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RESUMEN

La microbiota intestinal es un complejo ecosistema constituido por bacterias, archeas,
hongos, bacteri6fagos, virus eucariotes, los cuales mantienen una estrecha relacién
mutualista con el hospedero, sin embargo, poco se sabe de las interacciones entre
las bacterias con el resto de componentes de la microbiota y su implicacion en la
salud, en este sentido, existen evidencias de que las bacterias de la microbiota
intestinal participan en el establecimiento y desarrollo de ciertas enfermedades
virales, como las causadas por norovirus, poliovirus 0 reovirus por mencionar
algunos, pero para rotavirus la evidencia aun es limitada. Por esta razon, en el
presente trabajo, se determiné el efecto de la modificacion de la microbiota intestinal
en el desarrollo de la infeccion por rotavirus, asi como la respuesta protectora
inducida por la vacuna oral monovalente comercial atenuada contra rotavirus. Para
ello, se modificé la microbiota intestinal de ratones de la cepa BALB/c mediante el
uso de antibiéticos orales o intraperitoneales de amplio espectro, antes y después del
reto con el rotavirus murino EDIM. Se analiz6 el desarrollo de la infeccion, asi como
la produccién de anticuerpos intestinales y séricos durante y posterior a la infeccion;
Asi mismo, se evalud la proteccion inducida por la vacuna oral monovalente ante la
infeccion. Previo a la administracién de la vacuna, se administraron antibiéticos
intraperitoneales con la finalidad de modificar la microbiota. Bajo estas condiciones,
se encontré una disminucion en la replicacion del virus durante la infeccion viral y una

disminucion significativa en la respuesta protectora inducida por la vacuna oral.
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ABSTRACT

The intestinal microbiota is a complex ecosystem constituted by bacteria, archeas,
fungi, bacteriophages, eukaryotic viruses, which maintain a close mutualistic
relationship with the host, however, little is known about the interactions between the
bacteria with the rest of the components of the microbiota and its implication in
health, in this sense, there is evidence that the bacteria of the gut microbiota
participate in the establishment and development of certain viral diseases, such as
those caused by norovirus, poliovirus or reovirus to mention a few, but for rotavirus
the evidence is still limited. For this reason, in the present work, the effect of the
modification of the intestinal microbiota on the development of rotavirus infection
was determinate, as well as the protective response induced by the commercial
monovalent oral vaccine attenuated against rotavirus. For this, the intestinal
microbiota of mice of the BALB / ¢ strain was modified through the use of oral or
intraperitoneal broad — spectrum antibiotics, before and after the challenge with the
EDIM murine rotavirus. The development of the infection was analyzed, as well as
the production of intestinal and serum antibodies during and after the infection;
Likewise, the protection induced by the monovalent oral vaccine against infection
was evaluated. Prior to the administration of the vaccine, intraperitoneal antibiotics
were administrated in order to modify the microbiota. Under these conditions a
decrease in virus replication was found during viral infection and a significant

decrease in the protective response induced by the oral vaccine.
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1. INTRODUCCION

La microbiota intestinal es el conjunto de microorganismos que habitan dentro del
lumen y en estrecha interaccion con las micro vellosidades intestinales formado
principalmente por bacterias, archeas, hongos y virus, generando una compleja red
de interacciones que mantienen un delicado equilibrio entre las distintas
poblaciones denominado como eubiosis (1). Estos microorganismos establecen una
asociacion comensal con el hospedero, y actualmente se sabe que influyen en
diversos procesos metabdlicos, endocrinos e inmunoldgicos, por lo que ahora es

propuesto como un érgano adicional (2).

Las poblaciones bacterianas que habitan en el intestino humano se han dividido en
4 filotipos: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria y Proteobacteria, de los cuales
los dos primeros son los mas abundantes (3). Estas poblaciones colonizan a manera
de gradiente distintos sitios anatdmicos, la colonizacion depende de la porcion del
intestino, de las caracteristicas del epitelio intestinal, las secreciones del mismo, los
nutrimentos disponibles, ademas de factores intrinsecos como la concentracion de
oxigeno, la cantidad de moco y la presencia de péptidos antimicrobianos o de IgA

ambos producidos por el sistema inmune del hospedero (4,5).



La colonizacion por parte de las bacterias para formar la microbiota intestinal inicia
al momento del nacimiento (6). Es adquirida de la madre, e incluso recientes
investigaciones sugieren que durante la vida intrauterina hay presencia de

antigenos bacterianos en la placenta y el liquido amnidtico (7).

El momento del alumbramiento es un episodio clave en la colonizacion del
hospedero por las poblaciones bacterianas, ya que dependiendo de la via de
nacimiento, por canal vaginal o por cesarea, el tipo y la diversidad bacteriana del
individuo son diferentes (8); sin restar importancia a la lactancia que por medio de
sus componentes ayuda de manera importante a la conformacién de la microbiota
intestinal (9). Esta suma de factores tiene un papel determinante en la salud del
hospedero, ya que si el equilibrio entre los organismos que componen la microbiota
llega a verse perturbado el estado de salud del mismo suele quebrantarse, alterando

procesos inmunes, causando inflamacion o alteraciones metabdlicas (2).

La microbiota en equilibrio es necesaria para mantener un estado 6ptimo de salud.
Esto se ha demostrado en animales libres de gérmenes (germ-free), los cuales
tienen un sistema inmune atrofiado que no responde de manera adecuada ante los
estimulos del medio. Lo cual, se infiere, esta relacionado con las condiciones de
nacimiento y el ambiente estéril en el que se desarrollan desde el momento de su
concepcion hasta la vida adulta. Estos animales son considerados como estériles
pues no poseen microbiota en ningun sitio anatémico y no son expuestos a ningudn

componente microbiano (10).



La microbiota es diferente de individuo a individuo y puede ser modificada por
distintos factores: la dieta, la genética del hospedero, el uso de antibidticos, el

consumo de agua clorada, entre otros (11).

Se ha demostrado que la disbiosis (desequilibrio entre las poblaciones), promueve
estados de salud alterados que inducen inflamacion crénica, debido a un aumento
en la permeabilidad intestinal que permite el paso de componentes bacterianos que
activan al sistema inmune a través de los receptores PPR (pathogen pattern

recognition receptor), entre ellos los receptores Toll-like (TLR) (12) .

Los ligandos de los receptores TLR son principalmente componentes presentes en
patdogenos como el LPS y el RNA de doble cadena de algunos virus, que al
interactuar con su TLR activan diferentes vias de sefializacion, que a su vez, activan
a diferentes factores de transcripcion como en NF-kB provocando la produccién de
citocinas pro inflamatorias como el TNF-a y la IL-6, lo cual se ha relacionado con el
aumento en la resistencia a la insulina, desregulacion hormonal, susceptibilidad a
infecciones entre otros (12), sin embargo, esto se da solo cuando hay un

desequilibrio en este delicado ecosistema (figura 1).
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Figura 1. Factores que modifican la microbiota intestinal. La alteracion de la microbiota intestinal puede
ocasionarse por diversos factores ambientales como la dieta o el uso de antibiéticos, lo cual ocasiona un
desequilibrio entre poblaciones o Disbiosis. La Disbiosis es causa de funciones metabdlicas o inmunolégicas
alteradas que repercuten en la salud del hospedero (13) .

La presencia de la microbiota intestinal es per se, un reto para el sistema
inmunolégico ya que debe mantener un crecimiento controlado de sus poblaciones
teniendo una funcion de barrera que dificulta el establecimiento de patégenos que
pueden infectar a las células intestinales provocando multiples patologias (2).

Por su naturaleza anatdmica y funcional, el intestino es el 6rgano de mayor contacto
con microorganismos siendo el principal portal de entrada para patégenos entre los

cuales encontramos a distintas familias de virus, los cuales pueden causar

enfermedades diarreicas o sistémicas que pueden llegar a poner el riesgo la vida

7).



El intestino es, por tanto, un sitio estratégico para el sistema inmune, ya que tiene
que responder a los patdgenos y al mismo tiempo mantener un estado tolerogénico
debido a la gran cantidad de antigenos a la que se ve expuesto, tanto alimenticios

como de origen microbiano.

En lo que al aspecto metabdlico se refiere las bacterias del intestino ayudan a la
digestién y metabolismo de diversos nutrimentos, asi como a la sintesis de otros.

La fibra contenida en alimentos como granos, leguminosas y verduras es
fermentada en la superficie intestinal, aportando beneficios al hospedero y a las

bacterias (14).

Uno de los aspectos que cabria resaltar en las multiples aportaciones de la
microbiota al metabolismo es la produccion de vitamina K , la cual es una vitamina
liposoluble que participa activamente en los procesos de coagulacién asi como en
la formacion de eritrocitos, su biodisponibilidad en alimentos es minima, lo cual
dificulta cubrir los requerimientos diarios por medio de la dieta, pero se ve
compensado por la produccién en el epitelio intestinal por bacterias como E. coli

(15).



2. ANTECEDENTES

La microbiota intestinal participa de manera importante en diversos procesos
fisiolégicos como la modulacién de la respuesta inmune, la digestion y metabolismos
de macro o micronutrientes, entre otros. Hasta la fecha se han identificado poco
mas de 1500 especies bacterianas residiendo en el lumen intestinal, dichas
comunidades varian en cantidad y especie dependiendo de la zona del intestino, ya
gue las condiciones ambientales dadas por la mucosa intestinal ya se pH, moco o
concentracion de oxigeno son factores determinantes para la supervivencia de
ciertas especies, de tal manera que entre mas cerca estén del colén trasverso
menor sera la concentracién de oxigeno y por tanto existirh un mayor niamero de

bacterias anaerobias (16).

En el caso de enfermedades virales entéricas, se ha observado que la
administracion de antibiéticos parece tener un efecto benéfico, tal es el caso de la
Rifaximina y la Nifuroxazida, antibiéticos luminales de muy baja absorcion, que
cuando son administrados en pacientes con diarreas de etiologia desconocida
mejoran notablemente. Al evaluarse la administracion de estos antibidticos en
gastroenteritis virales se observa un acortamiento en los dias de diarrea, por lo que
la recuperaciéon es mas rapida. Estos antibiéticos no poseen una actividad antiviral
demostrada, pero se sabe que eliminan poblaciones bacterianas que posiblemente
sirvan a los virus para poder infectar de manera mas eficiente. Se sabe que algunos

virus que inician su ciclo infectivo en el intestino utilizan elementos de las bacterias



como el lipopolisacarido (LPS) a su favor, facilitando su estabilidad y entrada a la

célula blanco (17).

Se ha reportado que alterar las poblaciones bacterianas al eliminar ciertas especies
del intestino mediante el tratamiento previo con antibiéticos, influye directamente en
la duracion de la infeccion por rotavirus tanto en humanos como en raton, en donde
se observo que la excrecién del virus en heces se ve disminuida en presencia de
los antibidticos Neomicina y Amplicilina administrados via oral, en comparacién al
grupo control y la produccion de IgA e IgG parece aumentarse (12). Este fenbmeno
también es observado en ratones libres de gérmenes, lo que sugiere que rotavirus
interactta con la microbiota para llevar a cabo una infeccion exitosa, y que ésta es

importante en la produccion de anticuerpos especificos.

El estudio realizado por Harris et al en 2018, por ejemplo, mostré6 que la
administracion de antibiéticos de amplio espectro por un periodo de 7 dias antes de
la vacunacion contra rotavirus en un grupo de 21 adultos voluntarios modificd
sustancialmente las poblaciones bacterianas, disminuyendo la cantidad de
Firmicutes y Bacteroidetes presentes en el lumen y aumentando la cantidad de
Proteobacterias, hecho que alter6 la respuesta inmune incrementando

significativamente la producciéon de anticuerpos especificos (18).



