software FlowJo 10.0. 

El porcentaje de bacterias que fueron reconocidas y opsonizadas por anticuerpos 

específicos presentes en el plasma o en los sobrenadantes de la materia fecal fue 

calculado estableciendo como negativo para el análisis los controles de 

autofluorescencia para cada incubación bacteria-muestra. 

9.3. Determinación de la depleción de linfocitos B. 

Los esplenocitos y leucocitos (500.000 células en 200 µL de PBS en microtubos 

de centrífuga de 1.5 mL) obtenidos post procesamiento del bazo y MLN de ratones 
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depletados de linfocitos B o no, fueron incubados con un anticuerpo contra el CD 

que permite identificar linfocitos B (CD19) de ratón acoplado a FITC (0.8 µL/tubo) 

(BD Biosciences) durante 40 minutos a 4°C al abrigo de la luz. Las suspensiones 

celulares fueron lavadas con 1 mL de PBS y el precipitado celular obtenido fue 

resuspendido en 200 µL de PFA al 0.5% por 30 minutos a 4°C en oscuridad. Luego 

de la fijación, las células fueron lavadas y resuspendidas finalmente en 200 µL de 

PBS. Las muestras fueron adquiridas en el citómetro CyFlow Space (Sysmex 

Deutschland GmbH, Norderstedt, Alemania). Los esplenocitos y leucocitos 

incubados sin anticuerpos (tubos de autofluorescencia) fueron usados como 

controles para establecer la configuración del citómetro. Los linfocitos fueron 

delimitados en base a su tamaño (FSC) y granularidad (SSC) y 20000 eventos 

fueron adquiridos para su posterior análisis con el software FlowJo 10.0. Los 

singletes fueron seleccionados por exclusión mediante el análisis FSC-W vs FSC-

A y SSC-W vs SSC-A. El porcentaje de linfocitos CD19 positivos fue calculado 

estableciendo como negativo a la autofluorescencia de cada muestra.  

9.4. Determinación del porcentaje de BMDC maduras activadas. 

Las BMDC fueron incubadas durante 40 min a 4°C al abrigo de la luz con 

anticuerpos contra los siguientes CD que permiten identificar células dendríticas 

(CD11c) y células dendríticas maduras (CD86). Los anticuerpos utilizados fueron 

anticuerpos monoclonales anti-CD86 de ratón conjugado con PE y anti-CD11c de 

ratón conjugado con PE-Cy7 (BD Biosciences). Las muestras se adquirieron en un 

citómetro CyFlow Space. Se utilizaron BMDC incubadas sin anticuerpos como 

controles para establecer la configuración del citómetro. BMDC incubadas sólo 

con anti-CD86 PE o con anti-CD11c PE-Cy7 fueron utilizadas para corregir la 

superposición espectral (tubos de compensación). Las BMDC se delimitaron por 

tamaño (FSC) y granularidad (SSC) en un gráfico de dos parámetros y se 

adquirieron 20000 eventos para su posterior análisis utilizando el software FlowJo 

10.0. Los singletes fueron seleccionados mediante análisis FSC-W vs FSC-A y 

SSC-W vs SSC-A, y el porcentaje de BMDC maduras se determinó como el 

porcentaje de eventos positivos para CD86 en el total de BMDC (eventos CD11c+). 
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9.5. Determinación de la proliferación celular. 

Después de los 5 días de cultivo con BMDC estimuladas o no con H7, los 

leucocitos fueron incubados durante 40 min a 4°C al abrigo de la luz con 

anticuerpos contra los siguientes CD: CD8 (para identificar linfocitos T 

citotóxicos), CD4 (para identificar linfocitos T colaboradores) o B220 (para 

identificar los linfocitos B). Los anticuerpos utilizados fueron: anti-CD8 de ratón 

conjugado con PE, anti-CD4 de ratón conjugado a PE-Cy5 y anti-B220 de ratón 

conjugado a PE-Cy7 (BD Biosciences). Las muestras se adquirieron en el 

citómetro CyFlow Space. Los linfocitos incubados sin anticuerpos fueron 

utilizados como controles para establecer la configuración del citómetro, y 

linfocitos teñidos solo con CFSE o con cada uno de los distintos anticuerpos 

como tubos de compensación. Se utilizaron tubos de fluorescencia menos uno 

(FMO) para identificar y seleccionar poblaciones positivas en estos experimentos 

multicolores. Los linfocitos fueron delimitados por tamaño (FSC) y granularidad 

(SSC) y 20000 eventos se adquirieron para su posterior análisis utilizando el 

software FlowJo 10.0. Los singletes fueron seleccionados por exclusión haciendo 

uso de los gráficos de dos parámetros FSC-W vs FSC-A y SSC-W frente a SSC-A. 

La proliferación de linfocitos fue determinada como la disminución de la 

intensidad de fluorescencia media (IFM geométrica) del CFSE a 5 días de cultivo 

en comparación con la IFM del CFSE en el tiempo 0 (sin proliferación). El 

porcentaje de proliferación de linfocitos CD4, CD8 y B220 se calculó como el 

porcentaje de cada población dentro de las células con baja tinción de CFSE.  

10. ESTUDIOS FUNCIONALES CON LOS PLASMAS DE LOS 
RATONES INFEFCTADOS. 

10.1. Inhibición de la motilidad. 

103 UFC de STEC O157:H7 fueron incubadas por 18 horas a 4°C con plasma 

(diluido 1/10) de ratones controles o reinfectados en 100 µL de solución final (de 

PBS) en microtubos de centrifuga de 1.5 mL. Luego de dicha incubación, se realizó 

un lavado con el agregado de 1 mL de PBS a cada microtubo y el pellet bacteriano 

fue resuspendido en 100 µL de PBS. Cuatro µL de cada incubación bacteria-
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plasma fueron sembrados en el centro de placas de agar blando (1% peptona 

ácida de caseína, 0.25% de agar y 0.25% NaCl), y luego de 24 y 48 horas de 

incubación se midieron los halos de difusión para determinar en mm la motilidad 

bacteriana.  

10.2. Inhibición del crecimiento bacteriano. 

Los ensayos de inhibición del crecimiento fueron llevados a cabo realizando la 

misma incubación bacteria-plasma que para el estudio de la inhibición de la 

motilidad (103 UFC de STEC O157:H7 con una dilución 1/10 de plasma de ratones 

controles o infectados en un volumen final de incubación de 100 µL durante 18 

horas a 4°C). Luego del lavado del plasma con 1 mL de PBS, el precipitado de 

bacterias STEC O157:H7 fue sembrado en 3 mL de TSB, que previamente habían 

sido colocados en placas de cultivo celular de 6 pocillos. La placa de cultivo fue 

introducida en el lector de microplacas multimodo Varioskan LUX (Thermo Fisher, 

USA) y se configuró para que determine la DO600 de cada pocillo de la placa, cada 

20 minutos durante 18 horas. A tiempo cero, a cada incubación se le realizó la 

cuantificación del número de bacterias viables (UFC/mL) sembrando diluciones 

de las mismas en placas de agar LB para descartar diferencias en el número 

inicial de bacterias vivas.  

11. MÉTODOS ESTADÍSTICOS. 

El tamaño de muestra informado en cada figura para cada grupo fue el mismo 

número utilizado en el análisis estadístico porque no hubo exclusiones. Los datos 

se expresan como la media ± el error estándar de la media (SEM) cuando se 

confirman los supuestos de normalidad (distribución gaussiana; prueba de 

Shapiro-Wilks) y heteroscedasticidad (prueba de Levene). En caso de cumplir con 

ambos supuestos, la prueba T de Student o el análisis de varianza (ANOVA) de uno 

o dos factores seguido de un post test de Tukey se llevó a cabo según el número 

de grupos experimentales (tratamientos). En caso de no cumplir con los 

supuestos, los datos se expresan como la mediana ± el rango intercuartil y se 

analizan con la prueba T no paramétrica (Mann-Whitney). Las curvas de sobrevida 
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se analizaron para determinar su significancia mediante la prueba de Mantel-Cox. 

El análisis estadístico de las correlaciones se llevó a cabo mediante el uso del 

coeficiente de correlación de Spearman. Las ecuaciones de las rectas fueron 

obtenidas mediante regresión lineal, aplicando el posterior análisis estadístico 

correspondiente para comparar las pendientes de las mismas. Todos los datos 

fueron analizados con el software Prism 8.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA) o el 

software InfoStat (Córdoba, Argentina), y representados gráficamente por el 

software Prism 8.0. Los resultados obtenidos se consideraron significativos 

cuando p<0.05. 
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1. SUSCEPTIBILIDAD DE LOS RATONES BALB Y C57 FRENTE A LA 
INFECCIÓN CON BACTERIAS STEC O157:H7. 

Nuestro primer objetivo fue establecer si la susceptibilidad de los ratones 

BALB y C57 frente a la infección con las bacterias STEC O157:H7 era similar, o, 

por el contrario, se observaban diferencias significativas que supusieran un 

componente genético o epigenético involucrado en la evolución hacia formas 

sistémicas (SUH). 

1.1. Evaluación de la mortalidad. 

Para establecer un modelo murino de infección gastrointestinal con la cepa 

STEC O157:H7 fue seleccionado el modelo de ratones inmaduros al momento del 

destete (de entre 16 a 19 días de edad, entre 6 a 10 gramos de peso). Los ratones 

fueron desafiados por vía oral con distintas dosis infectivas de la cepa STEC 

O157:H7 para evaluar su susceptibilidad frente a dicha infección.  
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Figura 1. Desafío in vivo con diferentes dosis infectivas de la cepa STEC O157:H7. Los ratones 

BALB y C57 fueron infectados luego del destete con distintas dosis infectivas de la cepa STEC 

O157:H7. (A) Dosis letal 100. 16 ratones BALB y 17 ratones C57 fueron infectados en paralelo con 

dosis bacterianas superiores a los 1,20 x1011 UFC/mL (en 3 réplicas biológicas: 1,40 x1011 UFC/mL, 

2,82 x1011 UFC/mL y 3,03 x1011 UFC/mL). Los datos fueron analizados mediante la prueba de 

Mantel-Cox. ****p<0.0001. (B) Dosis letal 50. 6 ratones BALB y 8 ratones C57 fueron infectados en 

paralelo con una dosis bacteriana igual a 1,20 x1011 UFC/mL. Los datos fueron analizados por la 

prueba Mantel-Cox. (C) Gráfico dosis – respuesta en ratones BALB. 27 ratones BALB infectados 

con distintas dosis de la cepa STEC O157:H7 fueron agrupados en las categorías vivo o muerto, de 

acuerdo con su evolución final y con la dosis bacteriana recibida (expresada como UFC por 

kilogramo (kg) de ratón [UFC x1012/kg ratón]). (D) Gráfico dosis – respuesta en ratones C57. Ídem 

(C) pero con un n=34. Los datos de las figuras (C) y (D) fueron analizados por la prueba exacta de 

Fischer. Diferencia entre cepas ****p<0.0001. 

 

En la Figura 1A y 1B se observa el porcentaje de sobrevida luego de la 

inoculación oral de la STEC O157:H7. En la figura 1A se puede ver que cuando los 

ratones son infectados con dosis iguales o superiores a 1,2 x1011 UFC/mL se 

obtiene una mortalidad del 100% en los ratones C57, y menor al 20% en los BALB, 

siendo esta diferencia estadísticamente significativa. Por otro lado, cuando son 

inoculados con dosis menores (Figura 1B) se observa una mortalidad casi del 50% 

en los ratones C57 y ninguna muerte en la cepa BALB, aunque estas diferencias 

no fueron estadísticamente significativas. Sin embargo, cuando se normalizan las 

dosis al peso en el momento de la infección (Figuras C y D), sin discriminar entre 

letal 100 y letal 50, se puede observar que dentro del rango de dosis que va desde 

1,0 a 3,5 x 1012 UFC STEC O157:H7/kg ratón la cepa C57 tiene una mortalidad 

significativamente mayor a la cepa BALB. Por debajo de este rango, no se 

observan efectos patológicos en ninguna cepa murina. 
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1.2. Parámetros bioquímicos y clínicos evaluados durante la infección 
con STEC O157:H7.  

1.2.1. Determinación de la concentración plasmática de urea. 

El riñón constituye el principal órgano blanco de la Stx, debido a un efecto 

directo de la unión de la toxina a su receptor específico Gb3 [Kavaliauskiene y 

col., 2017], el cual es expresado fundamentalmente por las células endoteliales 

glomerulares y epiteliales tubulares del riñón en el ratón.  

El aumento en la concentración de urea plasmática constituye un indicador 

bioquímico de disfunción renal. Por lo tanto, los niveles de urea plasmática fueron 

determinados a los 3 días p.i., momento crítico en el cual se comienza a observar 

mortalidad en los ratones.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Concentración plasmática de urea. Los ratones infectados (en 3 réplicas biológicas) 

con dosis mayores a 1,2 x1011 UFC STEC O157:H7/mL fueron sangrados al tercer día p.i. para 

determinar los niveles de urea en plasma. Los datos fueron analizados con un ANOVA de dos 

factores con un post test de Tukey. *p<0.05, **p<0.01. Las barras de error muestran la media ± 

SEM de 5 ratones para el grupo control y 9 ratones para el grupo infectado para cada cepa.  

 

Como puede observarse en la Figura 2, los ratones C57 infectados presentan 

niveles elevados de urea plasmática al ser comparados tanto con su control como 

con los ratones BALB infectados. Por su parte, los ratones BALB infectados 

muestran niveles de urea no significativamente diferentes a los de su control. Los 

ratones controles de cada cepa no muestran diferencias entre sí en los niveles de 

urea. 
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1.2.2. Recuento total y diferencial de leucocitos en sangre periférica.  

Los ratones de ambas cepas fueron sangrados al tercer día p.i. para 

determinar en sangre entera el recuento total de leucocitos y el recuento de PMN.   

 

  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3. Recuento de leucocitos. Los ratones infectados (en 3 réplicas biológicas) con dosis 

mayores a 1,2 x1011 UFC STEC O157:H7/mL fueron sangrados al tercer día p.i. para determinar el 

recuento total de leucocitos y el porcentaje de PMN en sangre entera. (A) Número absoluto de 

leucocitos. (B) Porcentaje de PMN. Los datos fueron analizados con un ANOVA de dos factores 

con un post test de Tukey. ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001. Las barras de error muestran la 

media ± SEM de 4 ratones para el grupo control y 6 ratones para el grupo infectado para cada cepa.  

 

Como puede observarse en la Figura 3, los ratones C57 infectados no 

presentan leucocitosis ni neutrofilia cuando son comparados con su control 

(Figura 3A y 3B). En cambio, los ratones BALB infectados no muestran leucocitosis 

(Figura 3A), pero si se observa una neutrofilia significativa al ser comparada con el 

porcentaje de PMN de su control y de los ratones C57 infectados (Figura 3B). Los 

ratones controles de cada cepa no muestran diferencias entre sí en el recuento 

total de leucocitos, pero sí se observa un mayor porcentaje basal de PMN en los 

ratones BALB.  

 

 

1.2.3. Ganancia o pérdida de peso y consumo de alimento p.i. 

Como parámetro clínico, se registró el peso de los animales desde el 

momento del destete y diariamente luego de la infección. A su vez, el peso diario 
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del alimento antes y después de la infección fue registrado como consumo de 

alimento.   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Parámetros clínicos y consumo de alimento. Los ratones infectados (en 3 réplicas 

biológicas) con dosis mayores a 1,2 x1011 UFC STEC O157:H7/mL fueron pesados diariamente p.i., 

al igual que su alimento. El peso fue expresado de manera porcentual teniendo en cuenta el peso 

inicial de los ratones en todos los tiempos y el consumo de alimento fue registrado teniendo en 

cuenta la diferencia en el peso del alimento respecto al día anterior y la cantidad de ratones vivos 

en cada tiempo. Ganancia o pérdida porcentual de peso respecto al peso inicial de (A) ratones 

BALB y (B) ratones C57. Los datos fueron analizados con un ANOVA de dos factores con un post 

test de Tukey. *p<0.05, *** p<0.001, ****p<0.0001. Las barras de error muestran la media ± SEM de 

5 ratones para el grupo control y 15 ratones para el grupo infectado para cada cepa. Consumo de 

alimento de (C) ratones BALB y (D) ratones C57. Los datos fueron analizados con un ANOVA de 

dos factores con un post test de Tukey. **p<0.01. Las barras de error muestran la media ± SEM de 

4 determinaciones para cada tiempo.  

 

Como puede observarse, los ratones BALB infectados muestran un descenso 

porcentual de peso (Figura 4A) significativo al día 3 p.i. respecto a su control, que 

se normaliza a partir del 4 p.i. Respecto del consumo de alimento, no se observan 

diferencias significativas entre el consumo de los ratones infectados con el de los 
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ratones controles (Figura 4C). En los ratones infectados se observa una tendencia 

de menor consumo al día 3 p.i. (p=0.0522).  

Por otro lado, en los ratones C57 infectados se observa un aumento 

porcentual de peso significativo en el día 1 y 2 p.i., pero un descenso al día 3 

respecto de su control (Figura 4B). En cuanto al consumo de alimento, se ve una 

diferencia estadísticamente significativa al día 3 p.i., en la cual se observa que los 

ratones controles consumen más alimento que los ratones infectados (Figura 4D). 

2. SUSCEPTIBILIDAD DE LOS RATONES BALB Y C57 FRENTE AL 
DESAFÍO E.V. CON STX2A. 

2.1. Evaluación de la mortalidad. 

Para determinar si las variaciones entre cepas de ratones frente a la 

evolución de la infección con cepas STEC O157:H7 podía asociarse con 

diferencias genéticas relacionadas con la susceptibilidad a la Stx (por ejemplo, 

debido a la mayor expresión del receptor Gb3 en las células endoteliales 

glomerulares y/o epiteliales tubulares del riñón en la cepa C57), se inocularon 

ratones BALB y C57 por vía e.v. con una dosis letal de Stx2a (1 ng/ratón) a la edad 

del destete y en ayunas. Los ratones fueron observados diariamente para 

constatar su estado de morbi-mortalidad y sobrevida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Desafío in vivo con Stx2a. Ocho ratones de ambas cepas fueron desafiados con Stx2a (1 

ng/ratón) o PBS (control) (n=5/cepa) a la edad del destete y en ayunas. Los ratones fueron 

observados diariamente para constatar su estado de morbi-mortalidad. Tasas de supervivencia. 

Los datos fueron analizados con la prueba de Mantel-Cox no hallándose diferencias significativas.  
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En la figura 5 se representa las curvas de sobrevida, expresadas de manera 

porcentual, observadas luego de la administración e.v. de Stx2a. En dicha figura 

se puede ver que cuando ratones de ambas cepas son inoculados con 1 ng de 

Stx2a, el 100% de los ratones BALB muere al cabo de 3 días post inoculación (0% 

sobrevida), mientras que en la cepa C57 se observa alrededor de un 80% de 

mortalidad (20% sobrevida), siendo esta diferencia no significativa.  

 

 

2.2. Parámetros bioquímicos y clínicos analizados durante la 
intoxicación con Stx2a. 

En los modelos murinos de SUH generados por injuria estéril, es decir, por 

la administración e.v. de Stx2, está bien descripto la correlación de los efectos de 

la Stx2 con aumento de uremia (una concentración plasmática de urea mayor a 

180 mg% es considerada como daño renal irreversible) y la neutrofilia (superior al 

20%). Por ello, para verificar que la mortalidad observada fue debida a la 

intoxicación con Stx2a, los ratones fueron sangrados a los 3 días post inoculación 

para determinar en sangre entera el porcentaje de polimorfonucleares y en 

plasma, la concentración de urea.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Parámetros clínicos y bioquímicos indicadores de daño sistémico a causa de la 

intoxicación con Stx2a. Los ratones desafiados con Stx2a fueron sangrados al tercer día post 

inoculación para determinar (A) la concentración plasmática de urea y (B) el porcentaje de 

PMN. Los datos fueron analizados con un ANOVA de dos factores con un post test de Tukey. 

**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. Las barras de error muestran la media ± SEM de 5 ratones 

para el grupo control y 8 ratones para el grupo Stx2a para cada cepa.  
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Como puede observarse en la figura 6A, tanto los ratones BALB como los 

C57 muestran un incremento significativo en la concentración plasmática de urea 

(mayor a 150 mg%), en comparación a sus respectivos controles. Dicho 

incremento no es significativo si se compara la concentración de urea entre 

ratones de ambas cepas desafiados. Con relación al porcentaje de PMN, se 

puede visualizar que todos los ratones desafiados con Stx2a muestran neutrofilia 

en comparación con sus respectivos controles, siendo más marcada esta 

neutrofilia en los ratones BALB que en los ratones C57.  

Por otro lado, como un parámetro clínico indicador del estado de 

morbilidad, se determinó el peso diario de los ratones desde la inoculación hasta 

su muerte.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Indicador de morbilidad a causa de la inoculación de Stx2a. Los ratones desafiados 

con 1 ng de Stx2a fueron pesados diariamente post desafío. El peso fue expresado de manera 

porcentual teniendo en cuenta el peso inicial de cada ratón en todos los tiempos. (A) Ganancia o 

pérdida porcentual de peso respecto al peso inicial de (A) ratones BALB y (B) ratones C57. Los 

datos fueron analizados con un ANOVA de dos factores con un post test de Tukey. ***p<0.001 en 

comparación con ratones C57 no sobrevivientes inyectados con Stx2a, ****p<0.0001. Las barras 

de error muestran la media ± SEM de 5 ratones para el grupo control y 8 ratones para el grupo 

Stx2a para cada cepa.  

 

Como se puede ver en las figuras 7A y 7B, los ratones desafiados fueron 

perdiendo de peso progresivamente hasta su muerte, siendo este descenso de 

peso significativo en ambas cepas al día 2 post inoculación respecto de sus 



129 
 

•BALB 
■C57 

1.5 2.0 2.5
0

2

4

6

8

Dosis (UFC x1012/kg ratón)lo
g 

UF
C/

cm
 in

te
st

in
o 

de
lg

ad
o

***

A

1.5 2.0 2.5
0

2

4

6

8

Dosis (UFC x1012/kg ratón)lo
g 

UF
C/

cm
 in

te
st

in
o 

gr
ue

so

**

B

1.5 2.0 2.5
0

2

4

6

8

Dosis(UFC x1012/kg ratón)

lo
g 

UF
C/

cm
 c

ie
go

*

C

1.5 2.0 2.5
0

2

4

6

8

Dosis (UFC x1012/kg ratón)lo
g 

UF
C/

cm
 in

te
st

in
o 

de
lg

ad
o

**

D

1.5 2.0 2.5
0

2

4

6

8

Dosis (UFC x1012/kg ratón)lo
g 

UF
C/

cm
 in

te
st

in
o 

gr
ue

so

*

E

1.5 2.0 2.5
0

2

4

6

8

Dosis (UFC x1012/kg ratón)

lo
g 

UF
C/

cm
 c

ie
go

**

F

controles. La pérdida de peso entre cepas fue similar (cercana al 20%), a 

excepción de dos ratones C57 que sobrevivieron y alcanzaron su peso corporal 

inicial al cabo de unos días post desafío.  

En correspondencia con reportes anteriores [Fernández y col., 2006; Pineda y 

col., 2021], todos los ratones moribundos mostraron descenso significativo de 

peso, aumento de urea plasmática y neutrofilia al día 3 post inoculación de Stx2a, 

pudiéndose confirmar que la mortalidad de los ratones desafiados está 

directamente asociada a los daños sistémicos ocasionados por la administración 

e.v. de Stx. El hecho de que ambas cepas murinas presentaran una respuesta 

patológica similar a la administración e.v. de Stx2a, permite descartar que las 

diferencias en la susceptibilidad a la infección con STEC O157:H7 entre cepas se 

deba a diferencias en la sensibilidad a la Stx2a.  

3. CARGA BACTERIANA EN RATONES BALB Y C57 INFECTADOS 
CON STEC O157:H7.  

3.1. Colonización intestinal.  

Para analizar si la mayor mortalidad en la cepa C57 estaba o no asociada a 

una mayor carga bacteriana intestinal, el primer paso en la cascada patogénica 

que conduce a la enfermedad sistémica, evaluamos el nivel de colonización en 

diferentes segmentos intestinales (intestino delgado, intestino grueso y ciego) a 

distintas dosis infectivas administradas a ambas cepas murinas.   
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Figura 8. Colonización intestinal de ratones BALB y C57 infectados con STEC O157:H7. Once 

ratones BALB y 8 ratones C57 fueron eutanasiados al día 3 p.i. para determinar la colonización en 

ciego, el intestino delgado y el intestino grueso. Los gráficos representan las UFC de STEC 

O157:H7 por cm de tejido intestinal versus la dosis bacteriana administrada como UFC x 1012/kg. 

(A a C) colonización del intestino delgado (A), intestino grueso (B) y ciego (C) de ratones BALB 

infectados. (D a F) colonización del intestino delgado (D), intestino grueso (E) y ciego (F) de 

ratones C57 infectados. Los datos fueron analizados mediante la prueba de correlación de 

Spearman, como se detalla en Materiales y métodos. Todas las asociaciones UFC/cm de 

segmento intestinal versus UFC x 1012/kg muestran correlaciones positivas. *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001. 
 

Las UFC recuperadas en los 3 segmentos intestinales de ratones BALB al día 3 

p.i. mostraron una correlación positiva con la dosis infectiva administrada en los 

tres segmentos intestinales (Figura 8A, B y C: r=0.65, p<0.05; r=0.90, p<0.001; 

r=0.84, p<0.01). Es decir, a mayor dosis infectiva mayor colonización intestinal. 

También se observaron correlaciones positivas en los tres segmentos intestinales 

en los ratones C57 infectados al día 3 p.i. (Figura 8D, E y F: r=0.88, p<0.01; r=0.89, 

p<0.01; r=0.76, p<0.05). Además, la pendiente de las rectas obtenidas por 

regresión lineal para cada segmento intestinal de cada cepa no fue 

estadísticamente diferente de la recta obtenida para el mismo segmento de la 

otra cepa, mostrando un nivel similar de colonización entre cepas para la misma 

dosis infectiva de STEC O157:H7. Por otro lado, no hubo sitio preferencial de 

colonización dentro de la misma cepa. Por ende, no se observaron diferencias 

significativas en la colonización intestinal entre ratones BALB y C57 (Figuras 8A-F). 

 

3.2. Excreción bacteriana.  

Para confirmar si existe una correlación positiva entre la dosis infectiva 

recibida y la excreción de STEC O157:H7 en heces, al día 3 p.i. ratones de ambas 

cepas que fueron infectados con distintas dosis de STEC O157:H7, fueron 

eutanasiados para recolectar toda la materia fecal contenida en el intestino 

grueso y determinar la excreción como UFC por gramo de materia fecal. 

 

 



131 
 

1.0 1.5 2.0 2.5

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

8.5

Dosis (UFC x1012/kg ratón)

lo
g 

UF
C/

g 
m

at
er

ia
 fe

ca
l

**

B

1.0 1.5 2.0 2.5

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

8.5

Dosis (UFC x1012/kg ratón)

lo
g 

UF
C/

g 
m

at
er

ia
 fe

ca
l

**

A
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Excreción bacteriana de ratones BALB y C57 infectados con STEC O157:H7. Siete 

ratones de ambas cepas fueron eutanasiados al día 3 p.i., se obtuvo la materia fecal del intestino 

grueso y se determinó la excreción bacteriana según lo detallado en Materiales y métodos. Los 

gráficos muestran las UFC de STEC O157:H7 por gramo de materia fecal versus la dosis infectiva 

administrada como UFC x1012/kg. Excreción bacteriana de (A) ratones BALB y (B) ratones C57 

infectados. Los datos fueron analizados mediante la prueba de correlación de Spearman. Todas 

las asociaciones UFC/g de materia fecal versus UFC x 1012/kg muestran correlaciones positivas. 

**p<0.01. 

 

Al analizar el nivel de excreción, hallamos una correlación positiva entre las 

variables mencionadas anteriormente en ambas cepas murinas (BALB: r=0.93, 

p<0.01; C57: r=0.90, p<0.01). Además, la pendiente de las rectas obtenidas por 

regresión lineal no fue significativamente diferentes entre los ratones BALB y C57 

infectados, lo que sugiere que excretan niveles similares de bacterias STEC 

O157:H7 al ser infectados con la misma dosis bacteriana (Figura 9A y B). 

Estos datos indican que los ratones BALB son capaces de permanecer con un 

mejor estado de salud durante la infección a pesar de tener un nivel de 

colonización intestinal y excreción similar al de los ratones C57. 

4. CAMBIOS HISTOLÓGICOS EN EL INTESTINO Y RIÑÓN DE 
RATONES BALB Y C57 INFECTADOS CON STEC O157:H7.  

Para visualizar si frente a un mismo nivel de colonización bacteriana, el daño 

histológico en el intestino y riñón entre estas cepas murinas era similar al día 3 

p.i., se eutanasiaron ratones controles e infectados de ambas cepas y se les 

extirparon sus intestinos y un riñón. Muestras de estos tejidos fueron fijados en 

formaldehído al 4%, incluidos en parafina y teñidos con H&E. Para su análisis, se 

tomaron imágenes usando microscopía de campo claro. 
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4.1. Análisis histológico del intestino grueso. 

Los intestinos gruesos de ratones BALB y C57 se analizaron 

histológicamente en condiciones no infecciosas (controles) y después de 3 días 

p.i. con STEC O157:H7. Como puede verse en la figura 10, el intestino grueso de 

ratones BALB infectados mostró ligera inflamación evidenciada por congestión 

vascular y depleción de células caliciformes. En contraste, los ratones C57 

infectados mostraron una depleción significativa de células caliciformes, 

aumento de la infiltración leucocitaria en la mucosa intestinal y congestión 

vascular. Además, los ratones C57 infectados mostraron áreas de disrupción del 

epitelio superficial y la presencia de células fantasmas (espacios dentro de la 

mucosa que se ven como círculos blancos, donde antes hubo células 

caliciformes). Los intestinos gruesos de los ratones controles no mostraron 

alteraciones patológicas. 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Histología del intestino grueso de ratones controles e infectados con STEC O157:H7 

3 días p.i. (A) Se muestran secciones representativas teñidas con H&E del intestino grueso de 

ratones BALB (fila superior) y C57 (fila inferior) controles e infectados. Fotos correspondientes 

al intestino grueso muestran congestión vascular (puntas de flecha blanca), infiltrado leucocitario 
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(asterisco), focos de depleción de células caliciformes (puntas de flecha negra) o disrupción del 

epitelio superficial (flecha negra). Los tejidos intestinales de ratones controles, tanto BALB como 

C57, muestran una histología conservada. Las fotografías se tomaron con aumento 200x haciendo 

uso de microscopía de campo claro. (B-E) Semicuantificación del daño del intestino grueso. 

Usando una cuadrícula superpuesta a la imagen, se realizó una semi cuantificación. Los gráficos 

representan el porcentaje de los campos con al menos (B) una célula caliciforme, (C) presencia 

de infiltrado leucocitario, (D) con congestión vascular y (E) disrupción del epitelio. Se evaluó el 

daño histológico en 3 ratones controles e infectados de cada cepa, los cuales presentaron 

alteraciones histológicas similares. Los datos fueron analizados con un ANOVA de dos factores 

seguido de un post test de Tukey. **p<0.01, ****p<0.0001. Cada barra representa la media ± SEM.  

 

4.2. Análisis histológico del intestino delgado.  

Como puede verse en la figura 11, el intestino delgado de ratones BALB 

infectados mostró una significativa inflamación evidenciada por una mayor 

irrigación o congestión vascular. En cambio, los ratones C57 infectados 

mostraron una total depleción de células caliciformes y congestión vascular. 

Cabe destacar que algo característico de las infecciones por STEC O157:H7 en 

humanos es el acortamiento del tercio superior de las microvellosidades del 

intestino delgado, cambio histológico que no fue observado en la histología de 

ninguno de los ratones infectados. Además, uno de los cambios histológicos 

observados en los ratones C57 infectados fue el incremento de células de Paneth 

(que se visualizan como células basófilas de mayor tamaño que el núcleo de los 

enterocitos, situadas en las criptas de Lieberkühn en la pared del intestino 

delgado). Los intestinos delgados de los ratones controles no mostraron cambios 

patológicos. 
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Figura 11. Histología del intestino delgado de ratones controles e infectados con STEC 

O157:H7 3 días p.i. (A) Secciones representativas teñidas con H&E del intestino delgado de 

ratones BALB (fila superior) y C57 (fila inferior) controles e infectados. Las fotos del intestino 

delgado muestran mayoritariamente congestión vascular (puntas de flecha blanca) y focos de 

depleción de células caliciformes (puntas de flecha negra). Los tejidos intestinales de ratones 

controles muestran una histología conservada. Las fotografías se tomaron con aumento 200x 

haciendo uso de microscopía de campo claro. (B-E) Semicuantificación del daño del intestino 

delgado. Usando una cuadrícula superpuesta a la imagen, se realizó una semi cuantificación. Los 

gráficos representan el porcentaje de los campos con al menos (B) una célula caliciforme, (C) 

presencia de infiltrado leucocitario, (D) con congestión vascular y (E) acortamiento del tercio 

superior de las microvellosidades. Se evaluó el daño histológico en 3 ratones controles e 

infectados de cada cepa, los cuales presentaron alteraciones histológicas similares. Los datos 

fueron analizados con un ANOVA de dos factores seguido de un post test de Tukey. *p<0.05, 

**p<0.01, ****p<0.0001. Cada barra representa la media ± SEM.  

 

En conjunto estos resultados indican que los ratones BALB infectados 

tienen menor daño en el tejido intestinal y menor inflamación en comparación con 

los ratones C57 infectados, a pesar de tener un nivel similar de colonización 

intestinal con STEC O157:H7.  

  

4.3. Análisis histológico del riñón. 

Como se observa en la figura 12, la histología renal al día 3 p.i. confirma 

que los riñones de los ratones C57 infectados se vieron severamente afectados 
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por los efectos de la Stx2, mientras que los riñones de los ratones BALB 

infectados se ven relativamente conservados. De hecho, los riñones de los 

ratones C57 infectados mostraron un marcado daño tubular con células 

apoptóticas, lesión típica asociada a la toxicidad de la Stx2, mientras que los 

ratones BALB infectados mostraron sólo daños leves en sus riñones, 

principalmente congestión vascular y dilatación de la luz tubular. Los riñones de 

ratones controles muestran una histología conservada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Histología renal de ratones controles e infectados con STEC O157:H7 3 días p.i. Se 

evaluó el daño histológico en 3 ratones controles e infectados de cada cepa, los cuales 

presentaron alteraciones histológicas similares. Se muestran imágenes representativas de un 

ratón BALB y C57, tanto control como infectado. Las fotografías se tomaron con aumento 200x 

haciendo uso de microscopía de campo claro. Los riñones de los ratones BALB infectados 

presentan congestión vascular en la corteza (punta de flecha blanca) y dilatación tubular (flechas 

negras) en comparación con el control. Los riñones de los ratones C57 infectados muestran áreas 

de necrosis tubular, con pérdida del epitelio y células descamadas en la luz tubular (flechas 

negras). Las flechas blancas muestran túbulos normales de ratones controles BALB y C57. 

 

5. CAMBIOS FUNCIONALES EN LA BARRERA INTESTINAL DE 
RATONES BALB Y C57 INFECTADOS CON STEC O157:H7.  

Para evaluar la permeabilidad intestinal, se llevó a cabo un ensayo 

administrando Dx-FITC por vía oral, y 4 horas post tratamiento se determinó en 
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plasma la fluorescencia como una medición del pasaje de esta molécula. 

Encontramos que los ratones BALB y C57 infectados mostraban un mayor nivel de 

Dx-FITC en plasma en comparación a sus respectivos controles al día 3 p.i. Sin 

embargo, los ratones C57 infectados mostraron URF significativamente mayores 

que los ratones BALB infectados (Figura 13). Estos datos indican que los ratones 

BALB infectados tuvieron un daño en la función de la barrera intestinal más 

reducido que los ratones C57 infectados.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Permeabilidad intestinal de ratones controles e infectados con STEC O157:H7 a 3 

días p.i. Los ratones BALB y C57 recibieron por vía oral 100 µL de PBS que contenía Dx-FITC (80 

g/L) al día 3 p.i. Después de 4 horas de tratamiento, se sangraron para determinar en plasma las 

URF. Los datos se analizaron con un ANOVA de dos factores seguido del post test de Tukey para 

determinar comparaciones múltiples. ****p<0.0001. Cada barra muestra la media ± SEM de 3 

ratones controles e infectados de cada cepa.  

6. RESPUESTA HUMORAL ESPECÍFICA EN MUCOSA INTESTINAL 
EN RATONES BALB Y C57 INFECTADOS CON STEC O157:H7.  

A raíz de los resultados obtenidos hasta el momento, decidimos evaluar la 

respuesta de anticuerpos específicos anti-STEC O157:H7 producidos localmente 

en el intestino durante el curso de la infección. Para ello, se evaluó en los 

sobrenadantes de materia fecal de ambas cepas luego de 3 y 7 días p.i. la 

presencia de anticuerpos anti-STEC O157:H7 mediante ELISA. No se detectó IgA 

anti-STEC O157:H7 libre en los sobrenadantes de materia fecal de ratones 

infectados de ambas cepas tan pronto como a 3 días p.i. (Figura 14A). Sin 

embargo, al día 7 p.i. encontramos niveles significativos de IgA anti-STEC O157:H7 

en los sobrenadantes de materia fecal de todos los ratones BALB infectados que 
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sobrevivieron al desafío infeccioso (Figura 14B). Cabe destacar que ningún ratón 

C57 sobrevivió al desafío, por ende, no fue posible evaluar IgA específica al día 7 

p.i. Por otro lado, no es menor destacar que al día 7 p.i. los ratones BALB no 

excretan más bacteria patógena en materia fecal. Los sobrenadantes de materia 

fecal de ratones BALB y C57 controles no reconocieron a STEC O157:H7 por 

ELISA.  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 14. Respuesta humoral local de ratones controles e infectados con STEC O157:H7. Los 

sobrenadantes de la materia fecal de ratones controles e infectados, obtenidos y preparados 

como se describe en Materiales y métodos, fueron diluidos al medio y analizados mediante ELISA 

para determinar IgA anti-STEC O157:H7. Los niveles de anticuerpos se expresaron como DO492. (A) 

IgA anti-STEC O157:H7 libre en sobrenadante de materia fecal a día 3 p.i. Los datos fueron 

analizados con un ANOVA de dos factores seguido de un post test de Tukey. Cada barra muestra la 

media ± SEM de 4 ratones controles y 6 infectados para cada cepa. (B) IgA anti-O157:H7 libre en 

sobrenadante de materia fecal al día 7 p.i. Prueba de Mann-Whitney. *** p<0.001. Se muestran 

las medianas y los rangos intercuartiles de 6 ratones controles y 9 ratones BALB infectados.  

 

Dado que al día 3 p.i. aún los ratones de ambas cepas están excretando 

bacteria patógena, hipotetizamos que la IgA específica anti-STEC O157:H7 no se 

encuentra libre en los sobrenadantes de materia fecal, porque podría estar 

opsonizando a las bacterias patógenas. Para evaluar esta hipótesis, llevamos a 

cabo una citometría de flujo sobre la materia fecal de ratones de ambas cepas 

controles e infectados al día 3 p.i., tal como se detalla en Materiales y métodos.  
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Figura 15. Respuesta humoral local de ratones controles e infectados con STEC O157:H7.  La 

materia fecal fue obtenida y procesada como se describe en Materiales y métodos para 

determinar mediante citometría de flujo IgA unida a bacterias. Se graficó la IFM obtenida a partir de 

histogramas utilizando un anticuerpo anti-IgA de ratón hecho en rata acoplado a FITC. (A) 

Bacterias recubiertas de IgA al día 3 p.i. Los datos fueron analizados mediante un ANOVA de dos 

factores seguido de un post test de Tukey. *p<0.05, ***p<0.001. Cada barra muestra la media ± 

SEM de 4 ratones controles y 6 infectados para cada cepa. (B y C) Histogramas representativos 

de muestras de materia fecal no incubadas con anti-IgA de ratón (autofluorescencia, línea 

punteada negra), muestras de materia fecal de ratones controles (línea verde) y de ratones 

infectados (línea roja) BALB (B) y C57 (C) incubadas con anti-IgA de ratón, ensayadas en paralelo. 

 

Encontramos IgA unida a bacterias solamente en la materia fecal de 

ratones BALB infectados (Figuras 15A-C). Estos resultados sugieren que la 

infección con STEC O157:H7 estimuló la producción de IgA local, la cual se 

excretó unida a bacterias en materia fecal de ratones BALB, pero no de ratones 

C57. Estos resultados sugieren que la mayor sobrevida observada durante la 

infección con STEC O157:H7 estaría asociada a que sólo los ratones BALB fueron 

capaces de montar una respuesta humoral local específica y temprana. 

7. RESPUESTA HUMORAL SISTÉMICA EN RATONES BALB Y C57 
INFECTADOS CON STEC O157:H7.  

Además de la respuesta humoral local, analizamos si estas dos cepas 

murinas eran capaces de montar una respuesta humoral sistémica anti-Stx2 

después de la infección, ya que se ha demostrado que estos anticuerpos protegen 

contra el daño renal inducido por la toxina [Mejías y col., 2013; Mejías y col., 

2016]. Los ratones fueron sangrados a los días 3 y 7 p.i. y los niveles de IgG anti-
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Stx2B se determinaron mediante ELISA en diluciones seriadas del plasma. Como 

se ve en la figura 16A, los ratones BALB infectados presentaron niveles 

significativos de IgG anti-Stx2B tan pronto como a los 3 días p.i. en todas las 

diluciones del plasma realizadas en comparación a los ratones C57 infectados, 

dado que los valores de absorbancia de las diluciones de los plasmas de estos 

últimos fueron similares a los obtenidos en los ratones BALB y C57 controles, no 

hallándose niveles significativos de anticuerpos anti-Stx2B. Como es esperable, 

los plasmas de ratones BALB infectados mostraron niveles de anticuerpos anti-

Stx2B más altos después de 7 días de infección, siendo los valores de DO 

significativos hasta una dilución 1/128 del plasma en comparación con su 

respectivo control (Figura 16B). De estos resultados, pudimos determinar que los 

ratones BALB infectados fueron también capaces de desarrollar una respuesta 

humoral sistémica anti-Stx2, que podría neutralizar a la toxina que ingresa por 

circulación durante la infección con STEC O157:H7.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Respuesta humoral sistémica de ratones controles e infectados con STEC O157:H7.  

Los niveles de IgG anti-Stx2B se determinaron en el plasma de ratones BALB y C57 al día 3 p.i., y en 

el plasma de ratones BALB sobrevivientes al día 7 p.i. por ELISA. Los niveles de anticuerpos se 

expresaron como DO492. Los datos fueron analizados mediante un ANOVA de dos factores 

seguido de un post test de Tukey. (A) IgG específica anti-Stx2B en plasma al día 3 p.i. *p<0.05, 

**p<0.01, ****p<0.0001 en comparación con los ratones BALB controles y los ratones C57 

infectados a la misma dilución. Cada punto muestra la media ± SEM de 3 ratones controles y 8 

infectados para cada cepa. (B) IgG específica anti-Stx2B en plasma de ratones BALB al día 7 p.i. 

*p<0.05, ***p<0.001. Cada punto muestra la media ± SEM de 3 ratones para el grupo control y 8 

ratones para el grupo infectado.  
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8. ANÁLISIS DE LA CAPACIDAD PROTECTORA DE LA RESPUESTA 
INMUNE HUMORAL FRENTE A LAS INFECCIONES CON STEC 
O157:H7.  

8.1. Administración de anticuerpo neutralizante anti-Stx2 a ratones C57 
infectados. 

Los resultados obtenidos hasta el momento sugieren que la distinta 

evolución observada entre los ratones BALB y C57 después de la infección con 

STEC O157:H7 probablemente dependa de la cinética en montar una respuesta 

humoral eficaz y con capacidad protectora. Para abordar experimentalmente este 

punto, se infectaron ratones C57 a la edad del destete con una dosis letal de STEC 

O157:H7 e inmediatamente después de la infección a los ratones se les 

administró por vía e.v. PBS o anticuerpos anti-Stx2B producidos previamente en el 

laboratorio (VHH 2vb8). 

8.1.1. Evaluación de la mortalidad. 

En la figura 17, se puede observar que la totalidad de los ratones C57 

tratados con PBS e infectados se encontraron muertos al día 4 p.i. (0% sobrevida), 

mientras que los ratones tratados con VHH 2vb8 e infectados permanecieron 

vivos hasta el día 6 p.i., momento en el cual fueron eutanasiados (100% 

sobrevida), siendo esta diferencia significativa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Desafío con STEC O157:H7 en ratones C57 administrados o no de un anticuerpo 

neutralizante anti-Stx2. A la edad del destete e inmediatamente p.i., a los ratones C57 se les 

administró de manera aleatoria e.v. PBS o un nanoanticuerpo neutralizante anti-Stx2 (VHH 2vb8) 

(n=4/tratamiento). Los ratones fueron observados diariamente para constatar su estado de morbi-
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mortalidad. Los datos fueron analizados con la prueba de Mantel-Cox hallándose diferencias 

significativas. **p<0.01. 

 

8.1.2. Evaluación de parámetros bioquímicos y clínicos.  

Paralelamente, se determinó la concentración plasmática de urea como 

indicador de falla renal al día 3 p.i. y se registró diariamente el peso como un 

parámetro clínico indicador de morbi-mortalidad.  

 

 

 

 

   

 

 

 

 

Figura 18. Parámetros clínicos y bioquímicos indicadores de daño sistémico y morbi-

mortalidad. Los ratones C57 infectados y tratados con PBS o VHH 2vb8 fueron pesados 

diariamente y sangrados al tercer día p.i. para determinar (A) la concentración plasmática de 

urea. Los datos fueron analizados con la prueba T de Student. **p<0.01. (B) Ganancia o pérdida 

porcentual de peso respecto al pesaje inicial. El peso fue expresado de manera porcentual 

teniendo en cuenta el peso inicial en todos los tiempos. Los datos fueron analizados por un 

ANOVA de dos factores con un post test de Tukey. ****p<0.0001. Cada barra o punto muestra la 

media ± SEM de 4 ratones C57 para cada tratamiento.  
 

Como puede observarse en la figura 18A, únicamente los ratones C57 

infectados y tratados con PBS muestran niveles elevados urea plasmática, siendo 

dicho nivel estadísticamente significativo al alcanzado por los ratones C57 

infectados y tratados con VHH 2vb8, los cuales presentan niveles normales de 

urea plasmática, semejantes a un control sin infectar. Con relación al peso (Figura 

18B), se puede ver que todos los ratones C57 desafiados con STEC O157:H7 y 

administrados de PBS muestran un descenso progresivo del peso hasta su muerte 

al día 4 p.i., siendo este descenso significativo respecto al grupo de ratones C57 

infectados y tratados con VHH 2vb8 al día 3 y 4 p.i. Cabe destacar que los ratones 
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tratados con VHH 2vb8 muestran un aumento de peso progresivo hasta el 

momento en el cual fueron eutanasiados.  

Estos resultados nos permitieron asociar la mejor evolución de los ratones 

BALB infectados con una respuesta específica contra la Stx2. Por lo tanto, 

realizamos dos experimentos adicionales y complementarios para evaluar 

directamente si la respuesta de anticuerpos anti-Stx2 en ratones BALB era la 

responsable de conferir protección contra la infección con STEC O157:H7. 

 

8.2. Desafío de ratones BALB sobrevivientes a la infección con Stx2 e.v. 

En un grupo de experimentos, se evaluó la capacidad neutralizante de los 

anticuerpos anti-Stx2 generados a los 7 días p.i. en ratones BALB (con un título de 

anticuerpos anti-Stx2 de 128). Los ratones fueron inoculados e.v. con 1 ng de 

Stx2a, y las tasas de mortalidad fueron evaluadas diariamente y los niveles de 

urea plasmática determinados al día 3 post desafío. Como grupo control se 

utilizaron compañeros de camada que no habían sido previamente infectados. 

Los resultados se muestran en la Tabla 2, y se discuten en el inciso 8.3. 

 

8.3. Transferencia de inmunidad por plasma de ratones BALB infectados 
a ratones C57.  

En otro grupo de experimentos, los plasmas de los ratones BALB obtenidos 

al día 7 p.i. fueron administrados de manera i.p. a ratones C57 luego de ser 

infectados a la edad del destete. Los plasmas fueron administrados en 2 dosis (a 

2 y 24 horas p.i.) y en una dilución 1/5 en solución fisiológica. Otro grupo de 

ratones C57 infectados recibió en lugar de plasma inmune, plasma de ratones 

BALB controles obtenidos al mismo tiempo (día 7). Las tasas de mortalidad fueron 

evaluadas diariamente y los niveles de urea plasmática determinados al día 3 p.i.  
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Grupos        Tratamiento                         Mortalidad (muertos/total)     Urea (media ± SEM; mg%) 
 
BALB control  Stx2a e.v.   5/5   326±71 

BALB infectado  Stx2a e.v.   0/3a   92±26b 
C57 infectado  plasma BALB control                     3/3   175±21 

C57 infectado                plasma BALB infectado                      0/3a   106±11b 

Tabla 2. Neutralización in vivo de la toxina y protección de ratones C57 infectados 

administrados de plasma de ratones controles e infectados BALB. Ratones BALB controles e 

infectados recibieron 1 ng de Stx2a mediante administración e.v. al día 7 p.i. Por otro lado, ratones 

C57 infectados fueron administrados i.p. con plasmas de ratones BALB controles o infectados 

obtenidos al día 7 p.i., como se detalla en Materiales y métodos. Se representa en la tabla las 

tasas de mortalidad (muertos/total) y los niveles de urea plasmática (mg%) al día 3 post inyección 

de Stx2a (para experimentos de neutralización in vivo en ratones BALB) o al día 3 p.i. (para los 

experimentos de protección en ratones C57).           

a significativamente diferente a su respectivo control, según la prueba de Mantel-Cox (p<0.05).                                                                                                                                                                                                       

b significativamente diferente a su respectivo control, según la prueba T de Student (p<0.05).  

 

Como se puede ver en la Tabla 2, los ratones BALB infectados quedaron 

completamente protegidos frente a una dosis letal 100 de Stx2a, permaneciendo 

vivos y mostrando niveles de urea significativamente más bajos que los 

compañeros de camada no infectados, los cuales murieron al día 3 post desafío 

(100% mortalidad). A su vez, los plasmas de ratones BALB infectados fueron 

capaces de conferir protección a los ratones C57 después de ser infectados con 

STEC O157:H7, observándose al día 3 p.i. niveles significativamente más bajos de 

urea plasmática y tasas de mortalidad más bajas en comparación a su respectivo 

control (100% mortalidad). Cabe destacar que los ratones C57 infectados que 

recibieron plasma de ratones BALB infectados obtenidos al día 7 p.i. murieron el 

día 5 p.i. observándose respecto de su grupo control (ratones C57 infectados + 

plasma control de ratones BALB sin infectar) un retraso significativo en la 

mortalidad.  

9. ROL DE LOS LINFOCITOS B EN LA RESPUESTA INMUNE 
FRENTE A LAS INFECCIONES CON STEC O157:H7.  

Con el objetivo de determinar la relevancia de la respuesta humoral montada 

activamente frente al estímulo infeccioso, los ratones BALB fueron depletados de 
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linfocitos B mediante la administración e.v. de un anticuerpo monoclonal anti-

B220 y posteriormente infectados para evaluar sobrevida y parámetros 

bioquímicos y clínicos claves en la progresión a SUH. Paralelamente, se 

determinó la presencia de anticuerpos anti-Stx2 en plasma y anti-STEC O157:H7 

en materia fecal y plasma. 

9.1. Evaluación del esquema de depleción de linfocitos B. 

Para poner a punto el esquema de depleción de linfocitos B y garantizar 

una depleción total en los tiempos más críticos de la infección (0-72h), ratones 

BALB a la edad del destete fueron divididos al azar en 2 grupos. A uno de ellos se 

le administró de manera e.v. 100 µL conteniendo una única dosis de anticuerpo 

monoclonal anti-B220 (2.8 mg/ratón) mientras que al grupo control, una única 

dosis de vehículo (PBS). Cuatro, 24 y 48 horas post administración, los ratones 

fueron eutanasiados y el porcentaje de células CD19 positivas fue determinado 

mediante citometría de flujo en bazo y en el MLN.  
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Figura 19. Depleción de linfocitos B en bazo y MLN. Ratones BALB al destete fueron tratados con 

PBS o anticuerpo monoclonal anti-B220 (2.8 mg/ratón e.v.) y al cabo de 4, 24 y 48 h eutanasiados 

para determinar el porcentaje de linfocitos B (CD19+) en los órganos mencionados. (A) Porcentaje 

de linfocitos B en bazo. (B) Porcentaje de linfocitos B en MLN. Los datos fueron analizados por 

un ANOVA de dos factores con un post test de Tukey. *p<0.05, ***p<0.001, ****p<0.0001. Cada 

barra muestra la media ± SEM de 3 ratones BALB para cada tratamiento. Histogramas 

representativos de la depleción de linfocitos B en bazo (C) y MLN (D) a 6, 24 y 48 h. La línea 

negra punteada representa a linfocitos B sin incubar con el anticuerpo anti-CD19 FITC 

(autofluorescencia), la línea gris representa a linfocitos B de ratones controles incubados con anti-

CD19 y la línea celeste con relleno representa a linfocitos B de ratones deplecionados con anti-

B220 e incubados con anti-CD19. 

 

El tratamiento con anticuerpo monoclonal anti-B220 produjo una 

depleción significativa de linfocitos B (identificados como CD19 positivos) en el 

MLN a las 4, 24 y 48 h post administración frente a los controles. El porcentaje de 

células CD19 positivas en bazo a las 4, 24 y 48 h fue significativamente menor en 

los ratones deplecionados comparado con el de los controles. Sin embargo, a las 

48 h el porcentaje de células CD19 positivas en ratones tratados con anti-B220 

comenzó a aumentar si se lo compara con los ratones deplecionados a 4 y 24 h. A 

raíz de esto, y para evitar el desarrollo de una respuesta humoral sistémica, 

decidimos administrar un refuerzo de anticuerpo anti-B220 cada 24 h para 

garantizar una total depleción de linfocitos B en bazo.  
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9.2. Evaluación de la mortalidad de los ratones BALB depletados de 
linfocitos B frente a una infección con STEC O157:H7. 

9.2.1. Evaluación de la mortalidad. 

El esquema de depleción de linfocitos B en la infección se modificó a un 

refuerzo diario de anticuerpo monoclonal anti-B220 para asegurar la total 

depleción en este grupo experimental durante los primeros días de infección. Los 

ratones BALB al destete fueron tratados con una dosis e.v. de anticuerpo anti-

B220 o PBS (como control) y desprovistos de alimento. Cuatro horas más tarde 

fueron infectados de manera oral con una dosis de STEC O157:H7 de 2 x1010 UFC 

por ratón. Inmediatamente p.i., fueron provistos de alimento ad libitum. 

Veinticuatro y 48 h post inoculación, los ratones recibieron un refuerzo del 

anticuerpo anti-B220 o PBS. Los ratones infectados fueron observados 

diariamente para evaluar la morbi-mortalidad.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Desafío de los ratones deplecionados o no de linfocitos B con STEC O157:H7. 