Si bien las interacciones bacteria-virus parecen ser una estrategia evolutiva de los
virus para optimizar la infeccion, estas interacciones también son necesarias para
la induccion de proteccion de las vacunas atenuadas orales. Tal es el caso de la
vacuna contra rotavirus y la vacuna contra la polio, ambas utilizan virus vivos
atenuados, los cuales generan un ciclo de infeccion el cual no suele ser sintoméatico
pero si suficiente para montar una respuesta inmune efectiva, y una memoria

inmunoldgica a largo plazo.

En la actualidad, el modelo murino de rotavirus permite visualizar en condiciones
controladas y en un periodo de tiempo corto los efectos de la infeccion, permitiendo
evaluar y disectar el sistema en todos los componentes que acompafnan a la
infeccion, y el analisis de la respuesta inmune contra el virus y los mecanismos de
limpieza del mismo. Ademas, nos permite analizar de manera histolégica muy
detallada la mucosa intestinal y los érganos asociados al intestino durante el
tratamiento con antibioticos y durante la infeccion. Asi mismo, es posible el andlisis
de los componentes de la microbiota que pueden ser participes en el

establecimiento del virus y su replicacion.



2.1 Microbiota y su asociaciéon con infecciones virales

Los virus entéricos encuentran un sin numero de entornos a su paso por el tracto
gastrointestinal hasta llegar a su sitio blanco. La interaccion de estos con la
microbiota del huésped puede afectar el resultado de la infeccién, pudiendo
favorecerse su entrada y replicacion, o bien afectando lo anterior debido a la
ausencia de poblaciones bacterianas. Los efectos de las bacterias sobre la biologia
del virus son diversos, pudiendo afectar también las respuestas inmunitarias innatas
y adaptativas para la infeccién, incluidas la produccién de anticuerpos e interferon.
Los mecanismos de interaccion virus — bacteria han sido poco estudiados, pero
recientemente se ha reportado que algunos virus parecen verse beneficiados con la
presencia de poblaciones bacterianas. A través de la participacion de las bacterias
de la microbiota y componentes bacterianos, los virus han desarrollado una variedad
de estrategias para alterar el resultado de la infeccién, favoreciendo la generacion

de nueva progenie viral (17).

Varios virus entéricos que se benefician de las poblaciones bacterianas se unen a
polisacaridos de la superficie bacteriana que les ayudan a tener una mejor
infectividad, o bien en el caso de las bacterias gram negativas. Todas estas
acciones culminan en una tolerancia del huésped al virus, replicacion viral y

transmision (17).



Poliovirus es un virus entérico cuya infectividad se ve afectada en ausencia de
bacterias de la microbiota, la adicion de LPS en cultivo celular mostro estabilizar la
capside resultando en una mayor union a las células huésped aun cuando la
temperatura se aumento6 hasta los 49°, mientras que la estabilidad de su capside
disminuyo, desnaturalizandose cuando la temperatura aumentaba por encima de
los 46°C liberando el ARN contenido en su interior. En el caso de Norovirus utiliza
los antigenos de grupo histo-sanguineo producidos por las bacterias entéricas para
unirse e infectar productivamente a las células B, el tratamiento antibidtico con
ampicilina y vancomicina a ratones antes del reto con norovirus disminuye la
infectividad, aunque el mecanismo de interaccién no es del todo claro, se sugiere
que los glicanos producidos por bacterias entéricas son necesarios para una
infeccion eficaz. La infeccion por el virus de tumor mamario de ratén se da durante
la etapa de lactancia por parte de ratonas infectadas a sus crias, por lo que el
intestino tiene un papel clave en el establecimiento, persistencia y transmision del
mismo, pues ahi infecta a las células dendriticas que funcionan como reservorio del
virus hasta la propagacion del mismo a las células epiteliales mamarias, los
lipopolisacaridos de las bacterias en la envoltura del tumor mamario de ratén
promueven un ambiente tolerogénico que permite el establecimiento y la
persistencia viral, pues es utilizado como una capa protectora para evadir la
respuesta inmune. En el caso de Reovirus este se une a las bacterias Gram
negativas y Gram positivas a través de los componentes de la envoltura bacteriana
como LPS y péptido glicano para mejorar la termoestabilidad del viriobn, cuando

reovirus fue incubado en cultivo celular en ausencia de estos elementos de la
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microbiota los viriones disminuyeron su capacidad de unirse a las células blanco.

(Figura 2) (17,19).

A. EILPS estabiliza a poliovirus y aumenta B. EI AGHS actiia como co-factor C. EI LPS asociado al VTMR influye en la D. Las bacterias y los componentes en sus
1a union al receptor para la infeccion por norovirus persistencia viral envolturas estabilizan a reovirus

Figura 2. Interacciones entre bacterias y virus. Los virus entéricos interactian con las bacterias de la
microbiota intestinal para facilitar la infeccion. A) Poliovirus utiliza el LPS (lipopolisacérido) para aumentar su
termo estabilidad mejorando la union a su receptor. B) Las bacterias que expresan el antigeno del grupo
histosanguineo (AGHS) facilitan la infeccion de células B por Norovirus humano. C) El virus de tumor mamario
en ratas al unirse al LPS bacteriano resulta en la produccion de IL-10 que permite la infeccidn viral persistente.
D) Reovirus en presencia de LPS o PG ( peptidoglicano ) mejora la termo estabilidad del virion aumentando la
posibilidad de infectar a las células blanco (17).

Los virus de camino hacia su nicho por el tracto gastrointestinal se encuentran
diversos ambientes con pH, enzimas y poblaciones bacterianas caracteristicas, Si
bien solo 100 particulas virales son suficientes para montar una infeccion las
bacterias de la microbiota podrian ser un vehiculo que permita una rapida

introduccioén a la célula o un bloqueo hacia ella (19).
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Los virus entéricos tienen relaciones funcionales con el resto de los constituyentes
de la microbiota intestinal, los datos emergentes indican que estos virus pueden
regular y ser regulados por estos otros componentes a través de una serie de
procesos llamados “interacciones transkingdom” (19). Estas interacciones con otros
microorganismos y con el sistema inmune son ahora reconocidas como un aspecto

importante de la infectividad y la replicacion.

Para evaluar estas interacciones Transkingdom (virus - microbiota) se han usado
modelos murinos , en los cuales, mediante el uso de animales libres de gérmenes
o de tratamientos antibiéticos para el agotamiento de bacterias intestinales se ha
aportado evidencia convincente de como esto influye en el establecimiento y

desarrollo de la infeccién viral (19).

Este complejo sistema de interacciones entre los virus, bacterias, el huésped y el
medio ambiente podrian estar determinando la eficacia de la replicacion viral, el

desarrollo de la enfermedad y la transmision.

La comprension de la interaccion entre virus y el resto de los elementos de la
microbiota podria permitir no solo entender los mecanismos de evasion de la
respuesta inmune o del establecimiento de la infeccidn, si no también el desarrollo

de terapias para su tratamiento.
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2.2 Rotavirus

2.2.1 Epidemiologia de rotavirus

Las infecciones virales gastrointestinales son uno de los mayores retos en salud
publica, debido a su alta morbilidad y mortalidad en la poblacion mundial, segun la
OMS las enfermedades diarreicas son la segunda mayor causa de muerte en nifios
menores de 5 afios, mismas que provocan el deceso de 525,000 de un total de

1700 millones de nifios que enferman cada afio (20).

Asi mismo se estima que 215,000 nifios infectados con rotavirus murieron en 2013,
cifra que representa el 37% de las muertes por diarrea en el mundo, de estos
fallecimientos el 92% ocurrieron en paises de ingresos bajos y bajos medianos (21).
Con base en datos de la Encuesta de Salud y Nutricién 2012 del INSP en México
existe una prevalencia de enfermedades diarreicas agudas del 11% en ese mismo

grupo de edad (22).

En paises de bajo desarrollo, los nifios menores de 5 afios sufren en promedio 3
episodios diarreicos al afio, en los cuales debido a la mala absorcién consecuencia
de la enfermedad diarreica ven disminuido su aporte nutrimental, que aunado a la

baja disponibilidad de alimentos y agua potable, deriva en una desnutricion que a
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su vez los hace mas propensos a padecer constantemente enfermedades

gastrointestinales (23).

Rotavirus es la causa mas comun de enfermedad diarreica, y responsable del 5%
de muerte infantil en todo el mundo, esto debido entre otros factores a la falta de
vacunacion por servicios de salud deficientes o inaccesibles, condiciones insalubres
o poca disponibilidad de agua potable (24). Como se mencion6 anteriormente, este
virus infecta las células epiteliales de las vellosidades del intestino delgado,
utilizando la maquinaria de dichas células para lograr su replicacion y posterior
infeccion de células adyacentes, provocando lisis celular, atrofiando con esto las
vellosidades intestinales, Lo anterior se traduce en una deficiente o nula absorcion
de nutrimentos, asi como una pérdida de agua y electrolitos en las heces liquidas,

vomitos, respiracion y sudor (25,26).

Siendo la deshidratacion la causa de muerte infantil en gastroenteritis agudas, la
rehidratacion oral e intravenosa sigue siendo el principal tratamiento para mantener

el balance electrolitico en pacientes con enfermedad diarreica por rotavirus (27).

Ademas de lo antes mencionado, se ha encontrado que derivado de la malabsorcion
de nutrimentos a nivel intestinal se estima que las infecciones entéricas con diarrea
representan el 25 % de los casos de retraso de crecimiento en nifios y la exposicion
constante a estos episodios diarreicos pueden representar hasta el 43 % de los

casos de retraso del crecimiento, la asociacion causal entre la malnutricion y las

14



enfermedades infecciosas es conocida desde hace mucho tiempo, los nifios
desnutridos tienen un aumento en los episodios de diarrea los cuales puede

provocar una pérdida de energia exacerbada, deshidratacion y la muerte (28).

2.2.2 Estructura

Rotavirus pertenece a la familia Reoviridae, es un virus icosaédrico que carece de
membrana lipidica, consta de tres capas proteicas concéntricas que rodean al
genoma de 11 segmentos de RNA de doble cadena, los cuales codifican para 6
proteinas no estructurales (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 y NSP6) y 6
estructurales (VP4, VP7, VP6, VP2, VP3 y VP1). Las proteinas no estructurales
estan implicadas tanto en la replicacion como en la morfogénesis del virus dentro
de las células infectadas y las proteinas estructurales en la conformacién de la
capside del virus asi como de la evasion de la respuesta inmune (figura 3) (29).

La capa externa del virus esta compuesta por 780 moléculas de la proteina VP7, de
la que sobresalen 60 espiculas formadas por dimeros de la proteina VP4 cuya base
interacciona con la capa intermedia constituida por 260 unidades de la proteina VP6,
la cual se considera la mas abundante e inmunogénica y rodea a la capa interna.
La capa interna esta conformada por la proteina VP2 la cual contiene a las proteinas

VP3y VP1, asi como a los 11 segmentos de RNAdc (30).
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Figura 3. Diagrama de la estructura de rotavirus. Las proteinas VP4, VP7 en la capa externa, seguidas de
la proteina VP6 que es considerada la capa intermedia y que a su vez esta unida a VP2 siendo la capa interna
donde se engloban los 11 segmentos de RNA de doble cadena que codifican para las proteinas estructurales
(VP) y las no estructurales (NSP) (31).

2.2.3 Ciclo de Replicacién

Rotavirus infecta a los enterocitos maduros que se encuentran en las puntas de las
microvellosidades del intestino delgado, en cuyo interior se lleva a cabo el ciclo de
replicacion del virus que termina con la lisis de dichas células provocando diarrea

aguda y por consiguiente deshidratacion debido a la malabsorcion (figura 4) (30) .
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Para rotavirus se han descrito varios mecanismos de entrada a la célula, como son
la interaccion con proteinas de choque térmico Hsc70 y la endocitosis dependiente

o independiente de clatrina (32).

Una vez que el dominio VP8 de la proteina VP4 se une al receptor rotavirus se
interna en la célula, donde los bajos niveles de calcio en el endosoma provocan que
pierda la capa externa de la capside conformada por las proteinas VP7 y VP4,

guedando una particula de doble capa que es transcripcionalmente activa (20).

En el citoplasma la proteina VP1 funge como polimerasa viral, dando paso a la
sintesis de ARN mensajeros que al ser traducidos daran origen a las proteinas
estructurales y a nuevos templados de ARNdc de la progenie viral, estas nuevas
cadenas junto a las proteinas NSP2 y NSP5 forman nuevas particulas de doble
capa (DLPs) formadas por VP2 y VP6. Las DLPs interaccionan a través de NSP4
con la membrana de reticulo endoplasmico, donde se adicionan VP4 y VP7
constituyendo particulas maduras de triple capa que estan listas para salir por medio

de lisis celular, infectando a su salida a los enterocitos adyacentes (20,24).
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Figura 4. Ciclo de replicacion de Rotavirus. El virus se s internaliza por vias endociticas en la célula al unirse
a su receptor en la membrana por medio de la proteina VP4, los niveles bajos de calcio en el endosoma eliminan
la capa externa pierde su recubrimiento y se convierte en el citoplasma en una particula de doble capa que es
transcripcionalmente activa (DLP), el ARN replicado se empaqueta en nuevos DLPs al interior de viroplasmas
de donde pasan al reticulo endoplasmico rugoso, sitio donde adquieren a las proteinas de la capside externa,
una vez maduras estaran listas para su salida de la célula mediante lisis (33) .

Rotavirus infecta a crias de aves y mamiferos como ratones, cerdos, humanos y
bovinos entre otros, algunos de estos son utilizados como modelos para el estudio

de la infeccion y el desarrollo de vacunas (34).
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2.2.4 Respuestainmune en la infeccion por rotavirus.

Una vez que el enterocito es infectado por rotavirus, la célula infectada monta una
respuesta innata celular mediante la produccion de IFN tipo I. Esta sefial es captada
por las células del sistema inmune cercanas al sitio de infeccion, entre ellas las
como son macrofagos y células dendriticas, las cuales tienen contacto con el
antigenoy lo transportan a las Placas de Peyer donde son presentados a las células
T virgenes mismas que al ser activadas inician la expansion clonal de linfocitos B
especificos y de linfocitos T CD8 y CD4, que viajan al ganglio linfatico mesentérico
y posteriormente a través del torrente sanguineo llegan al sitio de infeccion para
neutralizar la infeccion (figura 5). Una vez diferenciados, los linfocitos B bajo la
estimulacién de citocinas como la IL-6 e IL-4 inician la produccién de anticuerpos
especificos contra rotavirus (35).

Se ha descrito que las células Th de memoria especificas para VP6, pueden
potenciar la proteccién de anticuerpos neutralizantes con especificidad para las

proteinas de la capa externa de rotavirus por parte de las células B (36).
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Figura 5. Infeccidén por Rotavirus y respuesta inmune. 1) Rotavirus infecta a los enterocitos maduros en las
puntas de las microvellosidades intestinales. 2) Las IgA actian como medio de neutralizacion directa siendo la
primera linea de defensa a la infeccion primaria. 3) CPA por accion de IFNI presentan al antigeno a las células
Ty B iniciando la expansidn clonal 4) La perdida de la capa exterior inicia la transcripcion de segmentos de RNA
que se acumulan en citosol que por accion e las proteinas NSP2 y NSP5 son internalizados en un cuerpo de
inclusién o viroplasma. 6) posteriormente se adquiere la capa intermedia y finalmente en el reticulo
endoplasmico son agregadas las proteinas VP7 y VP4 de la capa externa. 7) Rotavirus Incrementa los niveles
de calcio, provocando la salida de agua y cloruro de la célula, La particula tricapa sale de la célula causando
lisis de los enterocitos provocando malabsorcion intestinal y por tanto diarrea aguda. Tomado de:
https://vanguardia.com.mx/articulo/investigacion-mexicana-avanza-en-el-entendimiento-de-la-naturaleza-del-
rotavirus

Durante la infeccién por rotavirus la produccién de anticuerpos IgA intestinales
antigeno especificas ayudan a la erradicacion de la infeccion, dichos anticuerpos se
producen de manera exponencial durante la infeccién siendo detectables desde el
dia 5 0 6 y alcanzando un pico maximo en los dias 7 y 8 cuando el virus es ya
indetectable gracias a esta respuesta inmune, estos anticuerpos intestinales tienen
un papel importante en la resolucion de la infeccion y en la proteccion a futuras

reinfecciones con el mismo serotipo (37).
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2.2.5 Vacunas contra Rotavirus

Las vacunas como medio de prevencion de enfermedades han sido una herramienta
atil para disminuir la morbilidad y mortalidad en poblaciones de riesgo. Y han
permitido erradicar enfermedades que antes de su desarrollo acababan con miles

de vidas o dejaban secuelas de por vida (38).

Rotavirus fue una de las principales causas de gastroenteritis aguda asi como de
muerte infantil, situacion que cambié con la creacion de vacunas contra este virus,
pues disminuy6 la mortalidad y morbilidad en nifios menores de 5 afios, sobre todo
en paises de tercer mundo donde el acceso a servicios de salud es limitado (39).
En los paises donde se introdujo la vacunacion oral contra rotavirus se logré en los
primeros 10 afios una reduccion del 67% de las hospitalizaciones en menores de 5
afos asociadas a diarreas por este virus, mientras que las muertes redujeron en un

42% en el mismo periodo de tiempo (30).

Rotarix de GlaxoSmithKline desarrollada a partir de rotavirus humano y Rotateq de
Merck derivada de rotavirus recombinantes humano/ bovino son las dos vacunas
orales antirrotaviricas mas utilizadas en los esquemas de vacunacién alrededor del
mundo debido a su seguridad y a la protecciéon que confieren (40). Rotarix se
administra en 2 dosis, mientras que el esquema de Rotateq consta de 3 dosis,
ambas se administran antes de cumplir los 8 meses de vida y presentan pocos

efectos secundarios como dolor abdominal, diarrea o vomito leves (41).
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Rotarix por su parte es una vacuna oral de virus vivo atenuado desarrollada por el
Dr. Richard Ward compuesta por la cepa G1P RI1X4414 de rotavirus, la inmunizacion
consiste en dos dosis entre las 6 y las 24 semanas de edad. Brinda proteccion contra
multiples serotipos de rotavirus disminuyendo asi la morbilidad y la mortalidad

asociadas a este virus (42) .

Si bien se ha demostrado que la microbiota intestinal puede modificar los resultados

de la inmunizacion de ciertas vacunas (43), para rotavirus la evidencia es limitada.

2.2.6 Modelo murino de la infeccion por rotavirus

El modelo murino de la infeccidén por Rotavirus fue desarrollado por el Dr. Richard
Ward en 1990. Gracias a este modelo puede estudiarse el curso de la infeccion
natural en condiciones controladas en un tiempo relativamente corto, y determinar
la produccion de anticuerpos, la excrecion de antigeno viral en las heces de los
ratones infectados, evaluar memoria inmunolégica, siendo un modelo predictivo de
lo que pudiese estar ocurriendo en una infeccion en humanos (44).

Sin embargo, el uso de ratones adultos es mucho méas conveniente pues mientras
los neonatos presentan diarrea los adultos cursan la infeccion de forma
asintomatica, pero en ambos es posible evaluar los elementos de la respuesta
inmune que participan en la eliminacién del virus, asi como los demas factores que
favorecen a la infeccidén, antes, durante y posterior a la infeccion, convirtiéndolo en

un modelo predictivo de lo que ocurre en una infeccién en humanos (37).
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2.3 Participacion de la microbiota en la modulacion de la respuesta

inmune y la produccion de anticuerpos.

El epitelio intestinal, esta conformado por una capa de células unicas que compone
la barrera entre el ambiente estéril del hospedero y el lumen intestinal rico en
bacterias. En el intestino existen células especializadas en la produccién de moco,
el cual es importante para mantener la integridad de la monocapa, ademas de ser
una barrera para impedir el contacto directo de las bacterias con las células
epiteliales, pero manteniendo una estrecha comunicacion entre ambos ambientes.
Los enterocitos mantienen la homeostasis de la mucosa intestinal mediante la
expresion receptores de reconocimiento de patrones moleculares (PRR’s) que
activan a la respuesta inmune innata, ademas de secretar péptidos antimicrobianos

que permiten modular a la microbiota (45).

El tracto gastrointestinal es el sitio primario de interaccion entre el sistema inmune
y los microorganismos. Algunas asociaciones huésped - bacterias han creado un
ambiente mutualista con beneficios para ambas partes, entre los cuales pareciera
gue algunas funciones del sistema inmune dependieran de estas interacciones (46).
Si bien se sabe que el sistema inmune tiene como funcion proteger de patdgenos
microbianos éste coexiste pacificamente con la compleja microbiota, la cual incluye

bacterias y virus potencialmente patdgenos, sin embargo, bajo condiciones de
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eubiosis, estos microorganismos participan en diversas funciones metabdlicas e

inmunologicas necesarias para el bienestar de nuestro organismo.

El mantenimiento de la respuesta inmune intestinal, y en general en las mucosas,
es un proceso complejo y coordinado de respuestas tanto innatas como
adaptativas, la falta de regulacion en estas puede llevar al desarrollo de patologias
como alergias, enfermedades autoinmunes, enfermedades inflamatorias
intestinales entre otras, por lo tanto la microbiota es un componente esencial para
mantener en 6ptimas condiciones de respuesta al sistema inmune, ya que las
bacterias comensales capacitan o entrenan a las células epiteliales y a las del
sistema inmune a responder a desafios infecciosos, esto es posible gracias a que
las bacterias de la microbiota interactian con las células epiteliales y las del sistema
inmune a través de ligandos que son reconocidos por los PRR’s, lo que les permiten

responder rdpidamente ante los encuentros con organismos patdgenos(47,48).

Es por ello que resulta de gran importancia mantener a la microbiota intestinal en
un estado de eubiosis que permita al sistema inmune responder de manera correcta
a los estimulos tanto de patégenos como de bacterias comensales, lo cual ayuda

a su vez a conservar la salud del hospedero (45).
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2.4 Uso de antibiéticos durante infecciones virales.

En la actualidad existen varios estudios que afirman que el uso de antibioticos
influye sobre la duracion y la severidad de las infecciones virales. En el 2014,
Uchiyama et al. (12), realizaron un estudio en donde ratones neonatos libres de
gérmenes o tratados con neomicina y ampicilina por via oral, fueron més resistentes
a la infeccion por rotavirus, demostrando que las bacterias comensales influyen
sobre la infeccidn viral, actuando principalmente en la entrada del virus y no en su
replicacion .En este mismo estudio, los ratones tratados con antibiéticos mostraron
un incremento significativo en la produccion de IgA’s intestinales especificas contra
rotavirus infiriendo que algunas poblaciones bacterianas modulan la respuesta
inmune intestinal y que su eliminacion favorece una mejor respuesta inmune
especifica. Sin embargo, en la actualidad no existen mas estudios que corroboren
o refuten la interaccion existente entre las bacterias comensales y la infeccién por

rotavirus.

El efecto de los antibidticos disminuye la riqueza taxonémica de la comunidad
microbiana del intestino, pero esta parece restablecerse al finalizar el tratamiento
farmacolégico, regresando a un estado eubidtico después de cierto tiempo (49). El
tratamiento con antimicrobianos es una intervencion importante en el control de

infecciones gastrointestinales de origen bacteriano, ya que al administrarse reducen
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la duracién e intensidad de los sintomas, ademas de prevenir complicaciones y lo

mas importante disminuyen la transmisibilidad (50).