Catorce ratones BALB controles u 11 tratados con anticuerpo anti-B220 fueron desafiados con 2 

x1010 UFC de STEC O157:H7/ratón al destete. Posterior a la infección, los ratones fueron 

observados diariamente para evaluar la morbi-mortalidad. Tasas de supervivencia. Los datos 

fueron analizados con la prueba de Mantel-Cox hallándose diferencias significativas. **p<0.01. 

 

En la figura 20 se representan las curvas de sobrevida, expresadas de 

manera porcentual, obtenidas luego del tratamiento con anticuerpo anti-B220 o 

PBS y la infección con STEC. Se puede observar que cuando los ratones son 

deplecionados de linfocitos B, el 82% muere al cabo de 3-5 días p.i. (18% 

sobrevida), mientras que en los ratones controles se observa un 21% de 
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mortalidad (79% sobrevida), siendo esta diferencia en las curvas de sobrevida 

significativa.  

 

9.2.2. Evaluación de parámetros bioquímicos y clínicos.  

9.2.2.1. Determinación de urea plasmática y seguimiento del peso diario 
post infección.  

Además de la sobrevida, la concentración de urea plasmática como un indicador 

de daño renal fue determinada al día 3 p.i. y las curvas de peso como un 

parámetro clínico indicador de morbi-mortalidad fueron registradas diariamente.  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Parámetros clínicos y bioquímicos indicadores de daño sistémico y morbi-

mortalidad. Los ratones BALB deplecionados o no de linfocitos B e infectados fueron pesados 

diariamente y sangrados al tercer día p.i. para determinar (A) la concentración plasmática de 

urea y (B) la ganancia o pérdida porcentual de peso respecto al peso inicial. El peso fue 

expresado de manera porcentual teniendo en cuenta el peso inicial en todos los tiempos.  Los 

datos fueron analizados por un ANOVA de dos factores con un post test de Tukey. Cada barra o 

punto muestra la media ± SEM de 5 ratones BALB controles (sin tratar y sin infectar), de 14 ratones 

tratados con PBS y de 11 ratones deplecionados de linfocitos B. (A) **p<0.01, ***p<0.001. (B) 

*p<0.05 controles respecto de deplecionados de linfocitos B, ****p<0.0001 controles y PBS 

respecto de deplecionados de linfocitos B, ****p<0.0001 controles respecto de PBS y 

deplecionados de linfocitos B.  

 

Como puede observarse en la figura 21A, únicamente los ratones BALB 

deplecionados de linfocitos B e infectados muestran niveles de urea plasmática 

significativamente elevados respecto de los ratones BALB tratados con PBS e 
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infectados y ratones BALB controles (sin infectar y sin tratar). Con relación al peso 

(Figura 21B), se puede ver que los ratones infectados con STEC O157:H7 y 

tratados con PBS muestran un descenso variable del peso hasta el día 2. En el 

caso de los tratados con anticuerpo anti-B220 muestran un descenso del peso 

progresivo hasta el día 4 p.i. Posterior a los tiempos mencionados, los ratones 

comienzan a recuperar su peso inicial y al día 7 p.i., todos los ratones infectados 

sobrevivientes tienen una ganancia de peso similar a los ratones controles, 

posiblemente debido a que ya resolvieron la infección.  

 

9.2.2.2. Determinación del recuento total y diferencial de leucocitos. 

Dado que la presencia de leucocitosis y neutrofilia son indicadores de mal 

pronóstico en la progresión a SUH, en los ratones BALB infectados y 

deplecionados o no de linfocitos B se determinó en sangre entera el recuento total 

y diferencial de leucocitos al día 3 p.i. 

 

   

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Determinación de otros parámetros clínicos en los ratones BALB deplecionados o 

no de linfocitos B e infectados con STEC O157:H7. Los ratones fueron sangrados al tercer día p.i. 

para determinar en sangre entera (A) el recuento total de leucocitos y (B) el porcentaje y 

número absoluto de PMN. Los datos fueron analizados con un ANOVA de un factor con un post 

test de Tukey. **p<0.01, ***p<0.001. Cada barra muestra la media ± SEM de 5 ratones BALB 

controles, 5 ratones tratados con PBS y 6 ratones deplecionados de LB.  

 

Como puede observarse en la figura 22A, ningún grupo experimental 

presenta leucocitosis al día 3 p.i.  Sin embargo, el grupo tratado con anticuerpo 
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anti-B220 e infectado muestra neutrofilia, expresado tanto como aumento del 

porcentaje de PMN (figura 22B) como del número absoluto de PMN (figura 22C). 

Por otro lado,  el grupo tratado con PBS e infectado, sólo es significativo el 

aumento del número absoluto de PMN respecto del grupo control.   

 

9.3. Determinación de la respuesta inmune humoral a 3 días p.i.  

Para analizar la respuesta inmune humoral sistémica y local 

desencadenada p.i., algunos ratones BALB, tanto los tratados con PBS como los 

que recibieron anticuerpo anti-B220, fueron sangrados, eutanasiados y se colectó 

la materia fecal a los 3 días p.i. Se determinó en plasma la presencia de IgG 

específica anti-Stx2B y anti-STEC O157:H7, y en materia fecal la IgA unida a 

bacteria, ya que a este tiempo sabemos que no se detecta IgA libre porque la 

excreción de bacterias patógenas es aún significativa. Para evaluar la IgA 

producida localmente en el intestino, la materia fecal se incubó con un anticuerpo 

anti-IgA de ratón acoplado a FITC y se adquirió en el citómetro.   

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Respuesta humoral sistémica de ratones deplecionados o no de linfocitos B e 

infectados con STEC O157:H7. Los niveles de (A) IgG anti-Stx2B y (B) IgG anti-STEC O157:H7 se 

determinaron en el plasma de ratones BALB tratados con PBS o anticuerpo anti-B220 

(deplecionados de LB) e infectados y en ratones controles al día 3 p.i. mediante ELISA. Los niveles 

de anticuerpos se expresaron como DO492. Los datos fueron analizados mediante un ANOVA de 

dos factores seguido de un post test de Tukey. *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001 en comparación 

con los ratones BALB controles y los ratones BALB deplecionados de linfocitos B e infectados a la 
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misma dilución del plasma. Cada punto muestra la media ± SEM de 4 ratones para cada 

tratamiento.  

 

Como puede observarse en la figura 23A y B, sólo los ratones tratados con 

PBS e infectados presentaron niveles de anticuerpos anti-Stx2B y anti-STEC 

O157:H7 significativos respecto de los ratones controles y de los ratones 

deplecionados de linfocitos B e infectados. Cabe destacar que para el caso de IgG 

anti-Stx2B, se encontraron niveles de anticuerpos significativos hasta una dilución 

1/32 del plasma, mientras que para IgG anti-STEC O157:H7 los niveles de 

anticuerpos fueron significativos hasta una dilución 1/64. Por otro lado, los 

ratones deplecionados de linfocitos B no fueron capaces de montar una 

respuesta humoral sistémica específica contra la toxina ni contra la bacteria 

patógena.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Respuesta humoral local de ratones deplecionados o no de linfocitos B e 

infectados con STEC O157:H7. La materia fecal fue obtenida y procesada como se describe en 

Materiales y métodos para determinar mediante citometría de flujo IgA unida a bacterias al día 3 

p.i. Se graficó la IFM obtenida a partir de histogramas utilizando un anticuerpo anti-IgA de ratón 

hecho en rata acoplado a FITC. (A) IgA unida a bacterias. Los datos fueron analizados mediante 

un ANOVA de un factor seguido de un post test de Tukey. ****p<0.0001. Cada barra muestra la 

media ± SEM de 4 ratones controles, 5 ratones tratados con PBS e infectados y 6 ratones tratados 

con anticuerpo anti-B220 e infectados. (B) Histogramas representativos de muestras de materia 

fecal no incubadas con anti-IgA de ratón acoplado a FITC (autofluorescencia, línea punteada 

negra), muestras de materia fecal de ratones BALB controles (línea verde) y de ratones BALB 
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infectados tratados con PBS (línea gris) o con anticuerpo anti-B220 (deplecionados de linfocitos B; 

línea celeste) incubadas con anti-IgA de ratón acoplado a FITC, ensayadas en paralelo. 

 

Como puede observarse en el gráfico de barras y en el histograma (figura 

24A y B), únicamente hay un incremento significativo de bacterias recubiertas de 

IgA en la materia fecal de los ratones tratados con PBS e infectados con STEC 

O157:H7 en comparación con los ratones controles y con los ratones que 

recibieron anticuerpo anti-B220 y luego fueron infectados. Los ratones 

deplecionados de linfocitos B no muestran un aumento significativo de IgA unida a 

bacterias respecto del grupo control, confirmando que éstos no fueron capaces 

de montar una respuesta humoral local específica contra la bacteria patógena.  

 

10. OBTENCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE LOS 
ANTICUERPOS ANTI-STEC O157:H7.  

La relevancia de la inducción de anticuerpos anti-Stx2 en el contexto de la 

infección de los ratones con cepas STEC O157:H7 para protegerlos y evitar el 

desarrollo del SUH ha quedado demostrado en las secciones anteriores. Para 

elucidar los mecanismos a través de los cuales los anticuerpos anti-STEC 

O157:H7 generados durante la infección también podrían participar en la 

protección durante las infecciones con este patógeno, nos propusimos realizar 

ensayos in vitro. 

 

10.1. Esquema de reinfección. 

Para alcanzar títulos altos de los anticuerpos anti-STEC O157:H7 que nos 

permitan sensibilizar in vitro a las STEC en una situación de equivalencia o exceso 

de anticuerpo, y dado que alguno de los ensayos requiere un alto número de 

dichas bacterias, nos propusimos llevar a cabo un esquema de reinfección. Para 

ello, ratones BALB a la edad del destete y en ayunas fueron infectados con una 

dosis de STEC O157:H7 (2 x1010 UFC/ratón) y con 2 dosis mayores (5x 1010 

UFC/ratón) a intervalos de 10 días. Siete días después de cada desafío infeccioso, 

los ratones fueron sangrados para determinar mediante ELISA el título de 
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anticuerpos anti-STEC O157:H7. A los 7 días luego del último desafío, posterior a 

ser sangrados, los ratones fueron eutanasiados para extraer todo el contenido del 

intestino grueso, procesarlo según se detalla en Materiales y métodos, y 

determinar mediante ELISA anticuerpos anti-STEC O157:H7 en la materia fecal.  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Respuesta humoral sistémica y local de ratones reinfectados con STEC O157:H7. 

Ratones BALB a la edad del destete fueron infectados 3 veces a intervalos de 10 días con STEC 

O157:H7 y sangrados 7 días luego de cada desafío. Se determinó mediante ELISA los niveles de (A-

C) IgG anti-STEC O157:H7 en plasma (en la 1ra, 2da y 3ra infección) y los niveles de (D) IgA anti-

STEC O157:H7 en materia fecal (3ra infección). Los niveles de anticuerpos se expresaron como 

DO492. Los datos fueron analizados mediante un ANOVA de dos factores seguido de un post test de 

Tukey. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. Cada punto muestra la media ± SEM de 4 

ratones para cada tratamiento.  
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Como puede observarse en la figura 25A, 7 días luego de la primoinfección 

los ratones infectados alcanzan un título de IgG anti-STEC O157:H7 equivalente a 

64. Luego de 7 días post 2da y 3ra infección, dicho título se incrementa a 512 y 

2048 respectivamente (figuras 25B y C). Puede verse que, entre la 1ra y la 2da 

infección, el título se octuplica y, entre la 2da y la 3ra infección, se cuadriplica. 

Los resultados obtenidos en materia fecal (figura 25D) muestran que el título de 

IgA anti-STEC O157:H7 alcanzado es de 1024 con este modelo de 3 infecciones.  

  

10.2. Evaluación de la capacidad opsonizante. 

El primer ensayo in vitro llevado a cabo fue para determinar la capacidad 

opsonizante de los anticuerpos anti-STEC O157:H7 hallados en plasma y materia 

fecal. Para ello, determinamos el nivel de sensibilización de las STEC O157:H7 

con la IgG específica presente en plasma y las IgA e IgG presentes en materia 

fecal por citometría de flujo. Como control de especificidad se utilizó una E. coli 

comensal aislada de la materia fecal de un ratón BALB. 
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Figura 26. Opsonización de la IgG plasmática de ratones controles y reinfectados. Los ensayos 

de opsonización in vitro en muestras de plasma (obtenido a 7 días post 3ra infección) se llevaron a 

cabo incubando una dilución 1/10 del mismo con STEC O157:H7 (107 UFC) durante 18 h, con el 

posterior análisis mediante citometría de flujo utilizando un anticuerpo anti-IgG de ratón acoplado 

a FITC. (A) Opsonización de STEC con IgG plasmática de ratones controles y reinfectados. (C) 

Opsonización de E. coli comensal con IgG plasmática de ratones controles y reinfectados. 

Los datos fueron analizados mediante una prueba T de Student. ****p<0.0001. Cada barra 

muestra la media ± SEM de 3 réplicas biológicas. Histogramas representativos de bacterias 

STEC O157:H7 (B) y E. coli (D) no incubadas con anti-IgG de ratón acoplado a FITC 

(autofluorescencia, línea punteada negra), incubadas con plasma control (línea verde) o con 

plasma de ratones reinfectados (línea gris) y con anti-IgG de ratón acoplado a FITC, ensayadas en 

paralelo. 

 

Como puede verse en la figura 26A, la IgG plasmática de los ratones 

reinfectados reconoce a las bacterias STEC O157:H7. De hecho, el 96% de las 

bacterias se encuentran opsonizadas con la IgG plasmática de los ratones 

reinfectados. Por el contrario, no se observa IgG del plasma de los animales 

controles sensibilizando las STEC O157:H7. También, en la figura 26B puede verse 

un gran desplazamiento de la IFM que va más allá de la primera década 

únicamente cuando las bacterias son incubadas con plasma de ratones 

reinfectados, reflejando en parte lo que se gráfica en la figura 26A. Dicho 

reconocimiento es específico, ya que el plasma de los ratones reinfectados no es 

capaz de interaccionar con una bacteria comensal aislada de la materia fecal de 

un ratón de su misma cepa (Figuras 26C y D). Cabe destacar que, si bien no se 

muestra en los histogramas, en todos los casos se realizó un control de pegado 
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inespecífico en el que bacterias STEC O157:H7 o E. coli fueron incubadas 

únicamente con los anticuerpos secundarios. Estos histogramas no fueron 

representados ya que fueron semejantes a los obtenidos con la 

autofluorescencia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Opsonización de la IgA libre en materia fecal de ratones controles y reinfectados. 

Los ensayos de opsonización in vitro se llevaron a cabo incubando sobrenadantes de materia fecal 

(dilución 1/2) con STEC O157:H7 (107 UFC) durante 18 h, con el posterior análisis mediante 

citometría de flujo utilizando un anticuerpo anti-IgA de ratón acoplado a FITC. (A) Opsonización de 

STEC O157:H7 con IgA libre en materia fecal de ratones controles y reinfectados. (C) 

Opsonización de E. coli comensal con IgA libre en materia fecal de ratones controles y 
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reinfectados. Los datos fueron analizados mediante una prueba T de Student. ****p<0.0001. 

Cada barra muestra la media ± SEM de 3 réplicas biológicas. Histogramas representativos de 

bacterias STEC O157:H7 (B) y E. coli (D) no incubadas con anti-IgA de ratón acoplado a FITC 

(autofluorescencia, línea punteada negra), incubadas con IgA de materia fecal de ratones 

controles (línea verde) o con IgA de materia fecal de ratones reinfectados (línea gris) y con anti-IgA 

de ratón acoplado a FITC, ensayadas en paralelo. 

 

En la figura 27A, puede verse que la IgA libre en materia fecal de ratones 

reinfectados es capaz de opsonizar significativamente a las bacterias STEC 

O157:H7 en comparación con la IgA en materia fecal de ratones controles. Se ve 

que el 98.5% de las bacterias se encuentran opsonizadas con la IgA de los 

sobrenadantes de materia fecal de los ratones reinfectados. A su vez, en la figura 

27B se ve un corrimiento de la IFM más allá de la primera década solamente 

cuando las bacterias son incubadas con sobrenadantes de materia fecal de 

ratones reinfectados, en concordancia con lo que se observa en la figura 27A. 

Este reconocimiento es específico, dado que los sobrenadantes de materia fecal 

de los ratones reinfectados no es capaz de reconocer a una bacteria comensal 

(Figuras 27C y D).  
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Figura 28. Opsonización de la IgG libre en materia fecal de ratones controles y reinfectados. 

Una dilución 1/2 de los sobrenadantes de la materia fecal fueron incubados con STEC O157:H7 

(107 UFC) durante 18 h. Luego, mediante análisis con citometría de flujo utilizando un anticuerpo 

anti-IgG de ratón acoplado a FITC se determinó el porcentaje de bacteria opsonizada. (A) 

Opsonización de STEC O157:H7 con IgG libre en materia fecal de ratones controles y 

reinfectados. (C) Opsonización de E. coli comensal con IgG libre en materia fecal de ratones 

controles y reinfectados. Los datos fueron analizados mediante una prueba T de Student. 

****p<0.0001. Cada barra muestra la media ± SEM de 3 réplicas biológicas. Histogramas 

representativos de bacterias STEC O157:H7 (B) y E. coli (D) no incubadas con anti-IgG de ratón 

acoplado a FITC (autofluorescencia, línea punteada negra), incubadas con IgG de materia fecal de 

ratones controles (línea verde) o con IgG de materia fecal de ratones reinfectados (línea gris) y con 

anti-IgG de ratón acoplado a FITC, ensayadas en paralelo. 

 

Al igual que con la IgA libre en materia fecal, la IgG de ratones reinfectados 

puede opsonizar significativamente a las bacterias STEC O157:H7 en 

comparación con la IgG en materia fecal de ratones controles. Como se ve en el 

gráfico de barras, el 95.8% de las bacterias se encuentran opsonizadas con la IgG 

de los sobrenadantes de materia fecal de los ratones reinfectados (Figura 28A). 

Además, en la figura 28B se ve un desplazamiento de la IFM únicamente cuando 

las bacterias son incubadas con sobrenadantes de materia fecal de ratones 

reinfectados, en concordancia con lo que se muestra en la figura 28A. A su vez, 

dicho reconocimiento es también específico, ya que los sobrenadantes de 

materia fecal de los ratones reinfectados tampoco es capaz de reconocer a una E. 

coli comensal (Figuras 28C y D). En conjunto, todos estos datos nos permiten 
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afirmar que tanto la IgG plasmática como la detectada libre en materia fecal, así 

como también la IgA libre, provenientes de ratones reinfectados son capaces de 

reconocer específicamente a las bacterias STEC O157:H7.  

 

10.3. Evaluación de la capacidad neutralizante. 

10.3.1.Inhibición de la motilidad bacteriana. 

Con el conocimiento de que la motilidad bacteriana es relevante en el 

establecimiento de la colonización, sobre todo para atravesar la capa de mucus 

que recubre a los enterocitos, decidimos estudiar si los anticuerpos producidos 

por los ratones reinfectados eran capaces de inhibir la motilidad bacteriana. 

Debido a la necesidad de que la fuente de anticuerpos estuviera estéril, estos 

estudios se realizaron únicamente con el plasma de ratones controles y 

reinfectados.  

  

  
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

Figura 29. Inhibición de la motilidad bacteriana de la IgG plasmática de ratones controles y 

reinfectados. Los plasmas de ratones controles y reinfectados, diluidos 1/10, fueron incubados 

con STEC O157:H7 (103 UFC) durante 18 h. Luego, las UFC fueron sembradas en el centro de 

placas de agar blando, cultivadas a 37°C y a 24 y 48 h se determinó la motilidad midiendo en mm 

los halos de difusión. (A) Motilidad bacteriana a 24 h post incubación con IgG plasmática de 

ratones controles y reinfectados. (B) Motilidad bacteriana a 48 h post incubación con IgG 

plasmática de ratones controles y reinfectados. Los datos fueron analizados mediante una 

prueba T de Student. *p<0.05, ***p<0.001. Cada barra muestra la media ± SEM de 5 réplicas 

biológicas. (C) Imágenes representativas de placas de agar blando mostrando los halos de 
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difusión a 24 y 48 h de bacterias STEC O157:H7 incubadas con IgG plasmática de ratones 

controles y reinfectados.  

 

La figura 29A y B muestra que a ambos tiempos analizados la motilidad 

bacteriana se vio reducida significativamente cuando las bacterias fueron 

incubadas con plasma de ratones reinfectados en comparación a cuando se las 

incubó con plasma de ratones controles. Como se aprecia en el gráfico a 24 h 

(Figura 29A), la motilidad con el plasma de controles fue de aproximadamente 22 

mm, mientras que la alcanzada con el plasma de ratones reinfectados fue de 6 

mm. A 48 h (Figura 29B), la motilidad con el plasma control fue de 75 mm, 

cubriendo en muchos casos la totalidad de la placa de agar blando, mientras que 

cuando fueron incubadas con plasma de ratones reinfectados la motilidad fue de 

44 mm. Un ejemplo representativo se muestra en la Figura 29C.  

 

10.3.2.Inhibición del crecimiento bacteriano.  

Por otro lado, tomando en cuenta publicaciones previas en las que los 

anticuerpos neutralizantes pueden interferir con el crecimiento bacteriano 

afectando la fase lag o exponencial [Okai y col., 2016; Sasaki y col., 2021], 

decidimos llevar a cabo ensayos de inhibición del crecimiento.  

 

  

  
 
 
 
 
 

 

 

 

 

Figura 30. Inhibición del crecimiento bacteriano con plasmas de ratones controles y 

reinfectados. Los plasmas de ratones controles y reinfectados, diluidos 1/10, fueron incubados 

con STEC O157:H7 (104 UFC) durante 18 h. Luego, las incubaciones bacterias-muestras fueron 

depositadas en 3 mL de TSB y cultivadas a 37°C durante 18 h en un lector de placas multimodo. 
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Cada 20 min, se realizó una lectura de la DO600 como una medición del crecimiento bacteriano. (A) 

Recuento bacteriano inicial (tiempo 0). Los datos fueron analizados mediante una prueba T de 

Student. Cada barra muestra la media ± SEM de 4 réplicas biológicas. (B) Crecimiento bacteriano 

post incubación durante 18 h con IgG plasmática de ratones controles y reinfectados. (C) 

Crecimiento bacteriano post incubación con IgG plasmática de ratones controles y 

reinfectados (lapso de fase exponencial). Los datos fueron analizados mediante un ANOVA de 

dos factores seguido de un post test de Tukey para las comparaciones múltiples. Cada punto 

muestra la media ± SEM de 4 réplicas biológicas.  

 

Para que sea válida la comparación del número de UFC alcanzado a los 

distintos tiempos es importante garantizar que se parte del mismo número de 

UFC a tiempo cero en ambos tratamientos Por eso, después de las 18 h de 

incubación de STEC O157:H7 con IgG plasmática de ratones controles y 

reinfectados llevamos a cabo el recuento de colonias viables en ambos 

tratamientos. Como se ve en la figura 30A, no se observan diferencias 

significativas en el recuento de viables a tiempo cero, asumiendo de esta manera 

que en ambos tratamientos teníamos cantidades similares de UFC de STEC 

O157:H7 al inicio de los cultivos bacterianos. (Figura 30B). Si bien en la figura 30C, 

en la cual se gráfica solamente el lapso en el que los cultivos se encontraban en 

fase exponencial para una mejor visualización, se observa que a todos los 

tiempos evaluados la DO600 de STEC O157:H7 con el tratamiento IgG plasmática 

de ratones reinfectados es menor respecto de la DO600 con el tratamiento IgG 

plasmática de ratones controles, esta diferencia no llega a ser significativa.  

 

10.4. Presencia de anticuerpos anti-H7 en ratones infectados 
sobrevivientes. 

Para continuar caracterizando los anticuerpos anti-STEC O157:H7 presentes 

en plasma y materia fecal de los ratones BALB infectados y sobrevivientes, 

decidimos evaluar qué antígeno expresado por las STEC O157:H7 podría estar 

siendo reconocido por dichos anticuerpos. Considerando que la H7 es una 

proteína altamente inmunogénica y relevante para la patogenicidad bacteriana, 

realizamos un ELISA para detectar anticuerpos anti-H7. 
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Figura 31. Respuesta humoral sistémica y local anti-H7 de ratones infectados con STEC 

O157:H7. Ratones BALB a la edad del destete fueron infectados con STEC O157:H7 (5.2 x109 

UFC/ratón). Siete días p.i. fueron sangrados para colectar plasma y se recogió materia fecal, la 

cual fue procesada tal se describe en Materiales y métodos, para determinar mediante ELISA los 

niveles de anticuerpos anti-H7. (A) IgG anti-H7 en plasma. (B) IgA anti-H7 en sobrenadantes de 

materia fecal. Los niveles de anticuerpos se expresaron como DO492. Los datos fueron analizados 

mediante un ANOVA de dos factores seguido de un post test de Tukey. *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001. Cada punto muestra la media ± SEM de 3 ratones BALB controles y 5 ratones BALB 

infectados.  

 

Los ratones BALB infectados presentaron niveles significativos de 

anticuerpos anti-H7 en plasma (de isotipo G; figura 32A) y en sobrenadantes de 

materia fecal (de isotipo A; figura 32B). En ambos casos, el título alcanzado luego 

de una primoinfección fue de 8. No descartamos que con las dosis usualmente 

utilizadas (>1010 UFC/ratón) el título alcanzado tanto en plasma como en materia 

fecal sea mayor. Como es esperable, los ratones controles no infectados, no 

presentan anticuerpos anti-H7 en ninguna muestra biológica ensayada.  

 

11. ROL DE LOS ANTICUERPOS ANTI-STEC O157:H7 EN LA 
MUCOSA INTESTINAL EN LA PREVENCIÓN DEL SUH.  

Nuestro próximo objetivo fue definir si los anticuerpos anti-STEC O157:H7 

con capacidad neutralizante presentes en la mucosa intestinal de los ratones 

BALB infectados eran suficientes para la prevención del SUH. Es decir, si 

interfiriendo con la colonización bacteriana, la cual es el primer paso en la 

cascada patogénica del SUH, se logra evitar el desarrollo del SUH.   
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11.1. Elección de la H7 como antígeno para planes de inmunización. 

Habiendo demostrado la presencia de anticuerpos anti-H7 en las muestras 

de plasma y materia fecal de los animales infectados sobrevivientes, y 

considerando que H7 es una proteína relevante tanto en la motilidad como en el 

establecimiento de la colonización y adherencia a células epiteliales intestinales 

[Mahajan y col., 2009; Cullender y col., 2013], decidimos evaluarla como 

inmunógeno para desarrollar protección frente a las infecciones con STEC.  

 

11.1.1.Obtención, purificación y caracterización de H7.  

Los flagelos fueron obtenidos a partir de la superficie bacteriana de la cepa 

ΔStx por estrés mecánico, y los monómeros de H7 por despolimerización por 

calor, como se detalla en Materiales y métodos. La pureza e identidad de cada 

lote de H7 se corroboró mediante SDS-PAGE (con tinción con plata y Coomassie 

Blue R250), Western-Blot, y por ensayos funcionales mediante la determinación 

de su actividad biológica sobre el sistema reportero Caco-2-CCL20:luc. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Pureza e identificación de la H7. (A) Panel izquierdo: SDS-PAGE de la H7 purificada 

teñido con Coomassie Blue R250. Panel central: SDS-PAGE de H7 purificada teñido con plata. 