A continuacion, se describen algunos de los antibioticos utilizados en diarreas

agudas de etiologia bacteriana y/o viral:

2.4.1 Nitazoxanida

La Nitazoxanida es un agente antimicrobiano tiazélico de amplio espectro con
efectos sobre bacterias anaerobias, protozoos y virus. Actda sobre los organismos
anaerobicos interfiriendo con el metabolismo de energia de los mismos, mientras
que su mecanismo de accién con los virus se dirige a las vias celulares implicadas

en la sintesis de proteinas virales (51).

Una parte de la Nitazoxanida pasa a circulacion y la otra permanece en el intestino
donde realiza su accién antimicrobiana intraluminal. Debido a que no inhibe las
enzimas del citocromo P450 no tiene interacciones con otros medicamentos. Su
metabolito activo, la tizoxanida, alcanza la concentracién plasmatica maxima a 3
horas de su administracion, para finalmente ser excretada en la bilis por medio de

las heces y también por orina (52).
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Varios ensayos clinicos han demostrado ya la efectividad de Nitazoxanida en el
tratamiento de la colitis por Clostridium difficile y de igual forma en la gastroenteritis
por rotavirus inhibiendo la replicacion del mismo en las células intestinales,
disminuyendo la carga viral y los sintomas, asi como el tiempo de hospitalizacion

en pacientes (53).

Teran et al. en 2009 (54), realizaron un estudio en el que compararon los efectos
de la Nitazoxanida contra los de un probidtico en el tratamiento de diarrea por
rotavirus en nifios bolivianos, encontrando que este antibidtico mejoro el estado de
salud de los nifios reduciendo la duracién de la diarrea, aportando asi evidencia

sobre el papel de los antibidticos en las infecciones virales.

2.4.2 Neomicina

La Neomicina es un antibiético perteneciente al grupo de los aminoglucésidos, actlia
como bactericida contra un gran niamero de agentes bacterianos Gram negativos, a
diferencia de los Gram positivos con los cuales su efectividad es minima, inhibe la
sintesis de proteinas bacterianas interfiriendo con la iniciacion del ARN mensajero,
resultando en proteinas anormales o no funcionales, lo cual evita la replicacién y
por ende, la proliferacién bacteriana (55).

Este antibidtico se administra por via oral para el tratamiento de infecciones

gastrointestinales, asi como por via tépica para el tratamiento de dermatitis.
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Después de su distribucion y metabolismo finalmente se excreta por heces. Uno de
sus efectos adversos mas importantes es la ototoxicidad razon por la cual no debe
administrarse via parenteral (56). La Neomicina suele ser uno de los antibiéticos
utilizados en terapias combinadas junto a la Ampicilina, Amoxicilina o Metronidazol,
para el tratamiento de diarreas agudas debido a que ha demostrado disminuir la

duracion de las infecciones gastrointestinales.

Un estudio realizado por Uchiyama et al., se buscaba evaluar la carga viral en
ratones infectados por rotavirus a los cuales se les habia dado un tratamiento previo
con este antibidtico y ampicilina via oral durante 7 dias, logrando con esto una
disminucién de las poblaciones bacterianas en intestino y como consecuencia una

disminucién de la cantidad virus excretado en heces (12).

2.4.3 Ampicilina

Ampicilina es un antibiético de amplio espectro, se trata de una penicilina
semisintética derivada de la penicilina basica, indicada en el tratamiento de
infecciones gastrointestinales causadas por microorganismos como E. coli, shigella,
y enterococos. Actla inhibiendo la Ultima etapa de sintesis de la pared celular
bacteriana uniéndose a proteinas receptoras de la misma, al impedir que la pared
celular se forme correctamente ocasiona la lisis de la bacteria. Es un antibiético de
absorcion sistémica, con una vida media plasmatica de 1 a 2 horas para finalmente

ser excretada por orina y heces (57).
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Debido a la resistencia bacteriana resultado del uso indiscriminado de antibiéticos
sin prescripcion médica la Ampicilina puede usarse en combinacién con otros

antibioticos para mejorar su accion bactericida (58).

Se ha reportado su uso en diversos estudios para eliminar bacterias de la microbiota
temporalmente, tal como lo hicieron Castro-Mejia et al. (59), quienes administraron
ampicilina por 48 horas en el agua ad libitum para evaluar el tiempo de
restablecimiento de la microbiota, encontrando que si bien con el tratamiento la
riqgueza taxondmica del intestino se veia afectada 4 semanas después a pesar de
estar en aisladores las bacterias del intestino regresaban a su estado previo al

tratamiento.

2.4.4 Rifaximina

La Rifaximina es un antibiético oral semisintético de amplio espectro contra
bacterias gram positivas y gram negativas aerébicas y anaerdbicas, derivado de la
Rifamicina S auxiliar en el tratamiento de infecciones gastrointestinales,

encefalopatia hepética y enfermedades inflamatorias intestinales(60).

Ejerce su actividad bactericida impidiendo la sintesis de RNA bacteriano, lo cual

podria estar relacionado con el efecto pleiotropico antiviral (49). Su caracteristica
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mas importante es su absorcion luminal, debido a su minima absorcion alcanza una
concentracion muy alta en la luz intestinal (8,000mcg/g de heces), lo cual le confiere
propiedades como su minima resistencia bacteriana debido a que tiene una baja
absorcion sistémica y los efectos minimos sobre la conformacion de la microbiota

intestinal, actuando de manera casi directa contra bacterias patogenas (49).

Un antibiotico con estas caracteristicas puede inducir cambios eubio6ticos en la
biodiversidad bacteriana del intestino, representando una ventaja terapéutica en
padecimientos especificos disminuyendo las los efectos tdxicos que solian

presentarse con antibioticos de absorcion sistémica (61).

La Rifaximina es capaz de alterar la virulencia y la translocacion bacteriana, tiene
propiedades antiinflamatorias, como lo reportaron Soldi et, al. en 2015, el uso de
Rifaximina fue eficaz en el alivio de los sintomas del sindrome de intestino irritable
estimulando la reorganizacion microbiana influyendo principalmente en bacterias
perjudiciales como Clostridium y Escherichia, favoreciendo el desarrollo de F.
prausnitzii que es capaz de tener un impacto positivo en la homeostasis del intestino
mediante la produccién de butirato que funge como alimento para las células del

colén y por inducir procesos antiinflamatorios (62,63).
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2.4.5 Nifuroxazida

Nifuroxazida es uno de los antibidticos luminales mas usados en casos de diarreas
agudas, actua como un bacteriostético solo a nivel de la mucosa intestinal por lo
cual puede ser considerado antiséptico, se trata de un derivado de nitrofurano y es
el Unico de estos que no difunde hacia otros tejidos o sistemas (64). Se ha
demostrado que gram positivos como Streptococcus pyogenes, Staphylococcus
pyogenes Yy enterobacterias gram negativas como E. coli, Salmonella sp. vy

Shigellae sp. son susceptibles a este farmaco (64).

Las propiedades antimicrobianas y antiparasitarias de este farmaco se deben a que
impide la formacion de enzimas bacterianas implicadas en la degradacion aerdbica
y anaerébica tanto de la glucosa como del piruvato, por tanto bloquea el

metabolismo bacteriano ocasionando la muerte de estos microorganismos (65).

La evidencia del uso de este antiséptico intestinal en el mantenimiento o
restablecimiento de la eubiosis al eliminar a patégenos que pudieran estar alterando
este equilibrio entre las bacterias comensales es limitado, se ha utilizado para
modular la microbiota intestinal y sus efectos sobre el sindrome de intestino irritable
y la enfermedad de Crohn (64), razén por la cual se convierte en candidato de
nuestro experimento debido a su accién local que se asemeja a la de Rifaximina y

gue nos permitira tener un punto de comparacion.
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2.4.6 Vancomicina

Vancomicina es un bactericida perteneciente al grupo de los glucopéptidos de
espectro reducido, ya que actla sobre las bacterias gram positivas inhibiendo la
sintesis de la pared bacteriana de estos, sin embargo, el tamafio de la molécula no
permite su paso por la membrana externa de bacterias gram negativas lo cual le

impide ejercer su accion sobre estas (66).

Su estructura quimica dificulta también su paso a través de las membranas celares
y los tejidos, asi mismo cuando se administra por via oral presenta baja absorcion.
Este bactericida es metabolizado por el higado y excretado en su mayoria por la

orina en un lapso de 3 a 9 horas después de su administracion (67).

Es un antibiético utilizado comunmente en el area hospitalaria bajo estricta
supervision médica debido al riesgo de nefrotoxicidad y a que es utilizado en
infecciones bacterianas en sustitucion de antibiéticos que han generado alta
resistencia(66). Se ha demostrado la eficacia de este medicamento contra

estafilococos, estreptococos y enterococos (67).

Vancomicina esta indicada principalmente para tratar infecciones graves como la
sepsis o0 endocarditis producidas por S. Aureus , asi como la entrerocolitis y la colitis

pseudomembranosa a causa de Clostridium difficile (67).

Estudios recientes han demostrado que la administraciéon de Vancomicina via oral

para tratar infecciones por C. difficile originan perdida de la diversidad bacteriana de
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la microbiota intestinal, afirmando con base al seguimiento de pacientes tratados
con dicho antibiotico que la riqgueza taxondmica del intestino podria tardar hasta 31

meses en restablecerse (68).

Con base en esta evidencia se podria afirmar que Vancomicina por su espectro
reducido podria ayudar a modificar la microbiota intestinal de manera un tanto
selectiva para determinar la funcion de ciertas bacterias y de manera casi completa
si se administra con otros antibiéticos en el establecimiento de infecciones de origen

viral en el tracto gastrointestinal.

2.5.7 Metronidazol.

Metronidazol es un bactericida de amplio espectro que mediante la generaciéon de
especies reactivas de oxigeno (ROS) altera la estructura del ADN, inhibiendo asi la

sintesis de acidos nucleicos y por consecuencia la muerte bacteriana (69).

Su metabolismo es hepatico, pero tiene una amplia distribucién a nivel sistémico en
tejidos y su vida media en circulacion es de 6 a 8 horas, posteriormente se excreta
por heces y orina, actla sobre bacterias anaerobias y protozoos, se ha registrado
su uso en infecciones por B. Fragilis, Clorstridium sp, Clostridium difficile asi como

por Entamoeba histolitica y Giardia lamblia (70).

Junto a la Vancomicina es el farmaco de primera eleccion para el tratamiento por C.

difficile en casos moderados, y actualmente es de los medicamentos mas efectivos
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en el manejo de infecciones por bacterias anaerobias gram positivas y negativas,
como es el caso de H. pylori que se encuentra en la mucosa del estbmago humano

y cuya presencia se relaciona con el desarrollo de ulceras gastricas (71) .

Se ha reportado su uso en ensayos para irrumpir la microbiota intestinal y
determinar asi el impacto de estas modificaciones sobre la respuesta inmune innata
en la endotoxemia en sujetos sanos, donde los resultados no mostraron diferencias
significativas en cuanto a la produccion de citocinas y anticuerpos en comparacion
con los sujetos sin tratamiento antibiético previo a la endotoxemia, mientras que las

poblaciones bacterianas si se veian afectadas(72).

En un estudio realizado en 2018 por Haak et al.,, se reporta que el uso de
metronidazol por un periodo de 7 dias en individuos sanos indujo a un estado
disbidtico alterando las poblaciones bacterianas residentes del intestino, y que
incluso meses después de haber suspendido el tratamiento las poblaciones

bacterianas no se restablecian a su estado pre tratamiento (68).