Panel derecho: Western Blot de la H7 purificada incubada con plasma de ratones controles (calle 

1), anticuerpo comercial policlonal anti-flagelina (calle 2) o plasma de ratones inmunizados con 

H7 (calles 3-6). Cada una de estas calles corresponde al plasma de un ratón seleccionado al azar 

de cada esquema de inmunización realizado. (B) Las células reporteras Caco-2-CCL20:luc se 

estimularon con H7 purificada (1 µg/mL), FliC (1 µg/mL) o se dejaron sin estimular (-) según se 

detalla en Materiales y métodos. Los resultados se expresan como unidades arbitrarias de 
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luminiscencia (UAL) y cada barra muestra la media ± SEM de triplicados independientes. Los datos 

se analizaron mediante un ANOVA de dos factores seguido de un post test de Tukey. ****p<0.0001. 

 

En la figura 31A, se muestra un una corrida representativa de SDS-PAGE 

seguida de la tinción con Coomassie Blue o con plata, donde se observa una 

única banda proteica de aproximadamente 70 kDa, la cual reaccionó fuertemente 

con el anticuerpo comercial anti-flagelina cuando se llevó a cabo el Western Blot 

(calle 2). En el Western Blot también se usaron muestras de plasmas de ratones 

controles (no inmunizados) seleccionadas al azar, y de un ratón inmunizado por 

cada uno de los 4 planes de inmunización realizados, confirmando que la 

inmunorreactividad está dirigida principalmente contra H7. Cabe mencionar que 

el plasma de los ratones controles no reaccionó inespecíficamente contra la 

proteína purificada, y que no se visualizaron otras bandas proteicas que no sean 

H7, descartando la presencia concomitante de contaminantes en los lotes de H7 

purificada. También, los lotes de H7 se caracterizaron en un bioensayo TLR5-

dependiente utilizando la línea celular reportera Caco-2-CCL20:luc tal como se 

reportó anteriormente [Hiriart y col., 2012; Iraporda y col., 2016]. Dicha línea 

celular activa la expresión y síntesis de la luciferasa únicamente con agonistas del 

TLR5. Como se ve en la figura 31B, con 1 µg/mL de H7 se obtuvieron UAL 

semejantes a la respuesta desencadenada por FliC, utilizada como control 

positivo. Lo interesante de este ensayo, es que demuestra que durante el proceso 

de obtención y purificación de H7 no se afecta su estructura ni su capacidad para 

interactuar con el TLR5 y, subsecuentemente, desencadenar una respuesta 

inflamatoria.  

 

11.2. Esquema de inmunización con H7. 

11.2.1.Análisis de la respuesta inmune humoral anti-H7 en plasma. 

El esquema de inmunización constó de la administración intranasal de 10 

µg de H7 en 3 dosis a intervalos de 10 días, sin adyuvante, a ratones BALB de 6-8 

semanas de edad, sexo indistinto. A distintos tiempos post inmunización, se 
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tomaron muestras de plasma y materia fecal para determinar los niveles de 

anticuerpos anti-H7, según se indica en las respectivas figuras. 

 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Niveles de IgG específica anti-H7 en plasma de ratones controles e inmunizados. 

(A) Cinética de la producción de anticuerpos específicos. Las flechas indican el tiempo en que 

se llevó a cabo cada inmunización con H7. Cada punto muestra el nivel de anticuerpos anti-H7 en 

plasma a una dilución 1/128000 expresado como DO492 a cada tiempo. (B) Título de anticuerpos 

en el pico de máxima respuesta post inmunización (día 41). Los datos fueron analizados 

mediante un ANOVA de dos factores seguido de un post test de Tukey. *p<0.05, **p<0.01, 

****p<0.0001. Cada punto representa la media ± SEM de 5 ratones para cada tratamiento. Este 

experimento es representativo de 4 réplicas biológicas. 

 

Determinamos los niveles de IgG específica anti-H7 en plasma fijando una 

dilución 1/128000. Los niveles de IgG anti-H7 en el plasma de los ratones 

inmunizados, fueron aumentando progresivamente hasta alcanzar un pico de 

máxima respuesta a los 41 días después de la primera inmunización (Figura 33A). 

A este tiempo, los ratones alcanzaron un título promedio de 256000 (Figura 33B). 

Como era de esperarse, no se detectó IgG anti-H7 en el plasma de los ratones 

controles.  
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11.2.2.Análisis de la respuesta inmune humoral anti-H7 en sobrenadantes de 
materia fecal de ratones inmunizados. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34. Niveles de IgA e IgG específica anti-H7 en materia fecal de ratones controles e 

inmunizados. La materia fecal recolectada fue procesada tal se describe en Materiales y métodos 

para determinar los niveles de anticuerpos anti-H7 mediante ELISA. (A) y (C). Cinética de la 

producción de anticuerpos específicos. Las flechas indican el tiempo en que se llevó a cabo 

cada inmunización con H7. Cada punto muestra los niveles de IgA e IgG anti-H7 en sobrenadantes 

de materia fecal a una dilución 1/8 y 1/32, respectivamente, expresados como DO492 a cada 

tiempo. (B) Título de IgA y (D) de IgG anti-H7 en el pico de máxima respuesta post 

inmunización. Los datos fueron analizados mediante un ANOVA de dos factores seguido de un 

post test de Tukey. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. Cada punto representa la media 

± SEM de 5 ratones para cada tratamiento. Este experimento es representativo de 4 réplicas 

biológicas. 
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Determinamos los niveles de IgA específica anti-H7 en los sobrenadantes 

de materia fecal fijando una dilución en 1/8. Se observó niveles crecientes de 

anticuerpos IgA específicos y un pico máximo a 27 días post primera 

inmunización. A este tiempo, los ratones alcanzaron un título promedio de IgA 

anti-H7 de 64 (Figura 34B). Luego, se observó un descenso progresivo de los 

niveles de IgA hasta alcanzar los niveles basales de los controles (Figura 34A). En 

estas muestras se observó un patrón de IgG específica anti-H7 similar al obtenido 

en plasma. Al fijar una dilución 1/32, se detectaron niveles significativos de IgG 

anti-H7 en los ratones inmunizados, los cuales fueron aumentando 

progresivamente hasta alcanzar un pico de máxima respuesta a los 41 días post 

1ra inmunización (Figura 34C). A este tiempo, los ratones alcanzaron un título 

promedio de 64 (Figura 34D). Cabe mencionar que el grupo control no mostró 

anticuerpos anti-H7 específicos. 

Por lo tanto, bajo este esquema de inmunización, pudimos confirmar que 

la H7 es capaz de desencadenar una fuerte respuesta humoral a nivel sistémico y 

en mucosa intestinal, en ausencia de adyuvante, que se mantiene hasta al menos 

83 días post primera inmunización en el caso de IgG en plasma y materia fecal, y 

hasta 41 días para el caso de la IgA en materia fecal. 

 

11.3. Esquema de inmunización con FliC.  

Simultáneamente, un grupo adicional de ratones fue inmunizado con otro 

flagelo no relacionado como FliC, proveniente de la cepa Salmonella enterica 

serovar typhimurium ATCC14028, como control de especificidad. El esquema de 

inmunización constó de la administración intranasal de 10 µg de FliC en 3 dosis a 

intervalos de 10 días, sin adyuvante, a ratones BALB de 6-8 semanas de edad, de 

sexo indistinto. A distintos tiempos post inmunización, se tomaron muestras de 

plasma y materia fecal para determinar los niveles de anticuerpos anti-FliC 
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11.3.1.Análisis de la respuesta inmune humoral anti-FliC en plasma de ratones 
inmunizados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35. Niveles de IgG específica anti-FliC en plasma de ratones controles e inmunizados. 

(A) Cinética de la producción de anticuerpos específicos. Las flechas indican el tiempo en que 

se llevó a cabo cada inmunización con FliC. Cada punto muestra el nivel de anticuerpos anti-FliC 

en plasma a una dilución 1/128000 expresado como DO492 a cada tiempo. (B) Título de 

anticuerpos en el pico de máxima respuesta post inmunización. Los datos fueron analizados 

mediante un ANOVA de dos factores seguido de un post test de Tukey. **p<0.01, ****p<0.0001. 

Cada punto representa la media ± SEM de 4 ratones para cada tratamiento. 

 

A distintos tiempos post inmunización, se determinaron los niveles de IgG 

anti-FliC en plasma fijando una dilución 1/128000. Observamos una cinética 

similar a la obtenida con la inmunización con H7, con el pico de máxima 

producción de IgG anti-FliC a 41 días post primera inmunización (Figura 35A). En 

este tiempo, los ratones alcanzaron un título promedio de 256000 (Figura 35B). 

Como se esperaba, no se detectó IgG anti-FliC en el plasma de los ratones 

controles.  
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11.3.2.Análisis de la respuesta inmune humoral anti-FliC en sobrenadantes de 
materia fecal de ratones inmunizados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Niveles de IgA e IgG específica anti-FliC en materia fecal de ratones controles e 

inmunizados. La materia fecal recolectada fue procesada como se describe en Materiales y 

métodos para determinar los niveles de anticuerpos anti-FliC mediante ELISA. (A) y (C). Cinética 

de la producción de anticuerpos específicos. Las flechas indican el tiempo en que se llevó a 

cabo cada inmunización con FliC. Cada punto muestra los niveles de IgA e IgG anti-FliC en 

sobrenadantes de materia fecal a una dilución 1/8 y 1/32, respectivamente, expresados como 

DO492 a cada tiempo. (B) Título de IgA y (D) de IgG anti-FliC en el pico de máxima respuesta post 

inmunización. Los datos fueron analizados mediante un ANOVA de dos factores seguido de un 

post test de Tukey. **p<0.01, ****p<0.0001. Cada punto representa la media ± SEM de 4 ratones 

para cada tratamiento. 
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En materia fecal, fijando una dilución 1/8 se observó el pico de máxima 

producción de IgA específica anti-FliC a los 27 días post 1ra inmunización (Figura 

36A) y un título promedio de 32 (Figura 36B). Para el caso de la IgG anti-FliC, 

también se vio una cinética similar a la obtenida en plasma. Al fijar una dilución 

1/32, se observó el pico de máxima producción de IgG específica a los 41 días 

post 1ra inmunización (Figura 36C) y un título promedio de 64 (Figura 36D). En el 

grupo control no se encontraron anticuerpos anti-FliC específicos. 

Con este esquema de inmunización similar al realizado con H7, pudimos 

confirmar que la FliC es capaz de desencadenar una respuesta humoral 

significativa, en ausencia de adyuvante, con una cinética de producción de 

anticuerpos tanto a nivel sistémico como en mucosa intestinal similar a la 

obtenida con H7.   

 

11.4. Estudio de la existencia de reacción cruzada entre anticuerpos anti-
FliC y anti-H7. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37. Evaluación de la reacción cruzada de los anticuerpos anti-FliC presentes en plasma 

y sobrenadantes de materia fecal. El plasma y los sobrenadantes de materia fecal de los ratones 

BALB inmunizados con FliC fueron evaluados para descartar, o no, la detección de H7. Las flechas 

indican el tiempo en que se llevó a cabo cada inmunización con FliC. (A) Niveles de IgG anti-H7 

en plasma de ratones inmunizados con FliC y controles. Fijando una dilución 1/128000 del 

Anti-H7 
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plasma, cada punto muestra los niveles de anticuerpos anti-H7 obtenidos expresados como DO492 

a cada tiempo. (B) IgA e IgG anti-H7 en materia fecal de ratones inmunizados con FliC y 

controles. Fijando una dilución de los sobrenadantes de materia fecal 1/8 en el caso de IgA y de 

1/32 para IgG, cada punto muestra los niveles de IgA e IgG anti-H7 obtenidos expresados como 

DO492 a cada tiempo. Los datos fueron analizados mediante un ANOVA de dos factores seguido de 

un post test de Tukey, no hallándose diferencias estadísticamente significativas. Cada punto 

representa la media ± SEM de 4 ratones para cada tratamiento. 

 

Como puede observarse en la Figura 37,  los ratones inmunizados con FliC 

presentan en los plasmas IgG específica y en los sobrenadantes de materia fecal 

IgA e IgG capaces de interactuar con FliC, pero no con H7 (Figura 37A y B). Estos 

resultados confirman la especificidad de la respuesta inmune humoral montada 

para cada flagelina. No se realizó el estudio inverso, es decir, de si las muestras 

provenientes de ratones inmunizados con H7 reconocían a la FliC, ya que los 

ensayos de infección no se llevarán a cabo con Salmonella typhimurium y es un 

objetivo que excede el alcance de esta tesis. 

 

12. ANÁLISIS DE LA RESPUESTA INMUNE CELULAR ANTI-H7. 

12.1. Activación de BMDC por H7.  

Dada la relevancia de estas células en la vigilancia, captación y 

procesamiento de antígenos en la LP del intestino, y por ser una célula 

caracterizada por su capacidad migratoria y especializada en la presentación de 

antígenos a linfocitos T y B en sitios inductores de la respuesta inmune 

(principalmente ganglios y bazo), sumado a que expresan en su superficie el TLR5, 

decidimos estudiar si la H7 era capaz de activarlas.  

 

12.1.1. Expresión de CD86 en la superficie de BMDC.    

BMDC fueron obtenidas y activadas con H7 tal como se detalla en 

Materiales y métodos. Veinticuatro horas post estimulación, determinamos 

parámetros de activación en su superficie y mediadores solubles en los 

sobrenadantes de cultivo. 
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Las células fueron recogidas, centrifugadas e incubadas con anti-CD11c 

PE-Cy7 y con anti-CD86 PE de ratón para luego determinar el porcentaje de 

células CD86 positivas (marcador de activación) dentro de las células CD11c 

positivas (marcador de células dendríticas maduras) por citometría de flujo.  

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 38. Activación de BMDC por la H7. Las BMDC se recolectaron al día 7 de cultivo con GM-

CSF e IL-4 y se estimularon durante 24 h con H7 (1 µg/mL), LPS como control positivo (1 µg/mL) o 

medio solo (-) como control negativo sin estimulación. (A) El porcentaje de células 

CD11c+/CD86+ se determinó mediante citometría de flujo. Los datos se analizaron mediante un 

ANOVA de un factor seguido de un post test de Tukey. **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. Cada 

barra muestra la media ± SEM de 3 experimentos independientes. (B) Histograma representativo 

que muestra el patrón de expresión de CD86 en BMDC estimuladas con H7 (línea naranja), LPS 

(línea rosa) o medio sólo (histograma relleno de color gris).  

 

Como se puede ver en la figura 38A y B, la H7 es capaz de aumentar la 

expresión de CD86 en la superficie de las BMDC maduras (CD11c positivas). Sin 

embargo, esta expresión es significativamente menor comparada con la que 

presentan las BMDC estimuladas con LPS, estímulo clásico llevado como control 

positivo de activación.  

 

12.1.2. Perfil de citoquinas secretadas por BMDC. 

En los sobrenadantes de cultivo de las BMDC estimuladas se determinó la 

concentración de IL-6, IL-12p70 y TNF-α , sabiendo que el TLR5 utiliza a la 

molécula adaptadora Myd88 para activar al factor de transcripción NF-kB e 

inducir la expresión de diversas citoquinas proinflamatorias.  
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Figura 39. Citoquinas producidas por las BMDC estimuladas con H7, LPS o medio sólo. Las 

BMDC diferenciadas después de 7 días de cultivo se estimularon durante 24 h con H7 (1 µg/mL), 

LPS (1 µg/mL) o medio solo (-). Pasado el lapso de estimulación, se recogieron los sobrenadantes 

de los cultivos para determinar mediante ELISA la concentración de IL-6, IL-12 p70 y TNF-α. Los 

datos se analizaron mediante un ANOVA de un factor seguido de un post test de Tukey. *p<0.05, 

****p<0.0001. Cada barra muestra la media ± SEM de 3 experimentos independientes. 

 

En los sobrenadantes de BMDC estimuladas con H7 se observó la 

secreción de IL-6 e IL-12 p70, pero no de TNF-α , en comparación con las BMDC 

sin estimular (-). Sin embargo, la concentraciones alcanzadas luego de la 

estimulación con H7 fueron significativamente menores en comparación con las 

obtenidas luego de la estimulación con LPS para todas las citoquinas evaluadas. 

Estos resultados son consistentes con la activación de BMDC murinas con 

flagelina a través del TLR5, según reportes previos [Hayashi y col., 2001; Bates y 

col., 2009]. 

 

12.2. Evaluación de la memoria inmunológica en ratones inmunizados con 
H7. 

Un mes después de completado el esquema de inmunización, evaluamos 

la memoria inmunológica específica generada por la H7. Se realizaron ensayos de 

proliferación ex vivo con los leucocitos obtenidos de los órganos linfoides 

secundarios (bazo y ganglio mediastínico) de los animales inmunizados. Las 

BMDC fueron estimuladas o no con H7 por 24 h, y se enfrentaron con leucocitos 

provenientes del bazo y del ganglio mediastínico tal como se detalló en Materiales 

y métodos. 
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12.2.1.Proliferación específica de esplenocitos de ratones inmunizados con H7. 

Luego de los 5 días de cultivo mixto, las células fueron recogidas, 

centrifugadas e incubadas con anticuerpos que permiten identificar a linfocitos T 

y B, para determinar que subpoblación de linfocitos proliferó específicamente. A 

su vez, la proliferación se determinó como la disminución de la IFM para el CFSE 

(IFM-CFSE). 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40. Proliferación específica de linfocitos de bazo. (A) Esplenocitos provenientes de 

ratones controles o inmunizados fueron teñidos con CFSE e incubados durante 5 días con BMDC 

estimuladas con H7 o sin estimular (como controles negativos). La proliferación específica se 

determinó como un descenso en la IFM-CFSE. (B) Histograma representativo de leucocitos de un 

ratón inmunizado (línea naranja) o de un ratón control (línea gris) incubados con BMDC 

estimuladas con H7; también se representa con el histograma relleno color gris claro leucocitos 

incubados con BMDC sin estimular. (C) Los esplenocitos fueron incubados con anti-CD4 PE-Cy5, 

anti-CD8 PE y anti-B220 PE-Cy7 y se cuantificó el % de cada subpoblación dentro de los leucocitos 

con baja expresión de IFM-CFSE en los ratones inmunizados. (D) Dot-plot representativo de la 
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expresión de los marcadores CD4 vs B220 en la superficie de los linfocitos en proliferación. Los 

datos se analizaron mediante un ANOVA de un factor (C) o de dos factores (A) seguido de un post 

test de Tukey. *p<0.05, ***p<0.001, ****p<0.0001. Cada barra muestra la media ± SEM de 4 

ratones controles e inmunizados. Este experimento es representativo de 3 réplicas biológicas. 

 

Las figuras 40A y B muestran que los esplenocitos de ratones inmunizados 

incubados con BMDC estimuladas con H7 (BMDC-H7) presentaron una IFM-CFSE 

significativamente menor que la IFM-CFSE correspondiente a esplenocitos de 

ratones controles. En la misma línea de evidencia, un mayor porcentaje de 

esplenocitos de ratones inmunizados incubados con BMDC-H7 mostraron una 

baja IFM-CFSE en comparación con los esplenocitos de ratones controles o luego 

de la incubación con BMDC control, sin H7 (-) [inmunizado + H7: 40.4 ± 5.4%#; 

inmunizado + (-): 8.6 ± 2.9%#; control + H7 : 10.9 ± 3.6%#; control + (-): 6.1 ± 2.1%; 

n=3; #p<0.001]. En paralelo, los esplenocitos fueron incubados con anti-CD8, -

CD4 y B-220 para determinar qué subpoblación de linfocitos prolifera luego de la 

incubación con BMDC-H7. Encontramos que los linfocitos T CD4+ fue la mayor 

subpoblación proliferando dentro de los esplenocitos de los ratones inmunizados, 

al menos al día 48 post primera dosis, momento en el cual se llevaron a cabo 

estos ensayos (Figuras 40C y D). Cabe destacar que no se observó una 

proliferación significativa después de la incubación de esplenocitos de ratones 

controles e inmunizados con BMDC no estimuladas, apoyando la especificidad de 

la respuesta proliferativa llevada a cabo por los linfocitos de memoria generados 

durante la inmunización.  

 

12.2.2.Proliferación específica de leucocitos provenientes del ganglio 
mediastínico de ratones inmunizados. 

Los mismos ensayos fueron realizados con los leucocitos obtenidos del 

ganglio mediastínico de ratones controles e inmunizados.  
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Figura 41. Proliferación específica de linfocitos de ganglio. (A) Los leucocitos de ganglios 

mediastínicos provenientes ratones controles o inmunizados y teñidos con CFSE fueron 

incubados con BMDC estimuladas o no con H7. La proliferación específica se determinó como un 

descenso en la IFM-CFSE. (B) Histograma representativo de leucocitos de un ratón inmunizado 

(línea naranja) o de un ratón control (línea gris) incubados con BMDC-H7; el histograma relleno 

color gris claro muestra leucocitos incubados con BMDC sin estimular. (C) Los leucocitos fueron 

incubados con anti-CD4 PE-Cy5, anti-CD8 PE y anti-B220 PE-Cy7 y se cuantificó el % de cada 

subpoblación dentro de los leucocitos con baja expresión de IFM-CFSE en los ratones 

inmunizados después de la incubación con BMDC-H7. (D) Dot-plot representativo de la expresión 

de los marcadores CD4 vs B220 en la superficie de los linfocitos en proliferación. Los datos se 

analizaron mediante un ANOVA de un factor (C) o de dos factores (A) seguido de un post test de 

Tukey. *p<0.05, ****p<0.0001. Cada barra muestra la media ± SEM de 4 ratones controles e 

inmunizados. Este experimento es representativo de 3 réplicas biológicas. 

 

Encontramos que los leucocitos del ganglio mediastínico de ratones 

inmunizados incubados con BMDC-H7 muestran un descenso significativo en la 

IFM-CFSE en comparación a la IFM-CFSE correspondiente a leucocitos de ratones 

controles (Figuras 41A y B). A su vez, un mayor porcentaje de leucocitos de 
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ratones inmunizados incubados con BMDC-H7 mostraron una baja IFM-CFSE en 

comparación con los leucocitos de ratones controles o luego de la incubación 

con BMDC control, sin estimular con H7 (-) [inmunizado + H7: 30.1 ± 11.0%*; 

inmunizado + (-): 9.0 ± 5.1%*; control + H7: 8.9 ± 6.2%*; control + (-): 4.7 ± 4.6%; 

n=3; *p<0.05]. Dentro de los leucocitos con baja IFM-CFSE, encontramos que los 

linfocitos T CD4+ era la mayor subpoblación proliferando en los ganglios de los 

ratones inmunizados (Figuras 41C y D). Estos resultados indican que, al igual que 

en bazo, los linfocitos T CD4+ de ratones inmunizados mostraron mayor 

proliferación después de la incubación con BMDC-H7 en comparación a los 

linfocitos obtenidos del ganglio mediastínico de ratones controles. Tampoco se 

observó una proliferación significativa después de la incubación de leucocitos de 

ratones controles e inmunizados con BMDC no estimuladas.  

 

12.2.3.Perfil de citoquinas liberadas en los cultivos mixtos por linfocitos T 
activados de bazo. 

 

 
  
   
 
 
 

 

 

 

Figura 42. Citoquinas producidas por los linfocitos de bazo en proliferación. Se recogieron los 

sobrenadantes del cultivo mixto de esplenocitos y BMDC descriptos en los párrafos anteriores 

para determinar la concentración de IFN-γ, IL-4, IL-5 e IL-17A mediante ELISAs comerciales. Los 

datos fueron analizados mediante un ANOVA de dos factores seguido de un post test de Tukey. 

*p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001. Cada barra muestra la media ± SEM de 4 ratones controles e 

inmunizados. Este experimento es representativo de 3 réplicas biológicas. 

 

El perfil de la inmunidad mediada por células se determinó midiendo la 

concentración de IFN-γ, IL-4, IL-5 e IL-17A, citoquinas efectoras de linfocitos Th1, 

Th2 y T17, respectivamente, en los sobrenadantes de los cultivos mixtos arriba 
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detallados (Figura 42). Los sobrenadantes obtenidos a partir del cultivo mixto de 

los esplenocitos provenientes de los ratones inmunizados con las BMDC-H7 

tuvieron concentraciones significativamente más altas de IL-4, IL-5, IL-17A e IFN-γ 

que los sobrenadantes de cultivos de estos esplenocitos incubados con BMDC no 

estimuladas y que los sobrenadantes de cultivos de esplenocitos de ratones 

controles incubados con BMDC estimuladas. Estos resultados confirman la 

existencia de una respuesta celular específica hacia la H7 en los animales 

inmunizados y sugieren la presencia de un perfil de respuesta T mixto 

Th1/Th2/Th17. Los sobrenadantes de los cultivos de esplenocitos de ratones 

controles incubados con BMDC estimuladas o no con H7 mostraron 

concentraciones similarmente bajas.  

 

12.2.4.Perfil de citoquinas liberadas en los cultivos mixtos por linfocitos T 
activados de ganglio mediastínico.  

 

 

 

   

 
 

 

Figura 43. Citoquinas producidas por los linfocitos de ganglio en proliferación.  Se recogieron 

los sobrenadantes del cultivo mixto de leucocitos de ganglio mediastínico y BMDC, referidos en 

los párrafos anteriores para medir la concentración de IFN-γ, IL-4, IL-5 e IL-17A mediante ELISAs 

comerciales. Los datos fueron analizados mediante un ANOVA de dos factores seguido de un post 

test de Tukey. *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001. Cada barra muestra la media ± SEM de 4 ratones 

controles e inmunizados. Este experimento es representativo de 3 réplicas biológicas. 

 

Los sobrenadantes obtenidos de los cultivos de los leucocitos del ganglio 

de ratones inmunizados incubados con BMDC-H7 tuvieron concentraciones 

significativamente más altas de todas las citoquinas evaluadas respecto de su 

propio control de cultivo con BMDC sin estimular y respecto a los sobrenadantes 

obtenidos a partir de leucocitos de ratones controles incubadas con BMDC-H7. 
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Los sobrenadantes de cultivo de leucocitos de ratones controles incubados con 

BMDC estimuladas o no con H7 mostraron concentraciones similares de todas 

las citoquinas evaluadas. Los resultados obtenidos sugieren, al igual que los 

alcanzados en bazo, especificidad de la respuesta celular hallada frente a la H7 y 

la presencia de un perfil T helper mixto Th1/Th2/Th17 en los ratones inmunizados 

con esta proteína.  

 

12.2.5.Reacción de hipersensibilidad de tipo retardada (DTH). 

La respuesta celular específica también fue evaluada in vivo mediante DTH 

a los 2 meses de completado el esquema de inmunización. Se inoculó en la 

almohadilla plantar derecha H7, mientras que en la almohadilla plantar izquierda 

solo vehículo. La reacción inflamatoria se determinó a 48 y 72 h post inoculación 

como la diferencia en la hinchazón entre ambas almohadillas plantares.  

 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

Figura 44. Ensayo de DTH en ratones controles e inmunizados. A 2 meses de finalizado el 

esquema de inmunización, se inoculó en la almohadilla plantar derecha de ratones controles o 

inmunizados 5 µg de H7, mientras que en la almohadilla plantar izquierda solo vehículo. A las 48 y 

72 h se midió la diferencia en la hinchazón entre la almohadilla plantar derecha e izquierda (Δ 

hinchazón) en ratones controles e inmunizados tal como se describe en Materiales y métodos. Los 

datos fueron analizados mediante un ANOVA de dos factores seguido de un post test de Tukey. 

*p<0.05, **p<0.01. Cada barra muestra la media ± SEM de 5 ratones controles e inmunizados. 

 

Como se muestra en la figura 44, se observa un Δ hinchazón significativo en 

los ratones inmunizados respecto de los ratones controles a ambos tiempos. Este 
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resultado indica que una respuesta T de memoria sistémica eficiente se ha 

generado a partir de la inmunización intranasal con H7. 

 

13. DESAFÍO CON STEC O157:H7 EN RATONES INMUNIZADOS 
CON H7, FLIC Y CONTROLES.  

Una vez caracterizada la respuesta inmune humoral y celular, decidimos 

llevar a cabo el desafío infeccioso para evaluar la protección contra la 

enfermedad sistémica secundaria a las infecciones con STEC O157:H7. 

 

13.1. Evaluación de la mortalidad. 

El grupo inmunizado con H7 y los controles (FliC y ratones sin inmunizar) 

fueron desafiados por vía oral con una dosis letal de la cepa pW (5 x105 UFC/ratón) 

después de 3 semanas de finalizado el esquema de inmunización.  

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

Figura 45. Desafío con pW en ratones controles o inmunizados con FliC o H7. Ocho ratones 

controles, 8 ratones inmunizados con FliC y 9 ratones inmunizados con H7 fueron desafiados con 

5x105 UFC de pW/ratón 3 semanas después de completado el esquema de inmunización, previa 

sensibilización con ampicilina tal como se detalla en Materiales y métodos. Los ratones fueron 

observados diariamente para evaluar su morbi-mortalidad. Curvas de sobrevida. Los datos 

fueron analizados con la prueba de Mantel-Cox hallándose diferencias significativas. **p<0.01. 

En la figura 45 se representan las curvas de sobrevida, expresadas de 

manera porcentual, en todos los grupos. Se puede observar que el 100% de los 

animales no inmunizados (controles) o inmunizados con un flagelo no relacionado 
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como FliC muere al cabo de 5-8 días p.i. (0% sobrevida), mientras que el 100% de 

los ratones inmunizados con H7 se encuentran vivos hacia el día 15 p.i., siendo 

esta diferencia en las curvas de sobrevida significativa.  

 

13.2. Evaluación de parámetros bioquímicos y clínicos.  

13.2.1.Determinación de urea plasmática y seguimiento del peso diario p.i. 

Además de la sobrevida, se determinó diariamente el peso de los ratones 

como un parámetro clínico indicador de morbi-mortalidad y al día 7 p.i. la 

concentración de urea plasmática como un indicador de daño renal.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 46. Parámetros bioquímicos y clínicos en ratones inmunizados o no p.i. Los ratones 

BALB inmunizados con FliC, H7 o sin inmunizar e infectados con pW fueron pesados diariamente y 

sangrados al 7mo día p.i. para determinar (A) la concentración de urea plasmática y (B) la 

ganancia o pérdida porcentual de peso respecto al peso inicial. El peso fue expresado de 

manera porcentual teniendo en cuenta el peso inicial en todos los tiempos. Los datos fueron 

analizados por un ANOVA de un factor (A) o de dos factores (B) con un post test de Tukey. Cada 

barra o punto muestra la media ± SEM de 4 ratones BALB controles (sin inmunizar y sin infectar), 

de 4 ratones controles e infectados, de 3 ratones inmunizados con FliC e infectados y de 9 ratones 

inmunizados con H7 e infectados. (A) ****p<0.0001; (B) *p<0.05 control sin infectar vs Inmunizado 

FliC + infectado, ****p<0.0001 controles sin infectar e inmunizado H7 + infectado vs Inmunizado 

FliC + infectado y control + infectado al día 4 y 7 p.i.  

 

Como puede observarse en la figura 46A, los ratones inmunizados con H7 e 

infectados con pW muestran niveles de uremia significativamente menores 
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respecto de los grupos controles (ratones sin inmunizar o inmunizados con FliC) 

infectados con pW, siendo la concentración plasmática de urea similar a la de los 

ratones controles sin infectar. En cuanto al peso (Figura 46B), se puede ver que 

todos los ratones infectados independientemente del tratamiento muestran un 

leve descenso del peso en el día 1 p.i. Los ratones inmunizados con H7 e 

infectados no muestran grandes variaciones de su peso, el cual se mantiene 

bastante estable durante la duración de los experimentos y semejante al control 

sin infectar. Sin embargo, los grupos controles infectados muestran una pérdida 

progresiva del peso hasta su muerte, siendo dicha pérdida significativa a los días 

4 y 7 p.i. respecto de los ratones controles sin infectar y de los ratones 

inmunizados con H7 infectados. 

 

13.2.2.Determinación del recuento total y diferencial de leucocitos. 

Al día 7 p.i. se determinó en sangre entera el recuento total y diferencial de 

leucocitos para evaluar la presencia de leucocitosis y neutrofilia en los ratones 

BALB infectados, tanto en los inmunizados como en los controles, como 

indicadores de mal pronóstico asociados a progresión a SUH. 

 
 
 
 
  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 47. Recuento total y diferencial de leucocitos en ratones BALB controles o inmunizados 

e infectados con pW. Los ratones fueron sangrados al 7mo día p.i. para determinar en sangre 

entera (A) el recuento total de leucocitos y (B) el porcentaje de PMN. Los datos fueron 

analizados con un ANOVA de un factor con un post test de Tukey. **p<0.01, ****p<0.0001.  Cada 

barra muestra la media ± SEM de 4 ratones BALB controles (sin infectar y sin inmunizar), 4 ratones 
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controles e infectados, 3 ratones inmunizados con FliC e infectados y 9 ratones inmunizados con 

H7 e infectados. 

 

Como puede observarse en la figura 47A, ningún grupo experimental 

presenta leucocitosis al día 7 p.i., sin embargo, los grupos infectados controles 

(ratones sin inmunizar o inmunizados con FliC) presentan un incremento 

significativo del porcentaje de neutrófilos (figura 47B) respecto de los ratones 

infectados inmunizados con H7 y de los controles sin infectar. También, puede 

observarse una leve neutrofilia en los ratones infectados inmunizados con H7 

respecto de los controles sin infectar.  

 

13.3. Colonización intestinal de pW. 

Como la colonización de STEC O157:H7 es el primer paso en la cascada 

patogénica del SUH y los flagelos participan en la adherencia de las bacterias a 

las células epiteliales intestinales, analizamos el nivel de colonización intestinal 

en ratones no inmunizados o inmunizados con H7 o FliC, luego de la infección. Se 

cuantificó el número de UFC de pW recuperado por cm de tejido intestinal al día 6 

p.i. 

 

 

   

 

 
 
 

 

 

 

Figura 48. Colonización intestinal después de la infección con pW. Los ratones BALB 

inmunizados con H7 (n=5), con FliC (n=4) o no inmunizados (n=3) fueron eutanasiados a los 6 días 

p.i. para determinar la colonización en el intestino delgado, intestino grueso y ciego. Los gráficos 

representan las UFC de pW/cm de cada segmento intestinal. Los datos fueron analizados con un 

ANOVA de un factor con un post test de Tukey. *p<0.05, **p<0.01. Cada barra muestra la media ± 

SEM de 3-5 ratones para cada tratamiento. 
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Los ratones inmunizados con H7 mostraron un número significativamente 

menor de UFC/cm recuperadas de los tres segmentos intestinales en 

comparación con los ratones no inmunizados y con los ratones inmunizados con 

FliC (Figura 48). Por el contrario, los ratones inmunizados con FliC no mostraron 

diferencias estadísticamente significativas en el nivel de colonización en 

cualquiera de los 3 segmentos intestinales analizados en comparación con los 

ratones no inmunizados.  

 

13.4. Evaluación funcional de la barrera intestinal luego de la infección con 
pW.  

Además de la colonización intestinal, evaluamos la permeabilidad de la 

barrera intestinal haciendo uso del ensayo de Dx-FITC en todos los grupos 

experimentales al día 6 p.i. 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 49. Permeabilidad intestinal al día 6 p.i. Todos los ratones BALB inmunizados con H7 

(n=5), con FliC (n=4) o no inmunizados (n=3) e infectados, así como también el control sin 

inmunizar y sin infectar (n=3), recibieron por vía oral 100 µL de PBS conteniendo Dx-FITC (80 g/L). 

Después de 4 h de tratamiento, los ratones fueron sangrados para determinar las URF en plasma. 

Los datos fueron analizados con un ANOVA de un factor con un post test de Tukey. ***p<0.001, 

****p<0.0001. Cada barra muestra la media ± SEM de 3-5 ratones para cada tratamiento. 

 

Tanto los ratones controles sin inmunizar como los inmunizados con FliC, 

mostraron en plasma una mayor concentración de Dx-FITC en comparación con 

los ratones inmunizados con H7 y con los ratones controles sin infectar al día 6 
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p.i. (Figura 49). Además, cabe mencionar que los ratones inmunizados con H7 e 

infectados mostraron niveles de Dx-FITC en plasma similares a los ratones 

controles sin infectar. Estos resultados nos permiten proponer que una menor 

colonización en este grupo experimental se traduce en un menor daño epitelial.  

 

13.5. Evaluación de los ratones inmunizados con H7 sobrevivientes al 
desafío infeccioso.  

13.5.1.Parámetros bioquímicos y clínicos.  

A los ratones inmunizados con H7 e infectados se les tomó una última 

muestra de sangre para determinar la concentración de urea en plasma y el 

porcentaje de neutrófilos, al día 15 p.i. con pW, momento en el cual fueron 

eutanasiados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 50. Evolución de los ratones inmunizados con H7 después de la infección con STEC 

O157:H7 pW. Los ratones sobrevivientes fueron sangrados el día 7 y 15 p.i. Los datos de los 

parámetros bioquímicos y clínicos se compararon con valores previos a la infección (día 0). (A) 

Niveles de nitrógeno ureico en sangre. (B) Porcentaje de PMN. Los datos fueron analizados con 

un ANOVA de un factor con un post test de Tukey. *p<0.05, ***p<0.001. Cada barra muestra la 

media ± SEM de 9 ratones a cada tiempo indicado. 

 

Como se puede ver en la figura 50, los ratones inmunizados con H7 e 

infectados presentan valores aumentados tanto en la concentración de urea 

plasmática (aunque no patológico) como en el porcentaje de PMN, al día 7 p.i, que 

es estadísticamente significativo respecto de los valores basales obtenidos al día 

0. Ambos parámetros se normalizan hacia el día 15 p.i., momento en el cual no se 
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hallan diferencias significativas en comparación con la condición basal. Estos 

resultados podrían indicar que al día 7 los ratones se encuentran atravesando un 

proceso agudo de la infección que resuelve hacia el día 15 p.i.  

 

13.5.2.Análisis de la respuesta inmune humoral.  

Finalmente, se evaluó en los ratones inmunizados con H7 e infectados la 

capacidad de montar una respuesta inmune específica contra otros factores de 

virulencia relevantes en la patogénesis de STEC O157:H7, tal como la presencia 

de anticuerpos anti-Stx2B a 7 y 15 días p.i. También, a los mismos tiempos se 

determinó el título de IgG e IgA anti-H7 en sobrenadantes de materia fecal para ver 

si la infección actúa como un refuerzo o, por el contrario, se ve un consumo de 

anticuerpos, reflejado en el descenso de los títulos.  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Figura 51. Respuesta inmune humoral de los ratones inmunizados con H7 después de la 

infección con pW. Los ratones sobrevivientes fueron sangrados al día 7 y 15 p.i. Los niveles de 

anticuerpos anti-Stx2B y los títulos de anticuerpos anti-H7 en materia fecal se compararon con 

valores previos a la infección (día 0). (A) Niveles de IgG específica anti-Stx2B medidos en plasma 

(dilución 1/10) mediante ELISA, expresados como DO492. La línea punteada indica el nivel de IgG 

anti-Stx2B en ratones sin inmunizar y sin infectar. Título de IgA (B) e IgG anti-H7 (C) en 

sobrenadantes de materia fecal medidos por ELISA. Los datos fueron analizados con un ANOVA 

de un factor con un post test de Tukey. **p<0.01. Cada barra muestra la media del título de 

anticuerpos ± SEM de 9 ratones a cada tiempo indicado, expresado como el logaritmo en base 2 

(Log2). 
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Los ratones inmunizados con H7 sobrevivientes al desafío con pW presentan 

un aumento significativo de los niveles de anticuerpos anti-Stx2B a los 15 días p.i. 

en plasma en comparación con el día 0 y el día 7 p.i. (Figura 51A), lo que indica 

que la infección permite generar una respuesta inmune específica contra otros 

factores de virulencia relevantes, pero la inmunización con H7 previno la 

progresión a SUH. Esto es importante para tener una mejor respuesta protectora 

en caso de existir una segunda infección. Además, los niveles de IgA e IgG anti-H7 

en materia fecal en ratones inmunizados p.i. fueron similares a los observados 

previos a la infección (día 0), lo que sugiere que estos anticuerpos no fueron 

agotados por la opsonización bacteriana durante el curso de la infección con pW.  

 

14. INFLUENCIA DE LA MICROBIOTA EN LA SUSCEPTIBILIDAD A 
INFECCIONES POR STEC.  

Los factores genéticos juegan un rol fundamental en la susceptibilidad a 

diversas infecciones, aunque no son los únicos. También participan factores 

epigenéticos, entre los que se incluye la composición de la microbiota, que tiene 

un papel relevante en la protección frente a patógenos  

Para determinar si alteraciones en la microbiota intestinal podían afectar la 

progresión a SUH a partir de la infección experimental con cepas STEC O157:H7, 

se llevaron a cabo dos tipos de experimentos: en el primero se realizó un 

intercambio de crías para favorecer que crías C57 recién nacidas se colonizaran 

con la microbiota de una nodriza BALB, y crías BALB recién nacidas se colonizaran 

con la microbiota de una nodriza C57. En el segundo experimento, evaluamos el 

efecto directo de una disbiosis en la evolución a SUH en ratones BALB y C57 

mediante la administración de un antibiótico de amplio espectro.    

 

14.1. Intercambio de crías. 

Con el propósito de evaluar si la diferencia en la mortalidad entre las cepas 

murinas BALB y C57 frente a un desafío infeccioso con STEC O157:H7 estaba 

asociada a la composición de la microbiota de cada cepa, se llevó a cabo el 
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intercambio de crías en el momento del nacimiento. De esta manera, la cría BALB 

se colonizará con la microbiota de la nodriza C57 y viceversa. 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Imagen 13. Fotografías de nodriza BALB con crías C57 y nodriza C57 con crías BALB. Tomadas 

por la bioterista del Instituto al día 10 post nacimiento por fuera de la cabina de seguridad 

biológica de tipo IIA, se puede observar a las crías conviviendo con sus nodrizas.   

 

14.1.1. Evaluación de la mortalidad de ratones BALB y C57 frente al desafío con la 
STEC O157:H7 en el modelo de intercambio de crías.  

Ratones BALB y C57 a la edad del destete fueron desafiados con una única 

dosis bacteriana de la cepa STEC O157:H7 para evaluar la susceptibilidad frente a 

la infección.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 52. Curvas de sobrevida de ratones BALB y C57 infectados con la STEC O157:H7 en el 

modelo de intercambio de crías. 6 ratones BALB y 8 ratones C57 fueron infectados seguidamente 
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del destete con una dosis infectiva igual a 1,5 x1011 UFC/mL. Los datos fueron analizados por la 

prueba de Mantel-Cox. **p<0.01. 

 

En la figura 52 se puede ver que el 87,5% de los ratones C57 murió en un lapso 

de 4 días, mientras que ninguna cría BALB murió dentro de los 7 días que duró el 

ensayo (0% mortalidad). Las curvas de sobrevida mostraron una diferencia 

estadísticamente significativa entre sí. 

14.1.2. Parámetros bioquímicos y clínicos evaluados durante el curso de la 
infección con STEC O157:H7. 

14.1.2.1. Ganancia o pérdida de peso y consumo de alimento p.i. 

Desde el momento del destete y diariamente p.i. se registró el peso de los 

animales. A su vez, el peso diario del alimento antes y después de la infección 

también fue registrado como consumo de alimento. Para evaluar si el peso inicial 

de los ratones al momento de la infección pudiera llegar a influenciar la evolución 

de estos, se incorporó al análisis dos nuevos gráficos que muestran si hay 

diferencias en el peso inicial de los animales previo a la infección y/o en la dosis 

infectiva administrada/kg ratón.  
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Figura 53. Parámetros clínicos analizados: peso y consumo de alimento. Los ratones 

infectados fueron pesados diariamente p.i., al igual que su alimento. El peso a cada tiempo fue 

expresado de manera porcentual teniendo en cuenta el peso inicial y el consumo de alimento fue 

registrado teniendo en cuenta el peso del alimento del día anterior y la cantidad de ratones vivos 

en cada tiempo. Los datos en A y B fueron analizados por una prueba T paramétrica de Student. (A) 

Peso inicial previo a la infección. ***p<0.001. (B) Dosis infectiva acorde al peso inicial de los 

ratones (UFC/kg ratón). ***p<0.001. (C) Ganancia o pérdida porcentual de peso. Los datos 

fueron analizados por un ANOVA de dos factores con un post test de Tukey. Los porcentajes del 

ratón C57 sobreviviente son representados esquemáticamente, pero no son tomados en cuenta 

para el análisis estadístico. *p<0.05, **** p<0.0001. Cada barra o punto muestra la media ± SEM 

de 6 ratones BALB y 8 ratones C57. (D) Consumo de alimento.  

 

Como puede observarse en la figura 53A, los ratones BALB presentaban un 

peso inicial significativamente menor al de los ratones C57. Por lo tanto y como 

puede observarse en la figura 53B, los ratones BALB recibieron una dosis 

bacteriana estadísticamente mayor que los ratones C57. A pesar de esto, los 

ratones BALB mostraron un aumento porcentual de peso en los días 1, 2 y 3 p.i. 

significativamente mayor respecto a los ratones C57 infectados (Figura 53C). 

Todos los ratones C57 que se encontraban moribundos, mostraron un abrupto 

descenso de peso al día 3, a diferencia del único ratón C57 que sobrevivió.  

En cuanto al consumo de alimento, no se pudo aplicar la estadística en ningún 

tiempo para evaluar si existían diferencias entre los distintos grupos debido a que 

por la complejidad del diseño experimental y lo claro del resultado, sólo se realizó 

una vez. Sin embargo, puede verse que en los días 1 y 2 p.i. hay un aumento en 

consumo, que desciende al día 3 en los ratones C57 infectados a comparación de 

los ratones BALB; debido probablemente a que los ratones C57 que se 

encuentran padeciendo el curso de la enfermedad sistémica han dejado de 

comer. Al día 4 p.i., el consumo de los ratones BALB infectados, así como del 

ratón C57 infectado que logra sobrevivir se equipara (Figura 53D).     
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14.1.2.2. Determinación de la concentración de urea plasmática.  

Los ratones infectados fueron sangrados al día 3 p.i. para conocer la 

concentración de urea plasmática y, a través de ella, la función renal de los 

ratones infectados.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 54. Concentración plasmática de urea. Los ratones infectados con una dosis bacteriana 

de STEC O157:H7 igual a 1,5 x1011 UFC/mL fueron sangrados al día 3 p.i. Los datos fueron 

analizados por una prueba T de Student. *p<0.05. Cada barra muestra la media ± SEM de 6 ratones 

BALB y 8 ratones C57.  

 

Como se ve en la Figura 54, los ratones C57 infectados exhiben una 

concentración de urea plasmática más elevada, patológica y estadísticamente 

significativa al ser comparada con la obtenida en los ratones BALB infectados. Por 

su parte, los ratones BALB infectados muestran niveles de urea similares a los 

controles en experimentos detallados anteriormente. 

 

14.1.2.3. Recuento total y diferencial de leucocitos en sangre periférica.  

Los ratones BALB y C57 fueron sangrados al día 3 p.i. para determinar en 

sangre entera el recuento total de leucocitos y el porcentaje de PMN. 
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Figura 55. Recuento total y diferencial de leucocitos. Los ratones infectados fueron sangrados 

al 3er día p.i. para determinar el recuento total de leucocitos y el porcentaje de PMN en sangre 

entera. (A) Número absoluto de leucocitos. (B) Porcentaje de PMN. Los datos en A y B fueron 

analizados por una prueba T de Student. **p<0.01. Cada barra muestra la media ± SEM de 6 

ratones BALB y 8 ratones C57. 

 

Tanto los ratones BALB como C57 infectados no muestran leucocitosis ni 

tampoco neutrofilia. No obstante, se ve un aumento estadísticamente 

significativo en el porcentaje de PMN en la sangre periférica de los ratones BALB 

comparado con los ratones C57 infectados. 

A partir de esta aproximación experimental y teniendo en cuenta sus 

limitaciones, los resultados sugieren que la diferencia en la susceptibilidad de los 

ratones BALB y C57 a la infección con STEC O157:H7 no se debería a diferencias 

en la composición de la microbiota asociada a cada una de las cepas murinas. 

 

14.2. Efecto de la disbiosis inducida en la progresión a SUH en ratones BALB 
y C57. 

Para evaluar en forma directa la relevancia de la microbiota en las infecciones 

por STEC O157:H7, ratones adultos de ambas cepas (6-8 semanas) fueron 

tratados con ampicilina para generar una disbiosis. Los ratones fueron divididos al 

azar en distintos grupos que recibieron distintas dosis de la cepa pW, abarcando 

un rango de infección desde 106 UFC/mL hasta 1010 UFC/mL. Cabe destacar que 

se utilizaron ratones adultos para analizar la dependencia de la microbiota en un 

contexto donde ambas cepas murinas sobreviven a la infección con cepas STEC 

O157:H7.  

 

 

 

 

 



192 
 

0 2 4 6 8 10
0

50

100

Días post infección

So
br

ev
id

a 
(%

)

sin ATB + 1010 UFC/mL

ATB + 1010 UFC/mL

ATB + 108UFC/mL

ATB + 106UFC/mL

****

14.2.1.Evaluación de la sobrevida en ratones BALB tratados con ampicilina e 
infectados.  

 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 56. Curvas de sobrevida de ratones BALB adultos tratados con ampicilina (ATB) e 

infectados con distintas dosis de pW. Ratones BALB (n=4-9 según grupo) fueron administrados 

de 2 dosis de ATB e infectados con las dosis de pW que se indican en la leyenda de la figura, según 

se detalla en Materiales y métodos. Los datos fueron analizados por la prueba de Mantel-Cox. 

****p<0.0001 entre sin ATB + 1010 UFC/mL vs ATB + 1010 UFC/mL y ATB + 108 UFC/mL. 

 

En la figura 56 se puede ver que el 100% de los ratones BALB tratados con ATB 

e infectados con dosis de pW de 108 y 1010 UFC/mL murieron al cabo de 6-8 días 

p.i., mientras que el 100% de los ratones sin tratar con ATB e infectados con la 

dosis infectiva más alta testeada sobrevivieron al desafío hasta el día 9 p.i., 

momento en el cual se finalizaron los experimentos. Los ratones tratados con ATB 

y que recibieron la dosis infectiva más baja presentan un 50% sobrevida. Las 

curvas de sobrevida obtenidas mostraron una diferencia estadísticamente 

significativa entre el grupo sin ATB + 1010 UFC/mL y los grupos tratados con ATB + 

infectados con 108 y 1010 UFC/mL. No se hallaron diferencias significativas entre 

ATB + 106 UFC/mL y ninguno de los otros grupos experimentales.  
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14.2.2.Parámetros bioquímicos y clínicos evaluados durante el curso de la 
infección con la STEC O157:H7 pW en ratones BALB tratados con ATB. 

Post infección, los ratones fueron observados diariamente para constatar 

su peso como indicador de morbi-mortalidad y al día 7 p.i. fueron sangrados para 

determinar en sangre entera el recuento porcentual de PMN y en plasma la 

concentración de urea.  

 

 

 

   

 
 

 

 

 

 

 

Figura 57. Los ratones fueron pesados diariamente post infección y al día 7 sangrados para 

determinar los niveles de urea plasmática y el porcentaje de PMN en sangre entera. (A) 

Concentración plasmática de urea. (B) Recuento diferencial de leucocitos. (C) Ganancia o 

pérdida de peso respecto del peso inicial.  Los datos fueron analizados por un ANOVA de un 

factor (en A y B) o de dos factores (en C) seguido de un post test de Tukey. *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001, ****p<0.0001. // en figura C: ***p<0.001 y ****p<0.0001 entre grupo sin ATB + 1010 

UFC/mL respecto de todos los restantes. #p<0.05 entre ATB + 106 UFC/mL y ATB + 1010 UFC/mL, 

##p<0.01 entre ATB + 106 UFC/mL vs ATB + 1010 UFC/mL y ATB + 108 UFC/mL. Cada barra o punto 

muestra la media ± SEM de 4-8 ratones BALB según grupo experimental. 

 

Como se muestra en la figura 57A, todos los grupos tratados con ATB e 

infectados muestran niveles patológicos de urea plasmática. Además, el grupo 

ATB + 1010 UFC/mL presenta niveles de urea plasmática estadísticamente más 

elevados respecto de todos los otros grupos experimentales.  

Se observa neutrofilia significativa en todos los grupos experimentales en 

comparación con el control sin ATB + 1010 UFC/mL. Se observa también una 

diferencia significativa entre los grupos ATB + 1010 UFC/mL y ATB + 106 UFC/mL 

(Figura 57B). 
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En cuanto al peso, se ve un descenso significativo en los grupos tratados 

con ATB respecto del control sin ATB + 1010 UFC/mL al día 4 y 7 p.i. A su vez, dentro 

de los grupos que recibieron ATB se encuentran diferencias significativas a 4 días 

p.i. entre ATB + 106 UFC/mL y ATB + 1010 UFC/mL, y a 7 días p.i. entre ATB + 106 

UFC/mL vs ATB + 1010 UFC/mL y ATB + 108 UFC/mL (Figura 57C).  

En todos los parámetros analizados, se observa un efecto dosis-

dependiente en el que los ratones que reciben una dosis infectiva mayor mueren 

con anterioridad con los niveles de urea plasmática más altos, así como también 

neutrofilia y mayor descenso de peso en comparación a los ratones infectados 

con las dosis más bajas.  

 

14.2.3.Evaluación de la sobrevida en ratones C57 tratados con ampicilina e 
infectados.  

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 58. Curvas de sobrevida de ratones C57 adultos tratados con ATB e infectados con 

distintas dosis de pW. Ratones C57 (n=4-6 según grupo) fueron administrados de 2 dosis de ATB e 

infectados con distintas dosis de pW, las cuales se destacan en la leyenda de la figura, según se 

detalla en Materiales y métodos. Los datos fueron analizados por la prueba de Mantel-Cox. 

*p<0.05. 

 

De manera similar a lo ocurrido con la cepa BALB, puede observarse que el 

100% de los ratones C57 tratados con ATB e infectados con pW murieron al cabo 
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de 6-8 días p.i., mientras que todos los ratones del grupo control de ratones sin 

recibir ATB e infectados con la dosis más alta de pW sobreviven hacia el día 9 p.i., 

momento en el cual los sobrevivientes fueron eutanasiados. Las curvas de 

sobrevida mostraron una diferencia estadísticamente significativa entre el grupo 

sin ATB + 1010 UFC/mL y todos los grupos tratados con ATB e infectados.  

 

14.2.4.Parámetros bioquímicos y clínicos evaluados durante el curso de la 
infección con pW en ratones C57 tratados con ATB. 

Los ratones fueron pesados diariamente p.i. como indicador de morbi-

mortalidad y al día 7 p.i. sangrados para determinar en sangre entera el porcentaje 

de PMN y la concentración de urea plasmática.  

 

    

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 59. Los ratones infectados fueron pesados diariamente y al día 7 p.i. se sangraron para 

evaluar la concentración de urea plasmática y el recuento porcentual de PMN en sangre entera. (A) 

Concentración plasmática de urea. (B) Porcentaje de PMN. (C) Ganancia o pérdida de peso 

respecto del peso inicial.  Los datos fueron analizados por un ANOVA de un factor (en A y B) o de 

dos factores (en C) seguido de un post test de Tukey. *p<0.05, **p<0.01. // en figura C: ***p<0.001 

y ****p<0.0001 entre grupo sin ATB + 1010 UFC/mL en comparación con todos los restantes. Cada 

barra o punto muestra la media ± SEM de 4-6 ratones C57 según grupo experimental. 