2.5.8 Ciprofloxacina

Ciprofloxacina es considerado un bactericida de amplio espectro pues actia sobre
gram positivos y gram negativos, incluyendo enterobacterias, cocos y bacilos. Se
metaboliza en higado y se excreta por orina (73). Debido a las bajas

concentraciones que alcanza en suero no es usado como antibiético sistémico, se
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utiliza en el tratamiento de enfermedades respiratorias como bronquitis aguda,
infecciones de vias urinarias, quemaduras, bacteriemia, asi como profilaxis en

pacientes inmunosuprimidos (74).

Ciprofloxacina actia sobre la girasa impidiendo el superenrollamiento de ADN
bacteriano, de esta manera bloquea la replicacion de dicho material genético y por

ende la proliferacion bacteriana (73).

Este antibidtico tiene efectos determinantes en la composicion de la microbiota,
como lo reportaron en 2008 Dethlefsen et al., quienes después de un tratamiento
con dicho antibiético encontraron que la taxonomia de la microbiota se modificaba
abruptamente, pero después de 4 semanas se recuperaba casi por completo, a su
vez encontraron que si el tratamiento se repetia la recuperacién de las bacterias no
era completa como en la primera ocasion (75). Los efectos agudos de los
antibioticos sobre la microbiota intestinal durante el tratamiento de una infeccién
gastrointestinal, podria modificar las poblaciones bacterianas existentes de manera
permanente, estas modificaciones podrian tener como consecuencia efectos

inmunolégicos y metabdlicos posteriores.
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3. JUSTIFICACION

Se ha demostrado que la composicion de la microbiota participa de manera
importante en el establecimiento y desarrollo de enfermedades, asi como en el
mejoramiento del estado de salud del hospedero. Poco se sabe de las interacciones
entre las bacterias y los virus eucariontes causantes de infecciones en el intestino y
de cuales son los componentes que participan en el desarrollo de estas infecciones.
Se ha descrito que algunas infecciones virales intestinales causadas por Norovirus
y Reovirus se favorecen con la presencia de ciertas poblaciones bacterianas y/o
algunos elementos bacterianos como el LPS y que, al eliminar estos elementos, el
curso y la duracién de la infeccion se ven disminuidos.

En el modelo murino por rotavirus solo se han evaluado la Neomicina y Ampicilina,
mostrando una disminucion de la cantidad de virus excretado, asi como de un
incremento en la produccion de anticuerpos especificos contra rotavirus, sugiriendo
gue la descarga de bacterias mejora la respuesta inmune intestinal. Sin embargo,
se desconoce el mecanismo especifico involucrado. Por esta razon, en el presente
trabajo decidimos evaluar dos antibiéticos luminales de amplio espectro utilizados
en diarreas agudas, asi como también antibiéticos parenterales de amplio espectro.
Este proyecto pretende aportar evidencias de la interaccion entre las bacterias
comensales y rotavirus, mediante la modificacion de las poblaciones bacterianas y
determinar de esta manera si la ausencia de estas tiene impacto en el desarrollo de

la infeccién y sobre la respuesta inmune hacia ellos.
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4. HIPOTESIS.

La microbiota intestinal es determinante en el curso de la infeccion por rotavirus en
un modelo murino, asi como en la respuesta inmune protectora inducida hacia una

vacuna oral monovalente.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Determinar la participacion de la microbiota intestinal en la infeccion por Rotavirus,
asi como su influencia en la respuesta inmune inducida por la vacuna oral

monovalente contra rotavirus.

5.1 Objetivos especificos

1. Determinar el efecto de un tratamiento oral con antibiéticos de amplio
espectro sobre la replicacion de rotavirus.

2. Evaluar el efecto de un tratamiento intraperitoneal con antibiéticos de
amplio espectro sobre la replicacion de rotavirus.

3. Determinar la produccién de IgA’s intestinales e IgG’s totales especificas
contra rotavirus en ratones con o sin tratamiento antibiético.

4. Verificar la disminucion de colonias bacterianas presentes en las heces
de ratones con o sin tratamiento antibiotico.

5. Evaluar la respuesta inmune inducida por la vacuna oral monovalente en
ratones tratados con antibidticos.

6. Analizar la morfologia del intestino delgado en ratones tratados con

antibioéticos.
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6. MATERIALES Y METODOS.

6.1 Ratones

Se utilizaron ratones hembras de la cepa BALB/c de 6-8 semanas de edad, libres
de patogenos, procedentes del bioterio del Instituto de Biotecnologia-UNAM, los
cuales se mantuvieron en un ambiente estéril en las instalaciones del mismo
instituto, a una temperatura constante de 26°C, en aisladores bajo ciclos de 12 horas
de luz / 12 horas de oscuridad. Agua y alimento fueron proporcionados ad libitum.

Se conformaron grupos de 5 animales por cada condicidén experimental.

6.2 Virus

Rotavirus murino EDIM

Los ratones BALB/c fueron infectados con el rotavirus murino EDIM (del inglés
epizootic diarrea of infant mice). En nuestro laboratorio, EDIM se amplificé en
ratones neonatos de la cepa C57 de 3 dias de nacidos, los cuales fueron infectados
con 1X10# unidades formadoras de focos (uff), a los 5 dias post infeccién (p.i) fueron
sacrificados por dislocacion para colectar los intestinos delgados, los cuales se
homogeneizaron en TNC (10mM Tris pH 7.4, 100 mM NaCl, 1mM CacCl2). El
homogeneizado obtenido fue alicuotado y almacenado a -80°C, para ser utilizado

como in6culo en infecciones posteriores.
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6.3 Antibioéticos.

Para los antibidticos administrados via intraperitoneal, se realizaron dos cocteles, la
dosificacion se realiz6 utilizando una relacion gramos de medicamento por
kilogramo de peso. La composicion de las mezclas de antibidticos se reporta en las
tablas 1 y 2. Ambas mezclas fueron administradas via intraperitoneal por 3 dias

previo a la infeccion.

Tabla 1.

Coctel 1

Antibidtico Dosis

Vancomicina
Solucién inyectable 50 mg/kg

Laboratorios Pisa
Lote: W17NO21
Cad: NOV 2019

Metronidazol
Solucién inyectable 5 mg/kg

Laboratorios Senosian Lote: S8F829
Cad: JUN 2020

Ciprofloxacino
Solucion inyectable 25mg/kg

Laboratorios Fresenius Kabi
Lote: 73M9E0192
Cad: MAY 2021

Tabla 1. Céctel 1 de antibidticos. Se enlistan los antibiéticos que componen el coctel 1 administrados durante
3 dias via intraperitoneal para la modificacion de la microbiota intestinal.
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Tabla 2.

Coctel 2

Antibidtico Dosis

Ampicilina

Solucién inyectable

Laboratorios GoldBio 100 mg/kg

Lote: 5118.032818A
Cad: ENE 2021

Neomicina
Solucién inyectable 20 mg /kg

Laboratorios GoldBio
Lote: 0704.031418A
Cad: JUN 2021

Tabla 2. Coctel 2 de antibiéticos. Se enlistan los antibiéticos que componen el coctel 2 administrados via
intraperitoneal, reportados por Uchiyama et al. en 2014 (12), utilizados para la modificacién de la microbiota
intestinal.

En el experimento de antibiéticos luminales, se administraron Rifaximina, ademas
de Nifuroxazida y Ampicilina, los cuales fueron administrados via oral durante 7 dias
antes del reto y/o durante la infeccién con el rotavirus EDIM. Los ratones fueron
inoculados con 100 pL de los antibidticos en la dosis mencionada utilizando una
canula gastroesofagica. Las caracteristicas y dosis de los antibiéticos orales se

enlistan en la tabla 3.
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Tabla 3.

Antibiéticos orales

Antibidtico Dosis
Rifaximina
Laboratsourist?se glsflgr\]/\?eglserman 100 mg/ kg

Lote: 15586
Cad: FEB 2020

Nifuroxazida

Suspension oral
Laboratorios Degort’s chemical 100 mg/kg
Lote: 644N
Cad: SEP 2020
Ampicilina
Suspension oral
Laboratorios Novag 100 mg/kg

Lote: 320038
Cad: ABR 2020

Tabla 3. Antibidticos orales. Se enlistan los antibidticos orales de amplio espectro utilizados para la

modificacion de la microbiota intestinal.

6.4 Infeccién de ratones BALB/c con EDIM

Los ratones fueron infectados con un homogeneizado de intestinos de ratén neonato
infectado con el rotavirus EDIM, se utilizaron aproximadamente 10* uff diluido
1:1000 en 100 pL de medio DMEM libre de suero utilizando una canula
gastroesofagica para su administracion. Previo a esto, se administraron 100 yL de
bicarbonato al 1.33% por via oral con el fin de neutralizar el pH acido del estbmago
y asegurar la infeccion, lo cual se corroboro al analizar las heces colectadas

mediante un ensayo ELISA.
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6.5 Toma de muestras

6.5.1 Heces

Para todos los ensayos se colectaron las heces de cada uno de los ratones previo
a la infeccion y durante los siguientes 8 dias, periodo que dura la excrecion del virus
en las heces. Las heces fueron rotuladas y almacenadas en tubos eppendorf de 1.5
ml inmediatamente después de su recoleccion a -20 °C hasta su disgregacion.
Posteriormente, las muestras se utilizaron en la realizacion de ensayos ELISA para
determinar la carga de viral en el curso de la infeccion, asi como la produccion de

IgA’s especificas contra rotavirus.

6.5.2 Sueros

Se tomaron 500 yL de muestras de suero sanguineo realizando un corte transversal
en la cola 14 dias después del dia de infeccion, las muestras fueron centrifugadas
durante 5 minutos a 8000 rpm, al finalizar se tom¢ la fase sérica de las muestras y
se almacenaron en tubos eppendorf de 1.5 ml a -20°C para su posterior utilizacién
en la realizacién de ensayos ELISA con la finalidad de determinar la cantidad de

anticuerpos séricos de tipo 1gG especificos contra rotavirus.
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6.6 ELISA de captura para determinar la carga viral de antigeno viral en

heces

Las muestras de heces recolectadas durante los dias del experimento fueron
diluidas al 5% (peso/ volumen) en una solucién amortiguadora (10mM de Tris pH
7.4,100 mM de NaCl, 1 mM de CacClz, 5% de Suero Fetal Bovino, 0.05% de Tween
y 10 mM de NaNs) durante toda la noche a 4°C.

Al dia siguiente los tubos que contenian las muestras fueron sometidos a agitacion
en vortex para lograr la disgregacion total de las heces y con ello la liberacion total
de las particulas virales contenidas en ellas, la suspension fue obtenida al
centrifugar las muestras a 13000 rpm durante 5 minutos.

Para el analisis de la carga viral se realiz6 una prueba ELISA de captura, placas de
96 pozos (Costar, High Binding) se incubaron con el anticuerpo policlonal de cabra
contra rotavirus (CABRAX) diluido 1:5000 en PBS durante 14-16 horas a 4°C.
Después las placas se lavaron dos veces con TNC (10 mM Tris pH 7.4, 100 mM
NaClz, 1 mM CaClz) con 0.05% de Tween 20, enseguida la placa se bloqueo con
5% de leche descremada Carnation en polvo disuelta en TNC-Tween 0.05% por dos
horas a 37°C.

Enseguida se lavaron las placas con 150 uL/pozo de TNC-Tween 0.05% 2 veces y
se agregaron los SN de las heces por duplicado de acuerdo con el mapa disefiado,

para ser incubadas las a 37°C por 2 horas.
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Las placas se lavaron por 4 veces con TNC Tween 20 0.05%, y se agregd un
anticuerpo policlonal hiperinmune contra RV de simio de la cepa RRV producido en
conejo diluido 1:2000 en la solucion de TNC-Tween 0.05% con 5% de leche
descremada Carnation y se incubaron por una hora a 37°C.