 

Como se puede ver en la figura 59A, todos los grupos experimentales que 

recibieron ATB y fueron infectados muestran valores patológicos de urea 

plasmática y significativamente elevados comparados con el grupo sin tratar con 

ATB e infectados. 
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Se observa un incremento en el porcentaje de PMN en todos los grupos 

tratados con ATB, aunque es significativo únicamente en el grupo ATB + 1010 

UFC/mL en comparación con el grupo control sin tratar con ATB e infectados. Los 

otros grupos (ATB + 106 y 108 UFC/mL) muestran una tendencia que no llega a ser 

significativa respecto del grupo sin tratar con ATB e infectados, posiblemente a 

causa del bajo número de ratones estudiados (Figura 59B).  

Con respecto al peso, se ve un descenso significativo en todos los grupos 

tratados con ATB e infectados, independientemente de la dosis recibida, respecto 

del control sin ATB + 1010 UFC/mL al día 4 y 7 p.i. (Figura 59C).  

 

14.2.5.Comparación de la sobrevida de ratones BALB y C57 tratados con ATB e 
infectados con la dosis más baja de pW.  

Para evaluar si aún con la dosis infectiva más baja, se continúan observando 

diferencias en la mortalidad entre cepas murinas, se cotejó la curva de sobrevida 

de los ratones tratados con ATB e infectados con 106 UFC/mL de pW de ambas 

cepas. Cabe destacar que no se compararon las curvas de sobrevida de los 

grupos ATB e infectados con 108 y 1010 UFC pW/mL, ya que ambas cepas murinas 

presentan un 100% de mortalidad con estas dosis en el mismo intervalo de 

tiempo.  

  

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

Figura 60. Curvas de sobrevida de ratones BALB y C57 adultos tratados con ATB e infectados 

con pW. Ratones BALB (n=9) y C57 (n=5) fueron administrados de 2 dosis de ATB e infectados con 

106 UFC/mL de pW, según se detalla en Materiales y métodos. Los datos fueron analizados por la 

prueba de Mantel-Cox.  
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Al comparar las curvas de sobrevida de los ratones de ambas cepas 

tratados con ATB e infectados con 106 UFC/mL de pW , aunque los ratones BALB 

muestran cerca de un 50% de sobrevida, no se hallan diferencias 

estadísticamente significativas (figura 60). Para poder tener una conclusión más 

robusta y afirmar que no existen diferencias en la susceptibilidad a la infección en 

este modelo murino, se debería evaluar un número mayor de ratones o desafiar 

con dosis infectivas menores a 106 UFC/mL.  
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Si bien el SUH es una enfermedad con una baja tasa de incidencia a nivel 

mundial, en Argentina presenta un comportamiento endemo-epidémico con la 

mayor tasa de incidencia del mundo [Carbonari y col., 2022]. Los motivos por los 

cuales se observa está marcada diferencia no se encuentran completamente 

dilucidados, pero seguramente resulta de la sumatoria de diversos factores que 

implican tanto al agente etiológico como al hospedador.  

Desde el punto de vista de los factores que involucran al agente etiológico, 

uno de ellos podría ser la circulación en nuestro país de ciertos serotipos de STEC 

altamente patogénicos que se asocian con mayor frecuencia al desarrollo de 

enfermedad gastrointestinal grave y progresión a SUH. Entre ellos, se destacan los 

serotipos O157:H7; O103:H2; O111:NM; O121:H19; O145:NM y O26:H11 [Ylinen y 

col., 2020; Alconcher y col., 2021]. Dichos serotipos disponen de factores de 

virulencia que les proporcionan una mayor habilidad para persistir y colonizar el 

tracto gastrointestinal del hospedador, siendo el O157:H7 el serotipo asociado a 

la mayoría de los casos de SUH en Argentina [Pianciola y Rivas, 2018; Alconcher y 

col., 2021]. Otro factor podría ser la variante de Stx que porta la bacteria, dado 

que prácticamente la totalidad de las cepas que circulan en nuestro país 

expresan las variantes Stx2a y Stx2c, las cuales son fuertemente asociadas a 

enfermedad severa y SUH [Rivas y col., 2006].  

Por otro lado, los hábitos alimenticios: está reportado que el consumo de 

carne vacuna en nuestro país alcanzó en el año 2022 los 47,7 kg/persona/año, lo 

cual incrementaría las probabilidades de contagio [CICCRA Informe N°254]. Por 

último, las deficiencias en los sistemas de control en la cadena alimenticia, desde 

los productores hasta el consumidor, y la ausencia de campañas de educación 

dirigidas a la población general podrían ser otros factores que contribuyan a la 

alta incidencia de SUH en nuestro país.  

Finalmente, el hecho de que solamente entre el 10-15% de los casos de 

infecciones con STEC desarrollen SUH [Gould y col., 2013; Khalid y Andreoli. 

2018], implica que también existen factores del hospedador que podrían influir 

sobre la autolimitación y resolución de la infección, así como sobre la evolución y 

progresión a SUH [Ibarra y Palermo, 2010]. Lamentablemente, hasta la fecha no 

existen tratamientos específicos que ayuden a limitar y disminuir el daño 



201 
 

producido por la Stx una vez que se desarrolla el SUH, así como tampoco medidas 

preventivas como vacunas para disminuir la incidencia del SUH, no sólo en 

Argentina sino a nivel mundial. Es por todo esto que creemos que resulta 

importante el estudio de cuáles son las diferencias entre el 10-15% de los 

individuos que desarrollan SUH frente al 85-90% de los individuos que resuelven 

una infección con STEC en su fase gastrointestinal, o incluso la cursan de manera 

asintomática, para diseñar nuevas terapéuticas que permitan actuar en etapas 

previas al desarrollo del SUH. 

En primer lugar, quisimos estudiar la influencia de la variabilidad genética 

del hospedador en la respuesta a una infección con una cepa STEC O157:H7 

altamente virulenta (perteneciente al clado 8 y que porta el gen stx2a)  [Manning y 

col., 2008; Amigo y col., 2015]. Para ello infectamos ratones BALB y C57 siguiendo 

el modelo de infección a la edad del destete, sabiendo que a esa edad ocurren 

cambios tanto en la composición de la microbiota intestinal como en el sistema 

inmune de mucosas del ratón que los torna más sensibles que a la edad adulta 

[Cebra. 1999; Diaz y col., 2004]. Por esta razón, este modelo murino de infección 

presenta ventajas frente a los que utilizan ratones adultos tratados con 

antibióticos o dietas hipoproteicas para hacerlos susceptibles. Entre ellas, 

destacamos el mantenimiento de una microbiota intestinal intacta y que 

posteriormente a la infección, se reproducen las manifestaciones sistémicas del 

SUH como insuficiencia renal, leucopenia, neutrofilia y muerte [Fernández-

Brando y col., 2014]. Mientras que en los seres humanos se considera que la dosis 

infectiva necesaria para desarrollar SUH es extremadamente baja (1-100 UFC) 

[Karpman y col., 2017; Idland y col., 2022], el ratón a la edad del destete necesita 

dosis mucho más elevadas para desarrollar los signos de la enfermedad. Esto es 

debido, al menos en gran medida, a que dicha bacteria no es un patógeno murino. 

Al desafiar a los ratones de ambas cepas murinas con la misma dosis de STEC 

O157:H7 (entre 1,0 y 3,5 x1012 UFC/kg ratón) y en simultáneo, los ratones C57 

resultaron ser sumamente susceptibles a la infección mientras que los ratones 

BALB no. En efecto, demostramos que las cepas BALB y C57 tienen una evolución 

diferente cuando son infectados oralmente con STEC O157:H7 al destete. 

Observamos que, frente a una misma dosis infectiva, el 88% de los ratones C57 y 
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el 11% de los ratones BALB mueren al cabo de 3-4 días p.i., siendo esta diferencia 

en la mortalidad significativa, al menos dentro del rango de dosis evaluado. Esta 

diferencia en la susceptibilidad dentro de una misma especie animal reproduce lo 

que se ve en humanos, incluso dentro del mismo rango etario, donde algunos de 

ellos presentan diarrea sanguinolenta y evolución a SUH, mientras que otros 

presentan sintomatología leve como diarrea acuosa que se autolimita o 

directamente no presentan sintomatología alguna.  

Cuando determinamos los parámetros clínicos y bioquímicos, observamos 

que los ratones fallecían con niveles elevados de urea en plasma (>150 mg%), lo 

cual es un indicador de daño renal inducido por la Stx2, como ha sido previamente 

reportado en modelos de SUH [Fernández-Brando y col., 2014; Fernández-Brando 

y col., 2020].  

Al evaluar la progresión de la infección en ambas cepas detectamos que 

únicamente los ratones BALB infectados presentaron neutrofilia. La ausencia de 

neutrofilia en los ratones C57 infectados podría deberse a que un número 

importante de los neutrófilos fueron reclutados de circulación sistémica a otros 

tejidos/órganos, por ejemplo, el intestino; o que simplemente estos ratones 

generan una respuesta inflamatoria distinta a los ratones BALB. Por otro lado, los 

ratones BALB controles mostraron un mayor porcentaje de PMN en comparación 

con los ratones C57 controles. Esta diferencia podría estar relacionada con una 

respuesta diferente frente a las condiciones experimentales (privación de 

alimentos, entre otros) y/o frente a factores estresantes (sonidos, inoculación 

oral, sangrías, cambio de salas experimentales, entre otros), en lugar de ser una 

diferencia real entre cepas [Vlisidou y col., 2004; Deng y col., 2016; Ishikawa y 

col., 2020]. Por lo tanto, concluimos que la neutrofilia durante la infección con 

STEC O157:H7 en ratones BALB refleja más bien una respuesta inflamatoria 

contra la infección gastrointestinal que puede ser necesaria para controlarla y no 

necesariamente asociada a mayor daño sistémico.  

A su vez, en ninguna de las dos cepas hallamos cambios significativos en el 

número total de leucocitos, a diferencia de lo reportado previamente en modelos 

murinos [Fernández-Brando y col., 2014], lo cual podría deberse a diferencias en 
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diversas variables como el modelo utilizado, la dosis infectiva y el tiempo en el 

cual se determina el recuento total de leucocitos durante la infección, entre otras.  

También observamos una mayor pérdida de peso en los ratones BALB en 

comparación con los ratones C57, tanto en ratones controles como infectados. 

Esto podría estar relacionado con la respuesta de la cepa BALB, al destete y/o a la 

respuesta frente a factores estresantes propios de la manipulación del ratón, 

como ya se ha mencionado anteriormente. Sin embargo, la diferencia significativa 

en el descenso del peso observada al día 3 p.i. entre ratones BALB controles e 

infectados podría ser propia de la infección, aunque fue transitoria y rápidamente 

revertida hacia el día 4 p.i. En coincidencia con lo anterior, al día 3 p.i. se encontró 

la ingesta más baja de alimento. Similarmente, los ratones C57 infectados 

mostraron una pérdida de peso máxima y la ingesta de alimento más baja en el día 

3 p.i., en comparación con sus controles sin infectar. Sin embargo, ninguno de 

estos ratones recuperó peso ni sobrevivió. Aunque la anorexia y la pérdida de 

peso están relacionadas y son condiciones que resultan perjudiciales para la 

salud en determinadas ocasiones, no se correlacionaron con la gravedad de la 

infección por STEC O157:H7. Entre la bibliografía existente, pueden encontrarse 

numerosos reportes en donde se indica que, dependiendo del patógeno en 

cuestión, la anorexia inducida por la infección resulta beneficiosa para el 

hospedador  [Exton MS. 1997; Bazar y col., 2005; Kanra y col., 2006; Sánchez y 

col., 2018]. Por ejemplo, se ha propuesto que la anorexia puede representar una 

conducta beneficiosa para combatir infecciones manteniendo el sesgo hacia un 

perfil Th2, particularmente vital en la lucha contra patógenos bacterianos 

extracelulares; y que la estimulación vagal y neurohormonal del intestino durante 

la alimentación promueve el sesgo hacia un perfil Th1, que es deseable en la 

defensa contra infecciones virales o patógenos intracelulares. Analizados en 

conjunto, el aumento en el porcentaje de PMN en circulación sistémica y la 

anorexia observados en ratones BALB luego de la infección son fenómenos 

complejos que podrían resultar beneficiosos y estar relacionados con la 

respuesta inflamatoria, inmune y/o al estrés desencadenado por la infección 

gastrointestinal con STEC O157:H7. 
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Cuando administramos a ambas cepas murinas y a la misma edad (al 

destete) una dosis letal de Stx2 e.v., observamos que no existen diferencias 

significativas en la mortalidad entre ellas. Cuando determinamos los parámetros 

bioquímicos y clínicos para evaluar la progresión a SUH, vimos que todos los 

ratones desafiados, independientemente de la cepa, presentaban niveles 

elevados de uremia y neutrofilia al día 3 post intoxicación, y un descenso de peso 

significativo al día 2. Estos hallazgos están de acuerdo con lo reportado 

previamente en los modelos de intoxicación con Stx2 [Fernández y col., 2000; 

Mejías y col., 2016; Pineda y col., 2021].  

En conclusión, tomando en conjunto los resultados obtenidos al estudiar 

ambos modelos de SUH, podemos decir que la mayor mortalidad en los ratones 

C57 durante la infección gastrointestinal con STEC O157:H7 no se debe a una 

mayor sensibilidad a la toxina, a causa de por ejemplo una mayor expresión del 

Gb3 en las células blanco, sino a otros factores. Por el contrario, dichos 

resultados sugieren una respuesta diferente entre ambas cepas murinas frente a 

la infección gastrointestinal con las cepas STEC. 

En este sentido, es extensa la bibliografía que reporta que los ratones BALB 

son capaces de controlar infecciones a causa de microorganismos extracelulares 

mediante la rápida producción de anticuerpos específicos como consecuencia de 

una respuesta inmunológica celular fundamentalmente de tipo Th2. Por el 

contrario, los ratones C57 son capaces de controlar de manera más eficiente 

infecciones con patógenos intracelulares, los cuales requieren de una respuesta 

celular más bien citotóxica para su eliminación [Farooq y Ashour, 2021]. Por 

ejemplo, se ha reportado que los ratones BALB son capaces de controlar 

infecciones a causa del parásito gastrointestinal Heligmosomoides polygyrus 

[Smith y col., 2018], el hongo Candida albicans durante infecciones en mucosa 

oral y vaginal [Carvalho y col., 2012] y queratitis ocular [Zou y col., 2012], y la 

bacteria Salmonella enterica serovar Typhimurium (patógeno extracelular 

invasivo) [Fransen y col., 2015]. Además de la producción de anticuerpos, resulta 

clave para el control de la infección y la eliminación de los patógenos 

mencionados anteriormente una respuesta inmunológica celular de tipo Th2 y 

Th17 según lo expuesto por los autores. Por otro lado, los ratones C57 controlan 
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de mejor manera las infecciones por bacterias intracelulares como Listeria 

monocytogenes [Liu y col., 2000] y Mycoplasma pulmonis [Mize y col., 2018], y por 

virus como el Citomegalovirus [Lu y col., 2018]; dado que en este tipo de 

infecciones resulta relevante la producción temprana de IL-12 e IL-15 por DC para 

la polarización de los linfocitos T CD4+ hacia un perfil de tipo Th1 y la 

diferenciación de células T CD8+ CD44alto y NK secretoras de IFN-γ en bazo, 

respuesta inmunológica montada eficientemente en los ratones C57 infectados. 

Nuestros resultados están en línea con estos antecedentes, considerando que las 

bacterias STEC son patógenos extracelulares. 

Tradicionalmente, se le ha atribuido a la respuesta inmune la principal 

función de detectar y erradicar microorganismos como un mecanismo de defensa 

propio de diversas especies, desde mamíferos hasta plantas, mediante la 

participación de vías de eliminación de patógenos, denominadas colectivamente 

como "mecanismos de resistencia". Éstos son responsables de reducir la carga 

microbiana en los sitios de infección. Sin embargo, hay otros mecanismos de la 

respuesta inmune durante las infecciones microbianas que no estén dirigidas 

contra el patógeno sino contra las toxinas y otras moléculas nocivas que éste 

produce, que incluyen también mecanismos de reparación tisular, conocidos en 

conjunto como “mecanismos de tolerancia” [Råberg y col., 2007; Schneider y 

Ayres. 2008; Medzhitov y col., 2012]. En nuestro modelo de infección, ambas 

cepas murinas mostraron niveles similares de excreción bacteriana en materia 

fecal y de colonización intestinal en los tres segmentos analizados a los 3 días p.i., 

lo que sugiere que ambas cepas de ratón son igualmente resistentes a la STEC 

O157:H7. No obstante, los ratones BALB presentaron menor daño a lo largo del 

tracto gastrointestinal, al menos en las dosis infectivas evaluadas, lo cual indica 

que factores genéticos o epigenéticos presentes en esta cepa podrían inducir 

mecanismos de tolerancia. En el mismo sentido, los ratones C57 pese a tener el 

mismo nivel de colonización intestinal que los ratones BALB, mostraron mayor 

daño tisular en el intestino caracterizado por una depleción total de las células 

caliciformes, congestión vascular, infiltrado leucocitario y disrupción del epitelio 

superficial (este último hallazgo sólo en intestino grueso), en comparación con los 

ratones BALB que mostraron solamente focos de depleción de células 
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caliciformes y congestión vascular. Cabe agregar que los ratones BALB mostraron 

un menor pasaje de Dx-FITC a través de la barrera epitelial intestinal, mientras 

que los ratones C57 mostraron un aumento significativo de la permeabilidad 

intestinal.  

El aumento del daño intestinal junto con la disminución de la función de la 

barrera intestinal en los ratones C57 infectados en comparación con los ratones 

BALB infectados posiblemente permite la translocación de factores patogénicos 

como LPS y Stx2 del lumen intestinal a circulación sistémica [Schüller y col., 

2007; Brigotti y col., 2008; Malyukova y col. 2009; Schüller. 2011], provocando el 

daño renal observado y la muerte, a pesar de tener un nivel de colonización 

intestinal similar. Ante lo expuesto anteriormente, proponemos que los ratones 

BALB son más tolerantes a la infección con STEC O157:H7 que los ratones C57, ya 

que son capaces de montar mecanismos que ayudan a preservar la integridad de 

los tejidos, junto con una respuesta inmunológica adecuada que controla y ayuda 

a resolver la infección. Se ha demostrado previamente que la respuesta inmune 

inflamatoria es un mecanismo importante para limitar infecciones [Rausher. 

2001; Schneider y Ayres. 2008; Medzhitov y col., 2012], pero también tiene un alto 

potencial para dañar a los tejidos del hospedador cuando es excesiva o no es 

controlada. Es necesario llevar a cabo mayor investigación para profundizar si el 

aumento del daño tisular observado en los ratones C57 infectados es causado 

directamente por el patógeno o indirectamente por la respuesta inmune 

inadecuada del hospedador. 

Dentro de los mecanismos de tolerancia, nos propusimos estudiar si en los 

ratones BALB infectados se generaban anticuerpos anti-STEC O157:H7 y/o anti-

Stx2 de manera rápida y eficaz, que les permitiera tolerar el desafío infeccioso que 

resulta letal en los ratones C57.  

Recientemente, se ha propuesto que los ratones BALB presentan un 

sistema inmune de mucosas más eficiente en comparación al de los ratones C57 

como consecuencia de una mejor señalización mediada por el ácido retinoico 

[Goverse y col., 2015]. Se sabe que el ácido retinoico favorece la localización de 

los linfocitos Treg en el intestino [Bai y col., 2009; Menning y col., 2010], mejora la 

integridad epitelial y, por lo tanto, incrementa la capacidad funcional de la barrera 
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intestinal. Además, influye sobre las células linfoides innatas vírgenes al sesgar el 

perfil de estas hacia las del grupo 3 productoras de IL-22 e IL-17, las cuales 

protegen contra patologías asociadas a las mucosas. En la misma línea de 

evidencia, se ha reportado recientemente que los ratones BALB tienen una 

cantidad significativa de IgA secretora innata. Esto podría estar asociado con una 

mayor abundancia de células B, particularmente de la subpoblación celular B1, 

en esta cepa de ratón en comparación con los ratones C57 [Fransen y col., 2015]. 

En ese sentido, se ha demostrado que la IgA innata presente en la mucosa 

intestinal juega un rol importante en el control de la infección por Salmonella 

enterica serovar Typhimurium y en promover una mayor sobrevida en ratones 

BALB que en ratones C57 [Wijburg y col., 2006]. Sin embargo, en ninguno de los 

ratones BALB o C57 controles detectamos IgA innata libre en los sobrenadantes 

de materia fecal que fuera capaz de reconocer a las STEC O157:H7, ni tampoco 

bacterias comensales recubiertas de IgA. Esta observación sugiere que la IgA anti-

STEC O157:H7 detectada en los sobrenadantes de materia fecal en los ratones 

BALB infectados fue consecuencia de una respuesta inmune específica. Aunque 

no encontramos IgA innata capaz de reconocer a la cepa STEC O157:H7, no puede 

descartarse que dicha IgA desempeñe un papel inmunoregulador en el 

desencadenamiento de la respuesta específica anti-STEC O157:H7. En particular 

y de manera llamativa, en los ratones BALB infectados se detectó IgA unida a 

bacterias STEC O157:H7 tan pronto como 3 días p.i. y libre en los sobrenadantes 

de materia fecal a los 7 días p.i. Estos resultados confirman la especificidad de la 

respuesta inmune humoral e indican que cuando las bacterias STEC O157:H7 han 

sido eliminadas y no están siendo excretadas en la materia fecal, se detectan 

niveles de IgA específica que reconocen a las STEC O157:H7, así como también a 

la H7 en los sobrenadantes de materia fecal. En conjunto todos estos resultados 

sugieren que durante la infección en ratones BALB, se produce una rápida 

estimulación en la producción de IgA local ausente en los ratones C57. De 

acuerdo con estos hallazgos, se ha reportado que bacterias potencialmente 

patógenas que poseen la capacidad de atravesar todas las capas de mucus y 

colonizar el epitelio intestinal, como es el caso de las STEC O157:H7, inducen la 

producción de IgA específica de alta afinidad y con capacidad opsonizante [Palm 
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y col., 2014]. Cabe destacar que además de la función de exclusión, se ha 

demostrado que la IgA permite la entrada limitada de complejos inmunes 

antígeno-IgA o de bacterias recubiertas de IgA en las placas de Peyer [Kadaoui y 

Corthésy. 2007; Martinoli y col., 2007; Breedveld y van Egmond. 2019], 

favoreciendo el desarrollo de una respuesta inmune local y sistémica.  

Además, los ratones BALB infectados produjeron niveles detectables de 

IgG anti-Stx2 en plasma a los 3 y 7 días p.i., mientras que en los ratones C57 

tampoco se detectaron estos anticuerpos. Con relación a la rápida aparición de 

anticuerpos específicos de isotipos G y A anti-Stx2, anti-STEC O157:H7 y anti-H7, 

Roco y colaboradores demostraron que el cambio de isotipo en linfocitos B 

activados puede ocurrir tan pronto como a los 2.5 días post estimulación 

antigénica. Dicho cambio de isotipo se produce fundamentalmente por fuera de 

los centros germinales, en el borde del folículo primario donde ocurre la 

colaboración T-B inicial en órganos linfoides secundarios. Conforme los linfocitos 

B activados se diferencian en células del centro germinal, disminuyen los 

mecanismos moleculares que promueven el cambio de isotipo y se favorecen 

aquellos implicados en la hipermutación somática. El cambio de isotipo 

extrafolicular también se observó en plasmablastos secretores de anticuerpos 

[Roco y col., 2019].    

Dado que la cantidad de Stx2 necesaria para inducir daño renal es muy 

baja, se ha reportado que bajas concentraciones de anticuerpos neutralizantes 

son capaces de proteger a ratones contra el daño sistémico ocasionado por la 

inyección e.v. de Stx2 [Mejías y col., 2013; Mejías y col., 2016]. Teniendo en 

consideración esta observación, llevamos a cabo diversos ensayos de 

transferencia de anticuerpos para evaluar: 1) si la mortalidad observada en los 

ratones C57 infectados era efectivamente a causa del daño renal inducido por la 

toxina; 2) si los anticuerpos anti-Stx2 producidos en los ratones BALB infectados 

tenían capacidad neutralizante y protectora. En el primer ensayo, observamos que 

una cantidad de 30 picomoles de un anticuerpo neutralizante anti-Stx2 

previamente producido y testeado en nuestro laboratorio, inyectados de manera 

e.v. en ratones C57 inmediatamente después de la infección con STEC O157:H7 

pudo evitar completamente su muerte, lo cual confirma que la mortalidad 
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observada en estos ratones depende de que la Stx2 entre en circulación 

sistémica. Paralelamente, observamos que los ratones BALB que sobrevivieron a 

la infección con STEC O157:H7 estaban completamente protegidos frente a un 

desafío con Stx2 e.v.., confirmando la capacidad neutralizante de esos 

anticuerpos in vivo. Por otro lado, el plasma de ratones BALB infectados, fue 

capaz de inducir un significativo retraso en la mortalidad de los ratones C57 luego 

de la infección con STEC O157:H7, comparado con el plasma de ratones BALB 

controles. Que no se haya observado una protección completa frente a la 

infección puede deberse a una limitación experimental, ya que el plasma de los 

ratones BALB infectados debió ser diluido al quinto en PBS para la administración 

i.p., alcanzando posiblemente una concentración insuficiente en los ratones C57 

para neutralizar la totalidad de la Stx2 presente.  

En resumen, podemos decir que los ratones BALB una vez infectados, 

montan mecanismos de tolerancia basados principalmente en una rápida y 

específica respuesta de anticuerpos anti-STEC O157:H7 (que incluyen 

anticuerpos anti-H7) y anti-Stx2 con capacidad neutralizante, y dicha respuesta 

humoral es la responsable de limitar el daño tisular y preservar la vida del animal 

durante la infección con STEC O157:H7.  

El próximo paso para confirmar si la respuesta inmune humoral específica 

es la responsable de la mayor sobrevida en los ratones BALB infectados fue el 

diseño de un esquema de depleción de linfocitos B. Para garantizar la depleción 

total de linfocitos B, y así evitar el desarrollo de una respuesta inmune humoral 

específica durante las primeras 72 h de infección, los ratones BALB al destete 

recibieron 4 h previo a la infección anticuerpo anti-B220 y refuerzos adicionales a 

24 y 48 h p.i. Con este esquema, observamos que la depleción de linfocitos B 

incrementa sustancialmente la mortalidad en los ratones BALB, la cual va a 

acompañada de neutrofilia, descenso progresivo del peso corporal y una 

elevación de la concentración plasmática de urea. Además, como era esperable, 

estos ratones carecen de anticuerpos anti-STEC O157:H7 y anti-Stx2 a nivel 

sistémico, y tampoco se observa producción de IgA local a los 3 días p.i. Estos 

resultados demuestran que la activación de los linfocitos B, con su consecuente 

producción de anticuerpos anti-Stx2 neutralizantes y anti-STEC O157:H7, juegan 
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un rol clave en la protección de los ratones contra las infecciones por STEC. Cabe 

mencionar que, en línea con nuestros resultados, la depleción de linfocitos B 

incrementa la susceptibilidad a diversas infecciones en otros modelos murinos 

[Belperron y col., 2007; Sahputra y col., 2019; Dai y col., 2021].  

Por otro lado, la relevancia de los anticuerpos anti-Stx2 séricos y/o 

antibacterianos locales para la contención y el control de infecciones 

gastrointestinales generadas por STEC O157:H7 en humanos fue previamente 

estudiada. Se ha reportado la presencia de anticuerpos anti-Stx2 neutralizantes 

en el suero de poblaciones humanas “resistentes” (pacientes que han tenido SUH 

y se recuperaron, así como adultos de áreas endémicas), constituyendo evidencia 

indirecta que correlaciona la especificidad de la respuesta de anticuerpos con la 

protección contra complicaciones sistémicas secundarias a la infección 

gastrointestinal con STEC O157:H7 [Ludwig y col., 2001; Karmali y col., 2003; 

Fernández-Brando y col., 2011]. A su vez, en pacientes con diarrea a causa de una 

infección con STEC O157:H7 y en pacientes con SUH, se detectó la presencia de 

anticuerpos específicos anti-intimina, anti-EspA y anti-EspB evidenciando la 

activación de la respuesta inmune humoral específica y sugiriendo la relevancia 

de estos anticuerpos antibacterianos en la protección [Karpman y col., 2002]. En 

efecto, no es menor añadir que si bien existe la posibilidad de reinfecciones con 

cepas del mismo serotipo u otras STEC, el SUH típico sucede una única vez 

[Karpman y col., 2017], sugiriendo que los anticuerpos producidos durante la 

primoinfección, así como también la memoria inmunológica, alcanzan para la 

prevención de la complicación sistémica frente a infecciones posteriores. Si bien 

confirmamos que la activación de los linfocitos B con su consecuente producción 

de anticuerpos específicos son necesarios para la protección contra infecciones 

por STEC, puede que otros mecanismos que involucren a la respuesta celular 

también sean relevantes para garantizar la mayor sobrevida observada en los 

ratones BALB, y que no han sido caracterizados en el presente trabajo de tesis. 

Los linfocitos B, fundamentalmente los B2, requieren de los linfocitos T CD4+ para 

la producción de anticuerpos dirigidos principalmente contra antígenos proteicos. 

Por ende, la depleción de linfocitos T CD4+ podría contribuir notablemente a la 

ausencia de anticuerpos específicos y, por lo tanto, a la mortalidad. Con relación 
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a lo anteriormente expuesto, se ha reportado que tanto los linfocitos B como los 

linfocitos T CD4+ poseen un rol fundamental en la protección contra infecciones 

gastrointestinales producidas por Citrobacter rodentium, un patógeno murino que 

comparte características similares a la STEC O157:H7, ya que es un 

microorganismo LEE+ y tiene la capacidad de provocar lesiones A/E [Simmons y 

col., 2003]. A su vez, otros actores de la respuesta celular podrían participar en la 

protección contra las infecciones por STEC. Por ejemplo, se ha reportado 

previamente que los neutrófilos poseen un papel central en la eliminación de C. 

rodentium [Kamada y col., 2015]. También, los linfocitos Th17 en mucosa median 

la inmunidad protectora contra determinados hongos y bacterias extracelulares al 

promover el reclutamiento de neutrófilos, la producción de péptidos 

antimicrobianos y de factores de reparación tisular que ayudan a conservar el 

tejido epitelial [Mills, KHG. 2020]; y por fuera de la respuesta celular, también 

podrían estar involucrados mediadores solubles como la IL-10 endógena en el 

control de la infección, según lo reportado en otras aproximaciones 

experimentales [Belo y col., 2021].  

La relevancia de los anticuerpos neutralizantes anti-Stx2 en la prevención 

del SUH también ha sido reportada previamente [Mejías y col., 2013]. Estos 

anticuerpos bloquean la interacción de la toxina con su receptor Gb3 en las 

células endoteliales glomerulares y las células epiteliales tubulares del riñón y así 

evitan la internalización y su citotoxicidad. Respecto a los anticuerpos anti-STEC 

O157:H7, no está muy caracterizada su funcionalidad, es decir, si son 

opsonizantes y/o neutralizantes, y a su vez, si tienen o no relevancia en evitar o 

disminuir la progresión a SUH. Para elucidar los mecanismos a través de los 

cuales los anticuerpos anti-STEC O157:H7 generados durante la infección podrían 

conferir protección, llevamos a cabo diversos ensayos in vitro. En primer lugar, 

para garantizar que en todos los ensayos realizados nos encontráramos en una 

condición de exceso de anticuerpo, dado que algunos de ellos requieren de 

grandes cantidades de bacterias, diseñamos un esquema de reinfección para 

incrementar el título de anticuerpos específicos anti-STEC O157:H7. Bajo el 

esquema de 3 infecciones a intervalos de 10 días se logró el objetivo del aumento 

del título entre las sucesivas infecciones, obteniendo un título final en plasma de 
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IgG anti-STEC O157:H7 de 2048 y de IgA anti-STEC O157:H7 en materia fecal de 

1024. En efecto, pese al posible consumo de anticuerpos durante las sucesivas 

infecciones, el título de anticuerpos anti-STEC O157:H7 fue significativamente en 

aumento. Posteriormente, caracterizamos si estos anticuerpos producidos 

durante las infecciones eran capaces de reconocer a las STEC O157:H7 

(anticuerpos opsonizantes) y de interferir con algún evento biológico relevante en 

la patogénesis bacteriana, como sería inhibir su motilidad y/o crecimiento  

(anticuerpos neutralizantes). Encontramos que los anticuerpos anti-STEC 

O157:H7, tanto los presentes en plasma (de isotipo G) así como los hallados en 

materia fecal (de isotipo A y G) poseían capacidad opsonizante, es decir, eran 

capaces de reconocer específicamente a las STEC O157:H7, y no a otras E. coli 

comensales. 

Habiendo demostrado la presencia de IgG con capacidad opsonizante en 

materia fecal y considerando reportes previos en los que se demostró que la IgG 

hallada en materia fecal podría ser resultado del transporte paracelular de la IgG 

plasmática [Chen y col., 2001], decidimos llevar a cabo los ensayos de 

neutralización in vitro utilizando solamente plasma de los animales reinfectados, 

dado que es una muestra estéril.  

De manera relevante, encontramos que los anticuerpos anti-STEC O157:H7 

presentes en plasma (de isotipo G) presentan capacidad neutralizante, ya que 

fueron capaces de interferir con la motilidad bacteriana. En línea con estos 

hallazgos, otros autores reportaron que los anticuerpos anti-flagelina serían los 

responsables de inhibir la motilidad bacteriana de las cepas Salmonella 

typhimurium [Khani y col., 2020] y E. coli, mientras que los anticuerpos anti-LPS 

de E. coli reducen parcialmente la motilidad bacteriana [Cullender y col., 2013]. 

Por otro lado, los anticuerpos anti-flagelina además de interferir en la motilidad 

son capaces de regular negativamente la expresión de los genes involucrados en 

la síntesis de los flagelos de E. coli [Cullender y col., 2013] y de interferir con la 

adhesión de una cepa STEC O157:H7 a células epiteliales rectales bovinas 

[Mahajan y col., 2009].  

Con la hipótesis de que, una vez generada la respuesta inmune humoral, 

los anticuerpos en el medio intestinal podrían interferir con la duplicación 
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bacteriana y limitar la colonización intestinal reduciendo el daño intestinal, 

estudiamos si los anticuerpos anti-STEC O157:H7 eran capaces de interferir con 

el crecimiento bacteriano. Si bien no encontramos anticuerpos anti-STEC 

O157:H7 que bloqueen significativamente la duplicación bacteriana, existen 

reportes en donde se observó que un anticuerpo monoclonal de isotipo A es 

capaz de inhibir el crecimiento de E. coli a través del reconocimiento de la serina 

hidroximetil transferasa, relevante en el metabolismo bacteriano y presente en 

diversas especies bacterianas [Okai y col., 2016; Sasaki y col., 2021]. Sin 

embargo, a pesar de haber observado una reducción no significativa en la fase 

exponencial de las STEC O157:H7 incubadas con el plasma de ratones 

reinfectados en comparación de plasmas controles, no descartamos que 

aumentando el número de replicas biológicas podamos hallar diferencias 

significativas entre estos grupos.     

Si bien, en el transcurso de la presente tesis, no se pudo determinar de 

manera acabada contra qué componentes bacterianos están dirigidos los 

anticuerpos anti-STEC O157:H7 o cuales son los relevantes en la opsonización y/o 

neutralización, si pudimos demostrar que dichos anticuerpos reconocen al 

menos a la proteína H7 de manera específica, y éstos podrían poseer sin duda 

alguna de estas funciones, como por ejemplo la inhibición de la motilidad 

bacteriana. Otra funcionalidad de los anticuerpos que no pudo ser estudiada y 

resultaría interesante investigar es la opsonofagocitosis, ya que existen reportes 

previos en un modelo infeccioso de C. rodentium en el que hallan que la IgG anti-

C. rodentium en materia fecal es reconocida por fagocitos a través de sus 

receptores de Fcγ (fundamentalmente neutrófilos), y a través de dicha interacción 

fagocitan y eliminan a la bacteria patógena más rápida y eficientemente, 

generando menor daño a nivel intestinal, incluso evitando la muerte del animal 

[Kamada y col., 2015]. Los fagocitos reconocerían a las STEC O157:H7 opsonizada 

con IgG o IgA a través de sus receptores presentes en la membrana celular, para 

su ingestión y posterior destrucción. Estas células reconocen a la IgG a través de 

su receptor para Fcγ (principalmente CD64 y CD32 presentes en macrófagos, 

neutrófilos, eosinófilos, células dendríticas y mastocitos) [Nimmerjahn y Ravetch. 

2008] y a la IgA monomérica (también presente en el lumen intestinal, en una 
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fracción menor que la dimérica) a través del Fcα (CD89 en humanos; presentes en 

monocitos, macrófagos, células dendríticas, neutrófilos y eosinófilos) [Morton y 

Brandtzaeg. 2001]. Otros efectos inhibitorios relevantes que podrían tener estos 

anticuerpos anti-STEC O157:H7 son, por ejemplo, la inhibición de la adhesión a 

líneas celulares epiteliales humanas de intestino (tal como las Caco-2 y las HCT-

8) y la inhibición de la respuesta inflamatoria sobre líneas celulares reporteras (tal 

como las Caco-2 CCL20:luc, HekBlue-hTLR4). Si bien se realizaron algunos 

ensayos preliminares, se requiere mayor experimentación para obtener 

resultados concluyentes.  

Como conclusión, podemos decir que los anticuerpos anti-STEC O157:H7 

a través de su capacidad opsonizante y neutralizante cumplen un papel 

fundamental en definir la evolución durante las infecciones con este patógeno.  

A raíz de todos los resultados obtenidos y discutidos en el presente trabajo 

de tesis, pudimos determinar que las diferencias halladas en la respuesta 

inmunológica entre las cepas murinas son relevantes en conferir protección 

frente a las infecciones por STEC y en definir la progresión a SUH. Sin embargo, 

existen otros factores denominados epigenéticos, entre los que se incluye la 

composición de la microbiota, sobre la cual se ha descrito ampliamente el rol 

protector que posee frente a la defensa contra determinados patógenos [Momose 

y col., 2007; Öncül y Yıldırım, 2019; Pinhal y col., 2019], en la contribución con el 

mantenimiento de la homeostasis intestinal y en la maduración del sistema 

inmune de mucosas [Shi y col., 2017]. La composición del microbioma intestinal 

de los ratones BALB y C57 adultos presenta un 80% de los taxones compartidos, y 

mayoritariamente está compuesta por anaerobios de los filos Bacteroidetes y 

Firmicutes [Korach-Rechtman y col., 2019]. Sin embargo, se hallan diferencias 

basales significativas en algunas especies bacterianas que interactúan 

estrechamente con el hospedador, como Akkermansia, Lactobacilli y 

Bifidobacteria [Fransen y col., 2015]. También, los mismos autores hallan un 

incremento del género Parasutterella, implicadas en la degradación del 

componente secretor en detrimento de la estabilidad de la IgA, en los ratones C57 

respecto de los BALB, lo que podría contribuir a reducir la abundancia de la IgA en 

los ratones C57. A su vez, otros autores destacan que la diversidad microbiana es 
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mucho menor en los ratones C57 en comparación a los ratones BALB, y que estas 

cepas difieren significativamente en los filos Bacteroidetes, Firmicutes y 

Verrucomicrobia [Somayajulu y col., 2021]. Estos autores, a su vez, encuentran 

una mayor abundancia de B. thetaiotaomicron y L. johnsonii en ratones C57. Se 

sabe que la microbiota se modifica con diversos factores, tal como la edad, el 

estrés, la alimentación, el ambiente, el sexo biológico, la lactancia, entre otros 

[Elderman y col., 2018]. Las diferencias en la composición de oligosacáridos de la 

leche materna están determinadas genéticamente y afectan el desarrollo de la 

composición de la microbiota en su descendencia, por ende, la microbiota de un 

ratón al destete es completamente distinta a la de un adulto [Fuhrer y col., 2010; 

Monteagudo-Mera y col., 2016]. En este sentido, se ha demostrado que, a través 

de algunas bacterias de la leche materna, la microbiota de los ratones de hasta 21 

días (momento en el cual se destetan), está enriquecida principalmente de 

Bifidobacterias y Lactobacilos en comparación a la microbiota de un ratón adulto. 

Dichas bacterias tienen actividad probiótica. Por todo lo anteriormente expuesto, 

nos propusimos analizar la influencia de la microbiota en la susceptibilidad a las 

infecciones por STEC O157:H7 en las cepas murinas BALB y C57. Para ello 

seguimos dos aproximaciones experimentales: por un lado, ensayos de 

cohabitación de crías BALB amamantadas hasta el destete por una nodriza C57 y, 

recíprocamente de crías C57 amamantadas por una nodriza BALB, para lograr que 

la microbiota intestinal de las crías sea semejante a la de su nodriza; y por otro, la 

administración de un antibiótico de amplio espectro para generar una disbiosis y 

evaluar si dicho efecto incrementa la susceptibilidad a la infección con STEC 

O157:H7, pero manteniendo las diferencias ya observadas entre ambas cepas 

murinas.  

Cuando realizamos los experimentos de cohabitación, observamos que el 

intercambio de crías no influyó en la susceptibilidad anteriormente vista. Casi la 

totalidad de las crías C57 sucumbieron frente a la infección con STEC O157:H7, 

con niveles elevados de urea en plasma y un abrupto descenso de peso al día 3 

p.i.; en contraposición a los ratones BALB, los cuales sobrevivieron al desafío 

infeccioso con niveles normales de urea al día 3 p.i., un aumento progresivo en el 

peso y un leve incremento del porcentaje de PMN en sangre periférica. Si bien a 
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partir de estos resultados podríamos concluir que únicamente los factores 

genéticos son los responsables de la mayor susceptibilidad de los ratones C57, 

no descartamos que la microbiota pueda intervenir en conferir o no protección, 

directa o indirectamente. En efecto, una limitación de este ensayo es que no se 

pudo determinar si la composición de la microbiota de un ratón BALB después de 

la cohabitación se asemeja a la de un ratón C57, y viceversa, utilizando técnicas 

como PCR cuantitativa en tiempo real o la secuenciación del ARN ribosomal 16s 

del genoma presente en la materia fecal. El trasplante de materia fecal, frente a la 

cohabitación, es una metodología más atractiva desde el punto de vista que es 

más controlada. Consiste en la administración de un cóctel de antibióticos 

durante 14 días, y luego en la administración oral de la materia fecal del donante 

durante otros 15-20 días. Dicha metodología no pudo ser aplicada en nuestro 

modelo murino de infección a la edad del destete por los tiempos que implica. Sin 

embargo, otros autores a través de la cohabitación y el trasplante de materia fecal 

también fallaron en reproducir la microbiota intestinal de un ratón BALB en un 

ratón C57, y viceversa. Sus hallazgos sugieren que, independientemente de la 

metodología utilizada, los ratones reproducen una microbiota más parecida a la 

original debido a que la genética del hospedador afecta la composición de la 

microbiota intestinal [Stebegg y col., 2019], posiblemente por la existencia de un 

repertorio definido de IgA innata polireactiva en cada cepa murina que controla la 

colonización y composición de la microbiota con determinadas especies 

bacterianas, y que restablece la microbiota original [Lindner y col., 2012; Fransen 

y col., 2015]. A su vez, en un modelo de listeriosis transmitida por alimentos se 

encontró que el trasplante de materia fecal de ratones BALB a ratones C57 no 

logró que éstos últimos sean más susceptibles a la infección, así como el 

trasplante de materia fecal a la inversa no confirió resistencia a los ratones BALB 

[Myers-Morales y col., 2013], sugiriendo que los factores genéticos, más que los 

epigenéticos estarían asociados a la menor susceptibilidad de los ratones C57 en 

esta infección, aunque los mismos autores plantean que no pudieron reproducir a 

un 100% la microbiota de un ratón C57 en un ratón BALB y viceversa. Por otro 

lado, hay publicaciones en donde a través de experimentos de cohabitación y/o 

trasplante de materia fecal se obtuvieron resultados exitosos [Ellekilde y col., 
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2014; Buffington y col., 2016; Stebegg y col., 2019; Liu y col., 2021]. 

Particularmente, en la infección con C. rodentium se reportaron resultados 

interesantes en donde el trasplante de materia fecal de una cepa murina 

resistente a la infección (NIH Swiss) a una susceptible (C3H/HeJ) es capaz de 

revertir la mortalidad en ésta [Willing y col., 2011], atribuyéndole a la microbiota 

intestinal un rol fundamental en la defensa contra este patógeno en particular. Sin 

embargo, cabe mencionar que las cepas murinas utilizadas no fueron ni BALB ni 

C57, y que la microbiota es capaz de inducir cambios en el sistema inmune de 

mucosas [Shi y col., 2017], por ende, no es la microbiota o el sistema 

inmunológico, sino que posiblemente ambos estén involucrados, o el resultado 

de su interacción, tanto en la resistencia como en la susceptibilidad a 

infecciones. 

La segunda aproximación consistió en la administración previa a la 

infección de un antibiótico de amplio espectro, como lo es la ampicilina, para ver 

si eliminando la microbiota desaparecían las diferencias entre cepas. En este 

caso, utilizamos ratones adultos para analizar la dependencia de la microbiota y 

una cepa bacteriana resistente a la ampicilina (pW). Como era esperado, el efecto 

de la disbiosis inducida por la administración de ampicilina en ratones BALB y C57 

adultos incrementó notablemente la susceptibilidad a la infección por STEC en 

comparación con sus controles. Mientras que una dosis de 106 UFC/mL fue capaz 

de generar muerte en ambas cepas murinas tratadas con antibióticos, los 

controles sin tratamiento antibiótico que recibieron 1010 UFC/mL no mostraron 

ningún signo que demuestre afección por la infección (como neutrofilia, descenso 

de peso, elevación de la urea plasmática). En coincidencia con nuestros 

resultados, otros autores han reportado que el tratamiento con antibióticos 

incrementa marcadamente la susceptibilidad de los ratones a infecciones 

gastrointestinales [Theriot y col., 2014; Thiemann y col., 2016; Gutiérrez y col., 

2020]. Más aún, algunos modelos de SUH por infección con STEC O157:H7 en 

ratones adultos necesitan sensibilizar a los ratones con antibiótico para poder 

reproducir la enfermedad sistémica [Shimizu y col., 2003; Lin y col., 2017]. 

En el caso de los ratones BALB tratados con ampicilina, se obtuvo un efecto 

dosis dependiente en todos los parámetros evaluados, observándose la mayor 
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neutrofilia, concentración de urea plasmática y descenso de peso en los ratones 

que recibieron la mayor dosis infectiva (1010 UFC/mL) en comparación con los que 

recibieron la menor dosis (106 UFC/mL). Sin embargo, este efecto dosis 

dependiente no fue observado en los ratones C57 tratados con ampicilina, ya que 

no se encontraron diferencias en los parámetros bioquímicos y clínicos entre las 

dosis evaluadas. Si bien no se observaron diferencias significativas en la 

mortalidad entre ambas cepas murinas a ninguna de las dosis infectivas 

probadas, con la menor dosis los ratones C57 presentan un 100% de mortalidad y 

los ratones BALB casi un 50%. Por lo tanto, para obtener una conclusión más 

robusta se debería infectar a un número mayor de ratones con esa dosis, o 

incluso con dosis infectivas menores a 106 UFC/mL, para poder concluir que 

ambas cepas son igualmente susceptibles al desafío infeccioso cuando son 

tratadas con ampicilina. Si en este modelo de disbiosis se siguieran observando 

diferencias entre BALB y C57 en la sobrevida frente a infecciones con STEC con 

dosis iguales o menores a 106 UFC/mL, se podría concluir que las mismas 

estarían ligadas a factores genéticos (mayormente inmunológicos) o epigenéticos 

(microbiota no sensible a ampicilina). Como conclusión, no podemos descartar 

que la microbiota (en la interacción microbiota-sistema inmune y microbiota-

patógeno) tenga un papel importante en conferir protección frente a las 

infecciones con STEC O157:H7.  

Como siguiente objetivo, y retomando el concepto de la importancia de la 

respuesta de anticuerpos para definir el curso de las infecciones con STEC 

O157:H7, nos propusimos investigar si los anticuerpos anti-STEC O157:H7 son 

suficientes para prevenir la infección y/o evitar el desarrollo del SUH. Para esto, 

decidimos seleccionar a la proteína H7 como inmunógeno para desarrollar en los 

ratones una respuesta inmunológica preventiva. La elección de H7 como antígeno 

se basó en que es altamente inmunogénica, es efectiva a bajas dosis, induce una 

robusta respuesta a base de anticuerpos y posee propiedades adyuvantes [Errea y 

col., 2015; Asadi Karam y col., 2016; Biedma y col., 2019]. Por otro lado, dada su 

naturaleza proteica, es un antígeno T-dependiente y presenta la ventaja de 

generar memoria inmunológica (tanto de linfocitos T como de linfocitos B); a 

diferencia de formulaciones que utilizan el LPS O157, el cual además de ser 
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toxigénico, es un antígeno T-independiente y a menos que sea conjugado, no 

genera memoria inmunológica. Por otra parte, el diseño de vacunas a base de 

proteínas o subunidades es mucho más seguro que las de bacteria viva atenuada, 

ya que estas al poseer capacidad replicativa pueden generar infección y/o 

enfermedad en personas inmunosuprimidas. También, presentan ventajas frente 

a las bacterias inactivadas, dado que los tratamientos químicos o físicos para la 

inactivación pueden alterar la estructura y la conformación de determinados 

epítopes. A su vez, habíamos observado que luego de una primoinfección se 

detectaban niveles de anticuerpos específicos anti-H7 en sangre y materia fecal. 

Por último, la facilidad para la obtención y purificación de dicho antígeno en 

nuestro laboratorio, sumado a todos los antecedentes anteriormente 

mencionados, hizo que eligiéramos como inmunógeno a la proteína H7 para 

generar una respuesta anti-STEC O157:H7 en ratones BALB previo a ser 

infectados.  

Luego del proceso de obtención y purificación de H7 a partir de la cepa 

STEC ΔStx2 (para evitar la contaminación de los lotes de H7 con la Stx, factor 

patogénico esencial para el desarrollo del SUH), se obtuvo una única banda de 

peso molecular aproximado de 70 kDa por SDS-PAGE en coincidencia con la 

bibliografía [Reid y col., 1999; McNeilly y col., 2010; Tahoun y col., 2015]. Además, 

mediante ensayos de actividad biológica pudimos determinar que la proteína 

obtenida tenía la capacidad de ser reconocida e interactuar con el TLR5. Estos 

resultados nos permiten concluir que la estrategia de obtención y purificación de 

la H7 no altera su sitio de reconocimiento y unión a TLR5, manteniendo su 

bioactividad. Cuando la fuente de obtención de los flagelos son bacterias Gram 

negativas, el contaminante principal de los lotes es el LPS [Didierlaurent y col., 

2004; Hiriart y col., 2012; Kreutzberger y col., 2022]. Mediante una prueba 

colorimétrica específica, pudimos ver que los lotes obtenidos contaban con 

alrededor de 60 pg de LPS por µg de H7. Sin embargo, en la superficie bacteriana 

también se hallan otras proteínas tal como fimbrias y otras adhesinas 

[McWilliams y Torres. 2014], así como los componentes del T3SS, que podrían 

estar siendo obtenidas junto con la flagelina durante el proceso de purificación. 

Aunque las condiciones del cultivo bacteriano usadas para la purificación de H7 
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no deberían inducir a la expresión del T3SS [Fernández-Brando y col., 2020], no 

podemos descartar totalmente la presencia de trazas de estas proteínas u otras 

en nuestros lotes de H7, por debajo de la concentración que permite visualizar el 

SDS-PAGE, teñido ya sea con Coomassie Blue R-250 o con plata, una técnica más 

sensible [Sasse y Gallagher. 2004; Kumar, G. 2018].  

Una vez obtenida y purificada la H7, llevamos a cabo el esquema de 

inmunización, en ausencia de adyuvante, encontrando una respuesta inmune 

humoral robusta en la mucosa intestinal y a nivel sistémico. Detectamos IgG 

específica anti-H7 en los ratones inmunizados hasta 2 meses después de la 

última inmunización, tanto en plasma como en materia fecal, con un pico de 

máxima producción de IgG específica a 41 días post primera dosis en ambas 

muestras, obteniéndose una cinética similar en la producción de IgG anti-H7 

tanto a nivel sistémico como a nivel local. El máximo título de IgG anti-H7 

alcanzado en plasma fue de 256000 y en materia fecal de 64. Por otro lado, la IgA 

específica anti-H7 en materia fecal fue detectable hasta 41 días post primera 

dosis, con un pico de máxima producción a 27 días post primera dosis, 

diferenciándose de la cinética hallada para la IgG específica en mucosa intestinal. 

El máximo título encontrado de IgA anti-H7 en materia fecal fue de 64. La 

capacidad de la H7 de inducir una robusta respuesta inmune humoral también ha 

sido reportada previamente por McNeilly y colaboradores en bovinos, aun cuando 

en estos estudios utilizaron adyuvantes y otras proteínas relevantes en la 

patogénesis de STEC O157:H7, como EspA e intimina en las formulaciones 

vacunales. Los autores reportan IgA e IgG específica anti-H7 en suero y exudados 

nasales y rectales cuando el ganado fue inmunizado en un esquema de 3 dosis de 

manera intramuscular. A su vez, las cinéticas en la producción de IgG específica 

en suero y de IgA en exudados nasales fueron similares a las obtenidas en los 

ratones en plasma (para IgG) y materia fecal (para IgA). También son similares los 

títulos de IgG anti-H7 en suero informados por estos autores y los obtenidos en 

este trabajo de tesis [McNeilly y col., 2008; McNeilly y col., 2010; McNeilly y col., 

2015]. Por otra parte, encontramos que los niveles de anticuerpos IgA anti-H7 

decaen más rápido que los niveles de IgG anti-H7, posiblemente a que la vida 

media de la IgA sérica es mucho menor que la vida media de la IgG sérica 
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[Cottignies-Calamarte y col., 2023]. En ratones adultos, se ha reportado que la IgG 

sérica (IgG1, 2a, 2b, 3) tiene una vida media de 6-8 días, mientras que una forma 

de IgA polimérica se elimina del suero con una vida media de 17-22 horas [Vieira y 

Rajewsky. 1988]. Cabe mencionar que en ratones se encuentran concentraciones 

de IgA sérica mucho menores que en el hombre, encontrándose 

predominantemente en su forma polimérica [Kerr. 1990]. Teniendo esto en 

cuenta, ha sido sugerido que en el desarrollo del ELISA específico anti-H7 en 

plasma, los epítopes disponibles de esta proteína serían mayoritariamente 

reconocidos por la IgG plasmática, dificultando la detección de la IgA específica. 

Por lo cual, decidimos no evaluar la IgA plasmática, y solo medirla en la materia 

fecal.  También, cabe destacar que el título obtenido en materia fecal, tanto para 

la IgG como la IgA específica, es relativo y no representa un título real; ya que 

cuanto más se concentre a los extractos de materia fecal, mayor es el título de 

anticuerpos que uno detecta. El éxito de una inmunización depende no solamente 

de la naturaleza del antígeno, sino también de la dosis, el esquema y la vía de 

inmunización. Si bien la vía elegida para la administración de la H7 fue intranasal, 

encontramos niveles significativos de IgA específica anti-H7 en mucosa intestinal. 