Enseguida se lavaron las placas 4 veces con TNC tween 20 0.05% y se afiadio un
anticuerpo policlonal de cabra anti IgG de conejo marcado con fosfatasa alcalina
1:2000 diluido en TNC-Tween 0.05% con 5% de leche descremada Carnation, las
placas se incubaron por una hora a 37°C. Finalmente se afiadid el sustrato p-
nitrofenil fosfato disddico y las placas se incubaron por 1 hora a 37°C y a los tiempos
30, 45 y 60 se tomaron las lecturas de absorbancia a 405 nm en un

espectrofotometro Multi Skan 352 (LabSystems).
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6.7 ELISA para determinar la produccion de IgA intestinales especificas

contra rotavirus.

Para determinar la produccion de IgA’s resultantes de la infeccion se realizd una
prueba ELISA de captura, en la cual placas de 96 pozos (Costar, High Binding)
fueron sensibilizadas con 50 pl/pozo con anticuerpo policlonal de cabra anti
rotavirus RRV (CABRAX) diluido 1:5000 en PBS e incubadas a 4°C de 14-16 horas.
Después se realizaron dos lavados a la placa con 150 pL/pozo con TNC- Tween
0.05% por dos veces y posteriormente se bloqueo con 150 uL/pozo con TNC-Tween
con 5% de leche descremada Carnation por dos horas a 37°C.

Enseguida de dos lavados con TNC-Tween 0.05%, se agregaron 50 pl/pozo de
lisado de células MA104 infectadas con rotavirus de la cepa RRV (rotavirus de
simio) como fuente de antigeno y se incubaron por 2 horas a 37°C.

Se realizaron dos lavados con TNC-Tween 0.05% por 4 veces y se afiadieron por
duplicado los sobrenadantes de las heces disgregadas, posteriormente se
incubaron por 1 hora a 37°C.

Después de realizar 4 lavados con TNC-Tween 0.05%, se agregaron 50 uL /pozo
de anticuerpo de cabra anti-IgA de raton conjugado a HRP (peroxidasa de rabano)
diluido 1:1000 en TNC-Tween 0.05% con leche descremada Carnation al 5%,
enseguida se incubaron a 37°C por 1 h.

Posteriormente las placas se lavaron con TNC-Tween 0.05% por 4 veces y se

incubaron con 50 pL/pozo de o-fenilenediamina diluido en 5 ml de buffer de acetatos
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y 10 ul de perdxido de hidrogeno por 15 minutos a T.A, protegido de la luz. Para
parar la reaccion, se afadieron 50 pl/pozo de H.SO. 2M. Finalmente, la lectura de

las placas se obtuvo a una longitud de onda de 492 nm en el espectrofotbmetro

MultiSkan 352 (LabSystems)
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6.8 ELISA de IgG’s séricas totales especificas contra rotavirus.

Para determinar la producciéon de IgG resultantes de la infeccion se realizé una
prueba ELISA de captura, en la cual placas de 96 pozos (Costar, High Binding)
fueron sensibilizadas con 50 pl/pozo con anticuerpo policlonal de cabra anti
rotavirus RRV (CABRAX) diluido 1:5000 en PBS e incubadas a 4°C de 14-16 horas.
Después se realizaron dos lavados a la placa con 150 pl/pozo con TNC- Tween
0.05% por dos veces y posteriormente se bloqued con 150 pl/pozo con TNC-Tween
con 5% de leche descremada por dos horas a 37°C.

Enseguida de dos lavados con TNC-Tween 0.05%, se agregaron 50 pL/pozo de
lisado de células MA104 infectadas con rotavirus de la cepa RRV (rotavirus de
simio) como fuente de antigeno y se incubaron por 2 horas a 37°C.

Se realizaron dos lavados con TNC-Tween 0.05% por 4 veces y se afadieron por
duplicado los sueros de los ratones infectados con rotavirus previamente diluidos
1:50 en PBS 1x, posteriormente se incubaron por 1 hora a 37°C.

Después de realizar 4 lavados con TNC-Tween 0.05% se afiadié un anticuerpo
policlonal de cabra anti IgG’s totales de raton marcado con fosfatasa alcalina
1:2000 diluido en TNC-Tween 0.05% con 5% de leche descremada, las placas se
incubaron por una horaa 37°C. Finalmente se realizaron 4 lavados con TNC-Tween
0.05% y se afadio el sustrato p-nitrofenil fosfato disodio y las placas se incubaron
por 1 horaa 37°Cy alos 30, 45y 60 minutos se tomaron las lecturas de absorbancia

a 405 nm en un espectrofotometro MultiSkan 352 (Labsystems).
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6.9 Evaluacion de la modificacion de la microbiota intestinal
sobre la efectividad de la vacuna oral monovalente.

Los ratones fueron tratados con la mezcla de antibidticos que contenia Metronidazol
(50 ng/kg), Ciprofloxacina (5 pg/kg) y Vancomicina (25 pg/kg) via intraperitoneal
durante 3 dias con la finalidad de modificar la microbiota intestinal, y vacunados 2
dias después de la dltima dosis de antibiotico con la vacuna oral monovalente
Rotarix de GlaxoSmithKline con una dosis de 7.3 x 10 # DICC (dosis infectantes en
cultivo celular). Previo a la vacunacion se administraron 100 pyL de solucion de

bicarbonato al 1.33% para neutralizar el pH gastrico.

Catorce dias después de la vacunacion los ratones fueron infectados con 10* uff en
100 pL de medio DMEM libre de suero utilizando una canula gastroesofagica para
su administracion. Previo a la infeccion, se administraron 100 uL de bicarbonato al
1.33% por via oral con el fin de neutralizar el pH acido del estomago vy facilitar la
infeccion. Las muestras de heces fueron tomadas desde el dia de infeccion y en los
8 dias subsecuentes.

Al dia 14 post infeccion se tomaron muestras de 500 yL sangre periférica, la cual
fue centrifugada a 6000 rpm durante 5 min. El suero obtenido fue utilizado para la

determinacién de anticuerpos séricos anti-rotavirus 1gG.
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6.10 Cuantificaciéon de colonias bacterianas.

Para analizar las bacterias presentes en las heces de ratones con y sin tratamiento
antibiotico, se colecté 1g de muestras que fueron resuspendidas en medio LB e
incubadas durante 2 horas a 37°C utilizando una agitacion de 200 rpm en una
incubadora shaker. Posteriormente se realizaron diluciones tomando 1 ml de las
heces disgregadas y colocandolas en PBS 1 para realizar las diluciones seriadas

1x10, 1x10?, 1x103, 1x104, 1x10°y 1x1068.

Se tom6 un 100 uL de cada una de las diluciones y con ayuda de perlas de ebullicion
fue dispersado en una caja Petri que contenia medio LB mas agar. Las cajas Petri

sembradas fueron incubadas 24 horas a 37°C.

Finalmente se contabilizaron las colonias resultantes del procedimiento anterior con
ayuda de una lampara de electroforesis, asi como con la aplicacion Colony Counter

de Promega.
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6.11 Evaluacion histologica del intestino.

Se colectaron diferentes regiones del intestino delgado de ratones tratados bajo las
diferentes estrategias con los antibidticos al dia 3 post-tratamiento y de ratones sin
tratamiento. Los ratones fueron sacrificados por dislocacion y disectados para la

obtencion de los tejidos de interés, en este caso bazo y duodeno.

Los fragmentos de intestino fueron fijados inmediatamente después de su
extraccion en paraformaldehido al 4%. Posteriormente los tejidos fueron infiltrados
en parafina para formar bloques, los cuales fueron cortados con ayuda de un
micrétomo en secciones finas de 5 um y montados en una lamina portaobjetos de

vidrio.

Una vez montadas se procedid a desparafinar los cortes para permitir que las
soluciones penetraran en el tejido, esto mediante dos inmersiones separadas de 5
minutos en xileno, seguido de esto el tejido fue hidratado a través de una serie
decreciente (100 %, 90% y 70%) de alcohol para eliminar el xileno, y finalmente se

realiz6 un lavado con agua destilada.

Los tejidos hidratados fueron incubadas por 10 minutos en la solucion de
hematoxilina, trascurrido ese tiempo fueron lavados con agua destilada para
eliminar el exceso de colorante y sumergidas en alcohol acido ( 1% de acido
clorhidrico en etanol) para acentuar el colorante, posterior a ello fueron lavados con

agua destilada para eliminar residuos, hecho esto se procedid a introducir las
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muestras en una solucién de eosina durante 2 minutos y al terminar este periodo

fueron lavadas para eliminar el exceso de colorante.

Las muestras tefiidas se sumergieron en una serie de soluciones crecientes de agua
y etanol (70%, 90%, 100%) para eliminar el agua. Seguido de esto los cortes fueron

inmersos en xileno en dos periodos de 3 minutos cada uno.

Para finalizar los portaobjetos que contenian las muestras fueron cubiertas con un
cubreobjetos y un sellador con la finalidad de proteger el tejido y ser observados en
un microscopio ZEISS Primo Star, las fotografias fueron captadas con la cAmara

Axio Cam ERc 5s adaptada al mismo microscopio.
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6.12 Analisis estadistico.

Para el analisis de datos se utilizd estadistica descriptiva con calculo de medias y
desviacion estandar con el programa estadistico GraphPad Prism 7. Para el estudio
de comparacion de medias entre los grupos se realiz6 el estudio de comparaciones
multiples ANOVA. Para las diferencias de medias entre dos grupos se utilizo la
prueba T no paramétrica, se consider6 un valor de p<0.05 como estadisticamente

significativo.
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7. RESULTADOS

7.1 Efecto del tratamiento con antibidticos via oral previo a la

infeccion por rotavirus.

Los resultados comparativos entre los grupos de ratones (5 ratones BALB/c) se
muestran en las siguientes graficas. En la grafica 1, se muestra el desarrollo normal
de la infeccion por el rotavirus murino EDIM en curva de excrecidon de antigeno viral
en heces en el modelo de ratén. Como se puede observar el dia 1 p.i el virus inicia
su replicacién, teniendo el pico maximo de excrecion de antigeno viral al dia 2, la
cual se mantiene a lo largo de 5 dias comenzando a decaer, para el dia 7y 8 ya no

hay virus detectable en las heces de los ratones.

Excreciédn de antigeno viral en heces
3=

Absorbancia 405 nm

Grafica 1. Curva de excrecién de antigeno viral en heces de ratones infectados con rotavirus. Se presenta
el promedio de la carga viral encontrada en las heces de los 5 ratones infectados con 10Uff con el rotavirus
EDIM.
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Para evaluar el efecto de la modificacién de la microbiota intestinal previo a la
infeccion se utilizaron 3 grupos experimentales, el grupo 1 fue el grupo control al
cual solo se le infecté con 10* Uff de rotavirus EDIM sin que se le administrara
ningun tratamiento antibiético. El grupo 2 y 3 fueron tratados con Rifaximina y
Nifuroxazida respectivamente, en dosis de 100 mg/kg durante 7 dias antes de la
infeccion.

En la grafica 2, se evalla el efecto de Rifaximina y Nifuroxazida administradas
previo a la infeccion. En el caso de Rifaximina el inicio de la infeccion se ve retrasado
siendo hasta el D2 post-infeccion (p.i) cuando comienza a ser detectado de manera
importante, sigue un curso normal, aunque por debajo de los rangos detectados en
el grupo control desde los dias 1,2 y 3 p.i (p <0.001), a partir del dia 5 la curva se
comporta de manera idéntica a los controles no mostrando significancia estadistica
entre sus valores.

El segundo grupo fue tratado con Nifuroxazida mostré diferencia significativa
(p<0.001) al D2 p.i cuando la carga viral comienza a elevarse alcanzando su pico
méaximo para el D3 p.i, se evidencia una excrecion de particulas virales
significativamente menor respecto al grupo control (p< 0.00001), el final de la
infeccion en los dias 7 y 8 p.i es similar en los 3 grupos, lo cual indica que el
tratamiento antibiético previo a la infeccién impacta la excrecion de las particulas
virales en heces pero no asi en la duracion de la infeccion.

En el apartado B de la grafica 2 podemos observar reduccion de la infeccion que
tuvieron los tratamientos antibioticos con base a las areas bajo la curva, mostrando

ambas, diferencia estadisticamente significativa (p<0.00001) respecto al control.
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Gréfica 2. Excrecién de antigeno viral en heces en ratones con tratamiento antibidtico previo a la
infeccidn. A) Curva de excrecion de antigeno durante lainfeccion por rotavirus. Se presenta la grafica
representativa del promedio de la carga viral encontrada en las heces de los 5 ratones infectados 10*Uff
con el rotavirus EDIM tratados 1 semana previo a la infeccién con Rifaximina (RFX) 100 mg/kg, Nifuroxazida
(NFX) 100 mg/kg y el grupo control. B) Porcentajes de reduccidn de la infeccidon. Reduccion de la
infeccion basado en el area bajo la curva respecto al grupo control. Prueba ANOVA; analisis de
comparaciones multiples para diferencia de medias (p<0.05).
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7.2 Efecto del tratamiento con antibidticos via oral durante la

infeccidn por rotavirus.

Con base en los resultados obtenidos del experimento anterior este
experimento, se considero la realizacion de un experimento mas con la finalidad
de evaluar el efecto de la administracion de estos antibidticos durante la
infeccion sobre la excrecion de antigeno viral en heces, agregando ademas un
grupo tratado con ampicilina oral, cuyo efecto ya ha sido reportado por Uchiyama
et al.,, (12), quienes conservaron cambios importantes en la carga viral y
produccién de anticuerpos en ratones tratados con este antibiético, lo cual se

reporta a continuacion.

Se tuvo un grupo control y cada uno de los 3 grupos restantes fueron tratados
con un antibidtico distinto (Rifaximina, Nifuroxazida y Ampicilina). Los
antibioticos fueron administrados via oral con ayuda de una céanula
gastroesofagica en dosis de 100 mg/kg, una vez al dia durante 7 dias a partir del

dia de la infeccion.

Como puede observarse en la grafica 3, los grupos tratados con Rifaximina,

Nifuroxazida asi como el control mostraron una curva de infeccioén sin diferencias
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significativas, a excepcion del dia 6 donde Nifuroxazida y Ampicilina mostraron
una excrecion de particulas virales en heces significativamente mayor
(p>0.0001), incluso este ultimo antibidético mostraba presencia de particulas

virales al dia 8 p.i.

Con la administracion de Rifaximina, se observaba una excrecion de particulas
virales mayor a la del grupo control (p<0.0001) al dia dos, la cual se mantuvo
hasta el dia 4 p.i., pero incia su descenso al dia 6, pero el término de la infeccion

se comporté de manera similar a la del grupo control desde el dia 7 p.i.
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Gréfica 3. Excreciéon de antigeno viral en heces en ratones con tratamiento antibiético durante la
infeccidn. Se presenta la grafica representativa del promedio de la carga viral encontrada en las heces de
los 5 ratones infectados 10*Uff con el rotavirus EDIM tratados durante la infeccién con Rifaximina (RFX)
100 mg/kg, Nifuroxazida (NFX) 100 mg/kg, Ampicilina (AMP) comparados con el grupo control Prueba
ANOVA,; andlisis de comparaciones multiples para diferencia de medias (p<0.05).
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En la grafica 4, se observan los anticuerpos IgA especificos contra rotavirus
encontrados en las heces de los ratones tratados con diferentes antibidticos por
via oral, en el D6 p.i. los ratones del grupo de Ampicilina mostraron niveles mas
bajos que el grupo control y los tratados tanto con Rifaximina como con
Nifuroxazida, comportamiento que se mantiene en los dias 7 y 8 p.i donde la
excrecion es significativamente menor (p<0.00001) al de los grupos ya

mencionados.

IgAs especificas contra
rotavirus excretadas en heces
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-+~ Nifuroxazida
#- Rifaximina
-o- Control

Absorbance 492 nm

Gréfica 4. Excrecion de Anticuerpos IgA especificos contrarotavirus en heces . Se presenta la grafica
representativa de dos experimentos de los anticuerpos IgA intestinales especificas contra rotavirus EDIM
excretadas en las heces de ratones tratados durante la infeccion con Rifaximina (RFX) 100 mg/kg,
Nifuroxazida (NFX) 100 mg/kg, Ampicilina (AMP) mg/kg comparados con el grupo control. Prueba ANOVA,;
analisis de comparaciones multiples para diferencia de medias (p<0.05).
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7.3 Efecto del tratamiento con antibiéticos de amplio espectro via

intraperitoneal sobre lainfeccidn por rotavirus.

En este experimento se evalu6 el efecto de la administracion de dos mezclas de
antibioticos via intraperitoneal en los grupos de ratones (5 ratones BALB/c), una
constituida por Ciprofloxacina, Vancomicina y Metronidazol, y la otra, por Ampicilina
y Neomicina , ambas administradas por 3 dias previo a la infeccién, lo cual puede
observarse en la grafica 5.

En el Apartado A de la grafica 5, se observa como al D1 p.i las curvas de infeccion
de los grupos tratados con antibiéticos inician de manera diferente al grupo control,
siendo al D2 p.i cuando las curvas de infeccion muestran una excrecion de heces
menor a la del grupo control (p<0.0001), permaneciendo asi hasta el D5 p.i. De los
dias 6 al 8 p.i. no se muestran diferencias significativas; en el apartado B se
muestran los porcentajes de proteccion a la infeccion de los tratamientos
antibioticos, siendo ambos significativamente diferentes respecto al grupo control
(p<0.00001). En el apartado C se muestra la produccion de anticuerpos IgA’s
especificos contra rotavirus. Los ratones tratados con el coctel 2 (Ampicilina y
Neomicina) mostraron niveles de IgA menores al dia 8 p.i (p<0.0001) respecto al
grupo control. En el apartado C puede observarse la produccién de anticuerpos
séricos IgG’s totales especificas contra rotavirus a los 14 dias p.i., mostrando
diferencias estadisticamente significativas (p<0.00001) entre el grupo tratado con

Ampicilina y Neomicina comparado con el grupo control.
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Gréfica 5. Excrecion de antigeno viral y anticuerpos IgA en heces, asi como de IgG totales en suero
de ratones con tratamiento antibidtico intraperitoneal previo a la infeccién. a) Curva de excrecién
de antigeno viral en heces de ratones infectados. Se presenta La gréfica representativa de 3
experimentos donde se muestra la carga de antigeno viral encontrada en las heces de los ratones
infectados con 10*Uff con el rotavirus EDIM tratados con antibiéticos, asi como el grupo control. Un grupo
fue tratado con Ampicilina y Neomicina (AN) 100mg/kg por 3 dias previo a la infeccion via intraperitoneal.
Al otro grupo experimental se le administré Vancomicina 50 mg/kg, Ciprofloxacina 25 mg/kg y Metronidazol
5 mg/kg (VMC) por 3 dias previo a la infeccion via intraperitoneal. b) Porcentajes de reduccion de la
infeccion. Reduccion de la infeccion en ratones con tratamiento antibidtico respecto al control. c)
Excrecion de IgA’s intestinales especificas contra rotavirus. IgA’s presentes en las heces de los 3
grupos experimentales del dia 5 al 8 p.i. en ratones infectados con rotavirus EDIM tratados con el coctel de
antibiéticos 1 y 2 comparadas con el grupo control (sin tratamiento). d) Anticuerpos IgG séricos.
Anticuerpos IgG presentes en suero al dia 14 p.i. en ratones infectados con rotavirus EDIM tratados con el
coctel de antibiéticos 1 y 2 comparadas con el grupo control (sin tratamiento). Prueba ANOVA; analisis de
comparaciones multiples para diferencia de medias (p<0.05).
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7.4 Efecto del tratamiento antibi6tico sobre la proteccién adquirida

con la vacuna oral atenuada contra rotavirus.

El efecto del tratamiento antibiotico sobre la replicacion de la vacuna oral
monovalente se observa en la grafica 6, donde se muestran las curvas de
replicacion de las vacunas correspondientes a los ratones tratados con antibiéticos
con el coctel que contenia Vancomicina 50 mg/kg, Ciprofloxacina 25 mg/kg y
Metronidazol 5 mg/kg via IP durante 3 dias. Dos dias después del término del
tratamiento antibiotico se administro la vacuna oral monovalente en una dosis de 7

x10% DICC (Dosis infectantes de cultivo celular).
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Gréfica 6. Curva de excrecion de antigeno viral en heces de ratones vacunados. Se presenta la
comparacion del promedio de la carga viral encontrada en las heces de los 5 ratones tratados con Vancomicina
50 mg/kg, Ciprofloxacina 25 mg/kg y Metronidazol 5 mg/kg via IP durante 3 dias, vacunados con 7.3 x10*DICC
de la vacuna oral monovalente contra Rotavirus. Prueba T para diferencias entre medias P<0.05.
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Los ratones vacunados fueron retados con rotavirus homologo EDIM 104 uff via oral,
y las heces fueron colectadas durante 8 dias, tiempo en el que transcurre la

infeccion, tal como se muestra en la grafica 7.
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Gréfica 7. Antigeno viral excretado en heces y proteccién adquirida por la vacunacion. a) Curva de
excreciéon de antigeno viral en heces de ratones infectados. Se presenta la grafica representativa del
promedio de la carga viral encontrada en las heces de los 5 ratones tratados con Vancomicina 50 mg/kg,
Ciprofloxacina 25 mg/kg y Metronidazol 5 mg/kg via IP durante 3 dias, vacunados con 7.3 x10* DICC de la
vacuna oral monovalente e infectados 14 dias después con 10*Uff con el rotavirus EDIM comparadas con el
grupo control, este Ultimo sélo vacunado e infectado. b) Proteccién contra la infeccién. Proteccion adquirida
post vacunacion en ratones con y sin tratamiento antibidtico previo la vacunacion. Prueba T para diferencias
entre medias; analisis de comparaciones multiples. P<0.05,
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En la grafica 9 se muestra la produccion de anticuerpos de tipo IgA en el grupo

control y en el grupo experimental.
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Gréfica 8. Excrecién de IgA intestinales especificas contra rotavirus EDIM. IgA’s presentes en
las heces de ratones vacunados con 7.3 x10* DICC de la vacuna oral monovalente comparada con el
grupo control. Prueba T para comparacién de medias; andlisis de comparaciones multiples p<0.05,
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos.

En la Gréfica 10 se presenta la produccién de anticuerpos igG totales presentes en
los sueros de ratones del grupo experimental, asi como de los controles 14 dias

después de la infeccion con el rotavirus murino EDIM.
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Gréfica 9. Produccidn de IgG totales especificas contra rotavirus EDIM. 1gG’s presentes en los
sueros de los ratones vacunados con 7.3 x10* DICC de la vacuna oral monovalente comparada con el
grupo control. Prueba T no paramétrica para comparacién de medias, p<0.05, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos.
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7.5 Comprobacion del efecto del tratamiento antibiético sobre la

microbiota intestinal.

En la tabla 4 se presentan las colonias bacterianas presentes en las heces de

ratones tratados con antibiotico y los ratones controles.

Tabla 4.
Conteo de UFC posterior al tratamiento antibiético

Tratamiento UFC
Control 79 x104
Rifaximina 29 x104
Nifuroxazida 49 x10%
Coctel 1: Vancomicina, 17 x104

Ciprofloxacina y
Metronidazol.