Dada la conformación del sistema de mucosas, y que éste funciona como una 

unidad, no resulta extraño que la aplicación tópica de una formulación en una 

superficie mucosal desencadene respuestas inmunológicas en otras. Estos 

hallazgos van de la mano con reportes previos de Asadi Karam y colaboradores en 

los que demuestran que la inmunización intranasal con FimH (factor de virulencia 

relevante en la patogénesis de E. coli uropatogénica) formulada con FliC y toxina 

colérica como adyuvantes, permite la inducción de IgA específica en otras 

mucosas distales, como la vaginal y la vesical [Asadi Karam y col., 2016]. Por otro 

lado, la IgG específica anti-H7 hallada en materia fecal, es el resultado de la 

producción local, pero también del transporte paracelular de la IgG plasmática  

[Chen y col., 2001].   

A su vez, inmunizamos otro grupo de ratones con una flagelina no 

relacionada, en este caso FliC, para confirmar que la protección de los ratones 

frente al desafío con STEC O157:H7 sea a causa de la respuesta humoral 

específica anti-H7, y descartar que dicha protección se deba a eventos 
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“inespecíficos” tales como la respuesta inflamatoria generada por la 

inmunización con cualquier flagelina. A través del mismo esquema de 

inmunización que previamente habíamos realizado con H7, pero utilizando FliC, 

obtuvimos tanto en mucosa intestinal como a nivel sistémico una robusta 

respuesta inmune humoral específica con una cinética y títulos máximos 

semejantes a los alcanzados con la inmunización con H7. Con más detalle, 

detectamos IgG específica anti-FliC en plasma y materia fecal, e IgA específica en 

materia fecal al menos hasta 41 días post primera dosis, ya que a tiempos 

posteriores no se realizaron determinaciones. Sin embargo, dentro de los tiempos 

de muestreo evaluados, se obtuvo un pico de máxima producción de IgG anti-FliC 

a 41 días post primera dosis en plasma y materia fecal con un título de 256000 y 

64, respectivamente; y un pico de máxima producción de IgA anti-FliC en materia 

fecal a 27 días post primera dosis con un título de 32. En línea con los hallazgos 

obtenidos durante la inmunización con FliC, se ha reportado, usando la misma vía 

de administración, aunque bajo otro esquema, la presencia de anticuerpos 

específicos anti-FliC en suero del orden de 105 similares a los alcanzados en el 

presente trabajo de tesis [Nempont y col., 2008]. Lo destacable de éste y otros 

reportes [Hiriart y col., 2012; Errea y col., 2015; Fougeron y col., 2021; Pérez-Cruz y 

col., 2021], es que cuando la FliC se administra como adyuvante o como 

inmunógeno se utilizan dosis de 1 a 5 µg en esquemas de 2 dosis a intervalos de 

14 o 21 días, obteniéndose una respuesta inmune humoral muy robusta y similar a 

la alcanzada, al menos en suero, en la presente tesis. Dichas observaciones 

indican que con un esquema de dosis más simplificado y con menores µg de 

proteína, tanto de FliC como de H7, se podría alcanzar una respuesta inmune 

humoral igualmente significativa a la generada por el esquema de 3 dosis de 10 

µg. 

Posteriormente, se evaluó si los anticuerpos generados por la inmunización 

con FliC reconocían de manera cruzada a la H7. Observamos que los anticuerpos 

provenientes tanto de plasma como de materia fecal reconocían específicamente 

a cada flagelina y no se evidenció que los anticuerpos anti-FliC reconocieran a la 

H7. Cabe mencionar que no se realizó el estudio inverso, de si los anticuerpos 

anti-H7 reconocen a la FliC, ya que los ensayos de infección no se llevaron a cabo 
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con Salmonella typhimurium y es un objetivo que excede el alcance de esta tesis. 

Dado que hay regiones N- y C- terminales altamente conservadas y que el sitio de 

interacción con el TLR5 ubicado en la región N-terminal entre los aminoácidos 89-

96 es idéntico en FliC y H7 [Vijayan y col., 2018; Pang y col., 2022], no se descarta 

la posibilidad de que se detecten anticuerpos anti-FliC que reconozcan a la H7 a 

menores diluciones de las muestras. Sobre todo, porque si bien los anticuerpos 

anti-flagelina están dirigidos principalmente contra epítopes de la región central 

hipervariable del monómero, existen anticuerpos dirigidos contra la región N-

terminal donde se localiza el sitio de reconocimiento del TLR5 [Biedma y col., 

2019]. Estos resultados nos permiten concluir que, a pesar de tener sitios 

conservados entre las distintas flagelinas, los anticuerpos producidos son 

específicos, al menos en las diluciones de plasma y materia fecal evaluadas. Ante 

lo anteriormente expuesto, sería interesante evaluar a futuro si existe reacción 

cruzada de los anticuerpos anti-H7 con otras flagelinas de E. coli 

enterohemorrágica. Esto sería beneficioso, porque ampliaría el rango de 

protección hacia otras STEC con distintos antígenos flagelares.  

  Los resultados obtenidos hasta el momento nos alentaron no sólo a 

estudiar la relevancia de los anticuerpos anti-STEC generados durante una 

infección en la prevención del SUH, sino en pensar que la H7 podría ser un posible 

candidato para formar parte de una formulación vacunal que apunte a actuar en 

la fase infecciosa. Con este objetivo, nos propusimos caracterizar además de la 

respuesta inmune humoral, la respuesta inmune celular generada por la H7. La 

activación de las células dendríticas por componentes bacterianos a través de los 

TLR es uno de los principales eventos durante la inducción de una respuesta 

inmune. Encontramos que la H7 fue capaz de aumentar la expresión de CD86 en 

la superficie celular de BMDC y de inducir la síntesis y secreción de IL-6 e IL-

12p70. La secreción de estas citoquinas tiene gran relevancia, ya que están 

implicadas en la polarización de linfocitos T hacia un perfil Th1 [Ashour y col., 

2020] y Th17 [Zhou y col., 2007; Shao y col., 2020; Yang y col., 2022]. A su vez, la 

IL-6 es relevante en la polarización de los linfocitos T helper foliculares [Eto y col., 

2011; Chavele y col., 2015], células que colaboran con los linfocitos B en la 

producción de anticuerpos. Nuestros hallazgos coinciden con reportes previos en 
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los cuales se usó como estímulo a FliC, y donde se reporta su capacidad de 

aumentar la expresión de CD80 y CD86 en la superficie celular de BMDC de 

ratones C57, y de inducir la secreción de IL-6 [Didierlaurent y col., 2004; Bates y 

col., 2009]. A su vez, otros autores reportaron que BMDC de ratones BALB 

diferenciadas con IL-10 (tolerogénicas) o diferenciadas con GM-CSF e IL-4, al ser 

estimuladas con FliC secretan cantidades significativas de IL-12 [Vicente-Suárez y 

col., 2009]. Tanto en nuestros resultados como en estos reportes, la expresión de 

CD86 en la superficie de BMDC, así como la secreción de IL-6, IL-12p70 y TNF-α 

inducida por las flagelinas, es significativamente menor a los resultados 

obtenidos con BMDC estimuladas con LPS. 

También es interesante tener en cuenta que hay distintos subtipos de 

células dendríticas obtenidas del intestino, siendo algunos de éstos secretores de 

TNF-α [Uematsu y col., 2008]. Dado que en nuestras muestras no se contempló la 

relevancia de evaluar la expresión de otros marcadores, no podemos definir cuál 

de las subpoblaciones hemos obtenido en nuestros cultivos celulares. Por otra 

parte, aunque hay pocos trabajos donde analizan los efectos in vitro de la H7, 

podemos mencionar un reporte en el cual describen que los PBMC estimulados 

con flagelina de E. coli inducen menor expresión del mARN de TNF-α, en 

comparación con PBMC incubados con FliC [Makvandi y col., 2018]. Resumiendo 

los datos hallados en la bibliografía, la capacidad de la respuesta a la flagelina 

varía entre las distintas subpoblaciones de células dendríticas, y no todas las 

flagelinas tienen la misma capacidad de activar a un mismo tipo celular. Además, 

la secreción de citoquinas, así como la expresión de moléculas coestimuladoras, 

se ven influenciadas por las condiciones del cultivo (concentración de antígeno, 

tiempos de incubación, etc.).  

Por otro lado, una hipótesis que explica la menor respuesta de BMDC a la 

flagelina en comparación con el LPS es que sólo una pequeña fracción de la 

población total de BMDC expresan TLR5; de hecho, se reportaron 3 fenotipos de 

células dendríticas que no expresan este TLR [Uematsu y Akira, 2009]. A pesar de 

que no todas las células dendríticas expresen el TLR5, la flagelina de las bacterias 

Gram negativas tiene una afinidad extremadamente alta por este receptor [Mizel y 

col., 2003], ingresando dentro de la célula a través de un mecanismo de 
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endocitosis dependiente de TLR5. A su vez, que la H7 sea  menos toxigénica que el 

LPS, la hace más interesante para tener en cuenta como un posible candidato 

vacunal, considerando  que una fuerte respuesta inflamatoria con la liberación de 

grandes cantidades de IL-6 y TNF-α podría tener efectos nocivos en el epitelio 

mucoso. 

El estudio de la memoria inmunológica es clave al momento de seleccionar 

antígenos vacunales, ya que una vez que los títulos de anticuerpos decaen, es 

importante contar con células que posean la capacidad de reconocer rápida y 

eficientemente a un determinado antígeno y/o inmunógeno y se diferencien a 

células efectoras, células plasmáticas secretoras de anticuerpos, nuevas células 

de memoria, etc. Es por esto que estudiamos la respuesta celular ex vivo 

incubando leucocitos obtenidos de ratones inmunizados de ganglio mediastínico 

y bazo con BMDC estimuladas o no con H7. La relevancia de este cultivo mixto es 

que únicamente los linfocitos T o B de memoria capaces de reconocer a través de 

su TCR o BCR la secuencia peptídica presentada en el MHCII de las BMDC se 

activarán, proliferarán y se diferenciarán (ensayo de proliferación específica). 

Encontramos que los linfocitos, particularmente la subpoblación CD4+, de los 

ganglios mediastínicos y del bazo de ratones inmunizados mostraron una 

proliferación específica significativa en respuesta a BMDC estimuladas con H7, 

con secreción de IFN-γ, IL-4, IL-5 e IL-17A, sugiriendo estos resultados un perfil de 

respuesta T mixto Th1/Th2/Th17, tanto en bazo como en ganglio mediastínico. 

Cabe mencionar que los ensayos de proliferación específica llevados a cabo en 

esta tesis fueron realizados 4 semanas luego de completado el esquema de 

inmunización, ya que se sabe por bibliografía que, una vez eliminado el antígeno o 

inmunógeno, la respuesta T efectora muere por apoptosis y predomina la 

respuesta T de memoria [Saeidi y col., 2018]. Que la inmunización con H7 genere 

un perfil de respuesta T mixto Th1/Th2/Th17 es interesante, ya que las citoquinas 

IL-4 e IL-5 participan en la proliferación de células B activadas y en la 

diferenciación de linfocitos B en células plasmáticas secretoras de IgA e IgG, 

además de intervenir en la producción de linfocitos B de memoria de vida media 

larga [Granato y col., 2014; Hashiguchi y col., 2020]. La IL-17A actúa sobre las 

células epiteliales de la mucosa induciendo la secreción de interleuquinas tales 
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como IL-8, IL-6 y G-CSF, las cuales reclutan principalmente a neutrófilos. 

Además, se ha reportado que estimula a los enterocitos a secretar péptidos 

antimicrobianos (como mucinas y lectinas) y factores de reparación tisular que 

promueven la recuperación del tejido dañado llevando a la homeostasis 

[McGeachy y col., 2019; Mills. 2022]. Por lo tanto, la inducción de linfocitos Th17 

luego de la inmunización con H7 contribuiría a proteger al hospedador durante la 

infección aguda con STEC O157:H7, y la generación de linfocitos Th2 a promover 

la producción de anticuerpos específicos anti-H7 de isotipo IgA e IgG en mucosa y 

en plasma. Nuestros hallazgos coinciden con reportes previos en los que se ha 

demostrado que FliC, dada su naturaleza proteica, es capaz de generar una 

respuesta inmune celular específica mediada por linfocitos T CD4+. Bobat y 

colaboradores demostraron que los linfocitos T CD4+ de ratones SM1 (que 

poseen un TCR transgénico que reconoce específicamente a péptidos de FliC) 

teñidos con CFSE al ser transferidos de manera e.v. en ratones vírgenes son 

capaces de proliferar específicamente cuando a dichos ratones se los inmuniza 

24 horas post transferencia de manera i.p. con FliC [Bobat y col., 2011]. Sin 

embargo, el perfil de respuesta T efectora que se genera en respuesta a la 

flagelina es bastante variable. Recientemente, se ha reportado que cuando la FliC 

es administrada a través de una superficie mucosa, las DC convencionales de 

tipo 2 responden con la secreción de IL-23, IL-6 y TGF-β. La liberación de IL-23 

conduce a la activación inmediata de células linfoides innatas de tipo 3 que 

secretan IL-22, una citoquina asociada al desarrollo de una respuesta celular T de 

tipo Th17 [Viyajan y col., 2018]. A su vez, otras células dendríticas con un fenotipo 

CD103+ CD11calto CD11balto en mucosa poseen la capacidad de diferenciar a 

linfocitos B vírgenes en células plasmáticas secretoras de IgA y también, junto 

con las células dendríticas con un fenotipo CD172α+ TLR5+, la capacidad de 

diferenciar linfocitos T CD4+ vírgenes hacia un perfil Th1 y Th17 en respuesta a 

FliC [Uematsu y col., 2009; Fujimoto y col., 2011; Liu y col., 2016]. Por otro lado, la 

inmunización con FliC nativa o monomérica se ha asociada a respuestas 

fundamentalmente de tipo Th2 con la presencia de anticuerpos séricos anti-FliC 

específicos predominantemente de isotipo IgG1, mientras que cuando se produce 

alguna modificación en su estructura genera respuestas más bien del tipo Th1 con 
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un cambio en el isotipo de los anticuerpos anti-FliC específicos en suero hacia un 

predominio de IgG2a [Cunningham y col., 2004; Didierlaurent y col., 2004; Ramos 

y col., 2004; Bobat y col., 2011]. Estos antecedentes permiten concluir que la 

respuesta a la flagelina genera un perfil de respuesta T mixto, y que depende tanto 

de la vía de inmunización, así como también de qué manera se administre 

(soluble, fusionada con otras proteínas, etc.). 

Para complementar el estudio de la memoria inmunológica, llevamos a 

cabo un ensayo de DTH in vivo en ratones a 2 meses luego de completado el 

esquema de inmunización. La DTH es una reacción inflamatoria local mediada 

por linfocitos T de memoria efectores CCR7+ en el lugar de inyección del antígeno 

con el cual se ha primado al sistema inmunológico [Beeton y Chandy. 2007]. 

Encontramos un aumento significativo de la hinchazón en las almohadillas 

plantares de los ratones inmunizados con H7 en comparación con los controles, 

demostrando que la inmunización desencadenó una respuesta T de memoria 

eficiente. A su vez, cabe destacar que algunos autores señalan que la respuesta 

Th1 es un sello distintivo de la DTH [Ramos y col., 2004], correlacionando la 

respuesta hallada in vivo en los ratones inmunizados con la respuesta Th1 

obtenida ex vivo en los linfocitos T de memoria de bazo y ganglio mediastínico 

incubados con BMDC estimuladas con H7.   

Una vez caracterizada la respuesta inmune humoral y celular anti-H7, el 

próximo objetivo fue desafiar con STEC O157:H7 cepa pW a los ratones 

inmunizados para evaluar si efectivamente la presencia de anticuerpos anti-H7 en 

mucosa intestinal alcanzan para prevenir la infección y/o la progresión a SUH. Los 

resultados obtenidos fueron realmente claros y definitivos, ya que los ratones 

inmunizados con H7 sobrevivieron manifestando solamente un ligero aumento en 

el porcentaje de PMN en sangre periférica y en los niveles de urea plasmática que 

retornan a niveles basales a 15 días p.i.; mientras que los ratones controles (sin 

inmunizar o inmunizados con FliC) mueren como consecuencia de la enfermedad 

renal inducida por la Stx2. Por lo tanto, podemos hipotetizar que todos los 

mecanismos inmunológicos descriptos, tanto de la inmunidad humoral como de 

la celular, participan en conferir protección específica a ratones desafiados con 

una dosis letal de STEC O157:H7 pW. En la misma línea experimental, Iannino y 
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colaboradores diseñaron una quimera antigénica formada por la combinación de 

secuencias peptídicas de proteínas relevantes en la patogénesis de STEC (EspA, 

intimina, Tir y H7) y la fusionaron a la secuencia señal que dispara la síntesis de β-

lactamasa en la cepa atenuada de Salmonella enterica serovar Typhimurium, 

utilizada como plataforma vacunal. Cuando las bacterias son expuestas a un 

agente β-lactámico, se induce la producción de esta enzima junto con la 

secreción de la quimera al espacio periplásmico bacteriano. La inmunización oral 

con esta plataforma vacunal, en un esquema de única dosis, promovió el 

desarrollo de una respuesta inmune humoral específica en mucosa, pero no a 

nivel sistémico, capaz de proteger a los ratones desafiados con 1010 UFC de STEC 

O157:H7 [Iannino y col., 2022]. Otros autores diseñaron una plataforma vacunal 

utilizando nanopartículas de ácido poli(láctico-co-glicólico) cargadas con una 

proteína quimérica formada por intimina y H7 administrada por 3 vías: oral, 

intranasal y subcutánea. Los autores observaron que la administración oral tuvo 

la mejor respuesta humoral a nivel de mucosas y en cuanto a la mortalidad, todos 

los ratones que fueron inmunizados por alguna vía mucosal (oral e intranasal) y 

desafiados con 100 dosis letales 50 sobrevivieron, mientras que todos los ratones 

controles murieron antes del día 5 p.i. [Abianeh y col., 2023]. De los reportes 

mencionados, así como también de los resultados obtenidos en esta tesis [Bernal 

y col., 2023], podemos decir que el diseño de plataformas vacunales a base de 

proteínas que son relevantes en la patogénesis bacteriana, sobre todo en el 

establecimiento de la colonización intestinal, son capaces de prevenir el 

desarrollo del SUH.  

A continuación, analizamos si los anticuerpos anti-H7 en la mucosa 

intestinal de los ratones inmunizados eran capaces de interferir con la 

colonización bacteriana, encontrando que la inmunización con H7 es capaz de 

reducir significativamente la colonización en intestino delgado, grueso y ciego de 

ratones infectados con STEC O157:H7 pW en comparación con los ratones no 

inmunizados o inmunizados con FliC. Además, los ratones no inmunizados o 

inmunizados con FliC presentaron un mayor daño en la barrera intestinal, 

evidenciado por una mayor permeabilidad a 6 días p.i. en comparación con los 

ratones inmunizados con H7. El aumento de la permeabilidad intestinal es 
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probablemente consecuencia de una mayor colonización, que produce una 

mayor inflamación y daño intestinal con una pérdida de la integridad de la función 

de barrera en los grupos controles en comparación con los ratones inmunizados 

con H7. En línea con estos resultados, ha sido reportado que la inmunización del 

ganado con H7 fue capaz de reducir la colonización de STEC O157:H7 en 

comparación con el grupo control [McNeilly y col., 2008]. En otra aproximación 

más reciente, los mismos autores desarrollaron distintas plataformas vacunales 

basadas en subunidades de proteínas y encuentran que el ganado inmunizado 

con EspA, intimina y H7, y posteriormente desafiado con 1010 UFC STEC O157:H7, 

presenta una reducción drástica de la colonización y la excreción bacteriana en 

comparación con el grupo control [McNeilly y col., 2015]. Otros autores diseñaron 

una plataforma vacunal fusionando a la intimina y a la H7. El esquema de 

inmunización mostró que esta plataforma desarrolló una respuesta inmune 

humoral específica en los ratones y que cuando éstos fueron desafiados 

oralmente con bacterias STEC O157:H7, la excreción bacteriana se redujo en 6 

órdenes de magnitud en los ratones inmunizados en comparación al grupo control 

[Samiei y col., 2023]. Estos antecedentes, junto con los resultados obtenidos en 

esta tesis, nos permiten concluir que los anticuerpos anti-H7 en mucosa 

intestinal son capaces de prevenir el desarrollo la enfermedad sistémica al 

interferir en el primer paso de la cascada patogénica del SUH, la cual es la 

colonización intestinal.  

Los ratones inmunizados con H7 y sobrevivientes al desafío infeccioso 

fueron eutanasiados al día 15 p.i., momento en el cual se les tomó una última 

muestra de sangre para determinar parámetros bioquímicos y clínicos y 

caracterizar la respuesta inmune humoral. A este tiempo, la concentración 

plasmática de urea y el porcentaje de PMN regresaron a niveles basales, 

sugiriendo que algo de Stx2 alcanzó la circulación sistémica durante el período 

agudo, pero que no fue suficiente para inducir daño irreversible o el desarrollo del 

SUH. Un hallazgo notable fue la presencia de IgG específica anti-Stx2 en plasma, 

así como también anticuerpos anti-H7 en sobrenadantes de materia fecal en los 

ratones inmunizados e infectados a los 15 días p.i. Estos resultados sugieren que 

la inmunización con H7 no impide que se monte una respuesta inmune específica 
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contra otros factores de virulencia de la STEC O157:H7, y que la infección actuó 

como un refuerzo, ya que los anticuerpos anti-H7 en materia fecal no se 

consumieron totalmente. Esta observación es muy importante, dado que en 

nuestro país hay una alta circulación de cepas patógenas de STEC y sería 

deseable que la vacunación no prevenga el desarrollo de una respuesta 

inmunológica contra otros factores de virulencia durante las subsecuentes 

infecciones gastrointestinales. 

Actualmente no existen vacunas para prevenir el SUH que puedan ser 

aplicadas en humanos. Sin embargo, se ha ensayado una vacuna polisacárida 

conjugada a base de LPS de STEC O157:H7 detoxificado [Ahmed y col., 2006]. La 

fase clínica I y II para este desarrollo se llevó a cabo en adultos y niños, y se 

encontró que esta vacuna era segura para todas las edades. Además, generó una 

respuesta inmune humoral específica a nivel sistémico y se encontró que el suero 

de las poblaciones de ambas edades vacunadas contaba con actividad 

bactericida. Sin embargo, existen ciertas limitaciones para el uso del LPS en 

vacunas. Por un lado, el LPS no logró inducir una respuesta inmune humoral 

duradera, especialmente en niños, y en dicho trabajo no se evaluó la respuesta 

humoral en mucosa intestinal, la cual es fundamental para prevenir la 

colonización [Ahmed y col., 2006]. Como ha sido mencionado anteriormente, hay 

mucho progreso en la investigación de distintas plataformas vacunales para 

prevenir el SUH.  Si bien la mayoría están enfocadas en evitar el desarrollo de la 

fase toxigénica [Mejías y col., 2013; Almasian y col., 2018; Sreerohini y col., 2019; 

Ghaffari Marandi y col., 2019], algunas investigaciones apuntan a la prevención de 

la fase infecciosa intentando bloquear el primer paso en la cascada patogénica 

del SUH [Iannino y col., 2022; Dyatlov y col., 2022; Abianeh y col., 2023]. Según 

nuestro punto de vista, y en coincidencia con otros autores, creemos que sería 

beneficioso una vacuna que apuntara a la prevención de ambas fases 

[Kordbacheh y col., 2019; Arshadi y col., 2022].  

Con los resultados obtenidos en la presente tesis y los antecedentes 

mencionados anteriormente, podemos concluir que la vacunación dirigida contra 

la fase infecciosa es suficiente para prevenir el desarrollo de las complicaciones 

sistémicas asociadas a la infección. La inmunización intranasal de ratones BALB 
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con H7 indujo exitosamente una respuesta T y B específica a nivel sistémico, así 

como también en mucosa, capaz de conferir protección contra un desafío letal 

con bacterias STEC O157:H7 y prevenir el desarrollo del SUH. Si bien la eficacia es 

la cuestión más relevante en una vacuna, la caracterización de su mecanismo de 

acción es también importante para generar conocimiento y brindar información 

que puede ser útil para el desarrollo de nuevas vacunas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



232 
 

 

 

 

 

Conclusiones 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



233 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



234 
 

 
1. Frente a la infección con la cepa STEC O157:H7, los ratones C57 resultan ser 

más susceptibles que los ratones BALB, y dicha susceptibilidad no se asocia a 

una mayor sensibilidad a la Stx2. 

2. Los ratones BALB presentan menor daño intestinal, tanto histológico como 

funcional, a pesar de tener un mismo nivel de carga bacteriana que los ratones 

C57. 

3. La infección con STEC O157:H7 estimula en la cepa BALB una rápida y 

eficiente producción de IgA local anti-H7 y anti-STEC O157:H7; y de IgG sérica 

anti-Stx2 , anti-H7 y anti-STEC O157:H7, ausente en los ratones C57 infectados. 

4. La respuesta humoral rápida y específica anti-STEC y anti-Stx2 con 

capacidad neutralizante y opsonizante es la responsable de limitar el daño 

tisular durante la infección con STEC O157:H7, preservando la integridad del 

tejido intestinal y del riñón y, en consecuencia, la vida del animal. Esta 

respuesta resultó ser un eficiente mecanismo de tolerancia. 

5. La disbiosis incrementa la susceptibilidad a las infecciones por STEC 

O157:H7, con lo cual la microbiota podría participar en la protección al 

competir con el patógeno por un mismo nicho ecológico y/o al estimular al 

sistema inmune de mucosas 

6. La inmunización con H7 desencadena una robusta respuesta humoral 

específica en plasma (IgG)  y mucosa intestinal (IgA e IgG) que se mantiene 

hasta al menos 2 meses de finalizado el plan de inmunización 

7. La H7 activa a las células dendríticas in vitro, induciendo la expresión de 

moléculas coestimuladoras en su superficie y la liberación de citoquinas 

proinflamatorias. 

8. La H7 genera una respuesta T de memoria específica, con un perfil mixto 

Th1/Th2/Th17, que se mantiene hasta al menos 2 meses de finalizado el plan de 

inmunización (determinada in vivo mediante DTH). 

9. El esquema de inmunización intranasal con H7 logra evitar el desarrollo del 

SUH luego de la infección cepas STEC O157:H7. 

10. Los mecanismos inmunológicos descriptos, fundamentalmente la 

producción de anticuerpos específicos anti-H7 y la respuesta Th17 en mucosa 
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podrían participar en la protección de los ratones inmunizados frente a la 

infección con una dosis letal de STEC O157:H7 

11. La presencia de anticuerpos anti-STEC O157:H7 y anti-H7 interfieren con la 

motilidad bacteriana (determinado in vitro) y con la colonización intestinal 

(determinada in vivo en los ratones inmunizados), respectivamente.  

12. La inmunización con H7 no impide que, luego de la infección con cepas 

STEC O157:H7, se genere una respuesta inmune humoral contra otros factores 

de virulencia del patógeno. 

 

Como conclusión general, la respuesta inmune humoral específica anti-

STEC O157:H7 y/o anti-H7 con capacidad neutralizante y opsonizante en la 

mucosa intestinal es central para el control y la resolución de la infección. Estos 

resultados alientan a que se considere la incorporación de H7 como componente 

de una formulación vacunal que podría mitigar las infecciones con STEC, pero 

fundamentalmente prevenir el desarrollo del SUH, y contribuir a disminuir las 

altas tasas de este síndrome en la población pediátrica de nuestro país. 
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