Tab. 4. Conteo de UFC presentes en heces posterior al tratamiento antibiético. Colonias
bacterianas presentes en las heces de ratones tratados con durante 3 dias via intraperitoneal con Vancomicina
50 mg/kg, Ciprofloxacina 25 mg/kg y Metronidazol 5 mg/kg (VMC); ratones tratados via oral con Rifaximina
(200mg/kg) y con Nifuroxazida ( 100mg/kg) comparadas con el grupo control, las heces fueron colectadas
posterior al tratamiento bajo condiciones de asépticas y resuspendidas en PBS, quedando 3.3 %p/V, y se
sembraron placas LB sin antibiético, se incubaron durante 12hrs a 37°C . Las colonias fueron contadas usando
la aplicacion Colony Counter, Promega.

66



En la grafica 6 se presenta la comparacion de las UFC encontradas en las heces de
los ratones con y sin tratamiento antibiético encontrando una diferencia

estadisticamente significativa entre ambos grupos.

100=
B Control

B Nifuroxazida
I Rifaximina
B Coctel 1: VMC

UFC x10 4 /ml

Tratamientos antibioticos

Gréfica 11. UFC en heces. UFC encontradas en las heces de los ratones tratados con Vancomicina
50 mg/kg, Ciprofloxacina 25 mg/kg y Metronidazol 5 mg/kg (VMC) comparadas con el grupo control. Las
heces fueron colectadas posterior al tratamiento con VCM y tomadas bajo condiciones de asépticas
y resuspendidas en PBS, quedando 3.3 %p/V, y se sembraron placas LB sin antibidtico durante
12hrs. Las colonias fueron contadas usando la aplicacién Colony Counter, Promega. Prueba T no
paramétrica para comparacion de medias; andlisis de comparaciones multiples p<0.05.
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7.6 Analisis histologico del intestino delgado de ratones tratados

con antibioticos.

Con la finalidad de descartar que la administracion de antibiéticos via oral o
intraperitoneal ocasionaran inflamacion o cambios estructurales a nivel de las
microvellosidades intestinales de los ratones tratados, se realizaron cortes
histolégicos de duodeno de los ratones sometidos a tratamiento con
antibiéticos de amplio espectro via oral (Rifaximina y Nifuroxazida) durante 7
dias y via intraperitoneal (Coctel 1: Vancomicina, Ciprofloxacina y

Metronidazol) durante 3 dias, tal como se realizaba para los experimentos.

En la figura 5, se observan los cortes histoldgicos correspondientes a
duodeno. Mostrando una capa muscular integra y sin inflamacion manifiesta,
de igual forma los enterocitos en las microvellosidades se muestran sin
diferencias en su conformacion y estructura. Con lo cual se comprobé que
los antibidticos no modifican la estructura de las microvellosidades
intestinales después de su administracion, descartando que este factor

pudiera interferir con la entrada del virus a la célula.
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Figura 6. Cortes histolégicos del intestino delgado de ratones tratados con diferentes
antibioticos y el grupo control. A) Grupo control. Ratones sanos sin tratamiento. B)
Nifuroxazida. Ratones tratados con 100mg/kg de Nifuroxazida via oral durante 7 dias C)
Rifaximina. Ratones tratados con 100mg/kg de Rifaximina via oral durante 7 dias D) Coctel
1. Ratones tratados via intraperitoneal con Vancomicina 50 mg/kg, Ciprofloxacina 25 mg/kg
y Metronidazol 5 mg/kg. Cortes transversales de intestino delgado de 5 uM de grosor y

tefiidos con hematoxilina y eosina, aumento 40X.
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8. DISCUSION

El estudio de la microbiota intestinal actualmente ha cobrado gran relevancia ya que
se asocia al desarrollo y mantenimiento de enfermedades metabdlicas, infecciosas,
cronicas y agudas, asi como a estados de bienestar. La microbiota intestinal consta
de millones de microorganismos en estrecha relacion que mantienen un delicado
equilibrio, el cual es necesario para llevar a cabo diversas funciones tanto en el
metabolismo del hospedero como en el sistema inmune. A este equilibrio se le ha
denominado como eubiosis el cual mantiene un estado de salud benéfico en el
organismo, y cuando este equilibrio se ve alterado, conduce a estados de
inflamacion bajo grado que pudiesen detonar algunos otros padecimientos. Sin
embargo, poco se sabe de la relacion de la microbiota intestinal en infecciones
virales y en la respuesta hacia las vacunas orales atenuadas contra rotavirus. En la
actualidad contamos con dos tipos de vacunas orales atenuadas, la vacuna contra
la polio y la vacuna contra rotavirus, ambas con un alto grado de induccion de
proteccion en la poblacion infantil, pero cuyos mecanismos efectores no se conocen

del todo.

Al respecto se ha sugerido que la microbiota juega un papel muy importante en la

generacion de respuestas inmunes protectoras y eficientes contra ambos virus, y

gue cuando la microbiota se encuentra alterada esta proteccion no es tan eficiente.
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En el presente trabajo decidimos evaluar cual es la asociacion del estado de la
microbiota intestinal durante la infeccidon por rotavirus, un virus que infecta los
enterocitos maduros del intestino delgado y que puede ser detectado en heces de
ratones infectados. El modelo murino de infeccion por rotavirus presenta muchas
ventajas, pues ademas de ser un modelo homologo, es decir un virus murino, puede
ser evaluada a fondo la respuesta inmune generada durante un protocolo de

vacunacién y durante la infeccion.

Por esta razon se decidié evaluar si la modificacion de la microbiota intestinal
mediante el uso de antibiéticos altera la duracion y la cantidad de virus excretado
durante la infeccién por rotavirus y si esta modificacion altera la respuesta inmune
hacia una vacuna comercial formulada con virus atenuados de diferentes cepas de
este virus, la cual en humano genera una proteccion por encima del 90% hacia
gastroenteritis severas en México, con poca eficiencia en otros paises de Africa,
asumiendo la participacién de la microbiota como un elemento clave (76). Esta
vacuna ha sido evaluada en el modelo murino donde se obtiene una proteccién de
entre el 60 al 90% ante el reto con un rotavirus murino segun los datos publicados
(77) siendo una respuesta heterologa, ya que la vacuna contra rotavirus contiene

un serotipo diferente al del rotavirus murino, por lo que la proteccién no es del 100%.

Si bien el uso de antibiéticos no es algo indicado para el tratamiento de infecciones
virales, se ha observado que su administracion en caso de gastroenteritis de origen

desconocido, el cual se presume viral, ayuda a la eliminacién y disminucion de la
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diarrea. En el caso de diarrea del viajero causada por norovirus, La administracion
de antibioticos luminales como la rifaximina tienen efecto en la duracion y severidad
del cuadro diarreico. En el caso de la infeccidn por norovirus, se ha demostrado que
hay una asociacion entre elementos de las bacterias de la microbiota que favorecen
y promueven la infeccién, por lo que la eliminacion de las bacterias mediante el uso
de antibidticos favorece la eliminacion del virus de manera indirecta. Por tal motivo,
en este proyecto decidimos utilizar diferentes antibidticos con la finalidad de
modificar la microbiota y evaluar la infeccidbn en el modelo murino, ademas de
evaluar esta modificacion sobre la proteccion inducida hacia la vacuna oral
atenuada contra rotavirus utilizada en México en el esquema de vacunacion del

sector salud.

Para el caso de rotavirus, existen muy pocos reportes que sugieren que la
microbiota es importante para que se lleve a cabo una infecciébn de manera exitosa.
Uno de los ensayos mas relevantes en este punto es que utilizando neomicina y
ampicilina se observa el mismo efecto de disminucién de la carga viral que en los
ratones libres de gérmenes apoyando la idea de que la microbiota es necesaria para
la infeccion. Sin embargo, en estos experimentos, tanto la ampicilina como la
neomicina fueron puestos ad libitum en el agua en dosis muy altas por 7 dias, lo
cual no es lo mas indicado, pues los ratones consumen menos agua de lo normal
debido al mal sabor que esta presenta, provocando un estado de deshidratacion

gue podria estar alterando el ambiente intestinal y por ende la replicacion viral,
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haciendo casi imposible determinar la dosis de antibidtico que consumié cada ratén

de manera individual.

Por estas razones, en nuestro protocolo se incluyeron antibiéticos de amplio
espectro tanto via oral, administrados en una sola dosis diaria con la ayuda de una
canula gastroesofagica, y administrados por via intraperitoneal, en una sola dosis
diaria previos a la infeccion administrandolos solo 3 dias previo a la infeccion. Los
antibioticos evaluados en el modelo de infeccidn por rotavirus fueron rifaximina y
nifuroxazida, usando dosis diarias de100mg/kg 7 dias previos a la infeccion, con lo
gue asegurdbamos la modificacidén de la microbiota antes de la infeccion y también
otro ensayo donde se administraron seguido a la infeccion. Bajo este esquema de
antibioticos encontramos que efectivamente ambos antibidticos tienen un efecto
sobre la replicacion viral y sobre la duracién de la infeccion siendo mas significativo

el cambio cuando los antibidticos son administrados previo al reto.

Los resultados obtenidos muestran que la excrecion de antigeno viral en heces si
disminuye significativamente cuando los antibioticos son administrados previos a la
al reto, mientras que la produccion de anticuerpos intestinales de los ratones
tratados no muestran diferencias respecto al grupo control en contraste con lo
reportado por Uchiyama et al., (12) quienes encontraron diferencias significativas
utilizando ampicilina y neomicina en el aumento de IgA’s con respecto al grupo
control. En nuestro caso la produccion de IgA’s es menor a lo reportado, y cuando

la amplicilina es administrada durante la infeccion, la curva de excrecion es mayor
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al control, fenémeno que no habia sido observado con otros antibiéticos. Con estas
observaciones, corroboramos que los antibidticos administrados via oral, solo
presentan un efecto en la disminucidn de la carga viral cuando son administrados
previos al reto con el rotavirus EDIM, hecho que sugiere, que rotavirus requiere de
elementos de la microbiota intestinal para infectar de inicio, pero una vez establecida
la infeccion, la microbiota no parece ser determinante. Cabe mencionar que los
antibioticos administrados por esta via, a excepcion de la ampicilina, tienen muy
poca absorcion y son considerados como antisépticos luminales, los cuales solo
ejercen su accion antibiética y en algunos casos bacteriostatica durante su paso por
el lumen intestinal, por lo que el tiempo de vida en el organismo es relativamente

corto.

En los ratones tratados con el coctel de antibioticos via intraperitoneal vancomicina,
ciprofloxacina y metronidazol antes del reto, se observé una disminucion de la
excrecion de antigeno viral en heces con alto grado de significancia con respecto al
grupo control pues desde el inicio y al dia 6 acortando la curva de excrecion viral
con respecto al grupo control. En contraste los ratones tratados con el coctel con
ampicilina y neomicina via intraperitoneal la duracién de la infeccion fue la misma,

solo con una disminucién menor en la cantidad de antigeno viral excretado.

Para corroborar que la microbiota estaba alterada por los tratamientos con
antibioticos, se analizé el nimero de colonias de bacterias presentes en las heces

de los ratones dos dias después del tratamiento, justo cuando se hace el reto con
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el rotavirus. Para ello, las heces fueron colectadas y disgregadas en PBS y
sembradas en medio LB sin antibidtico, teniendo asi un parametro indirecto de
crecimiento, pues solamente representa a bacterias que crecen en condiciones
aerobias en este medio. Este determinacion se hizo para todas la condiciones de
tratamiento usadas en este proyecto. Para los ratones tratados con el coctel de
vancomicina, ciprofloxacina y metronidazol via intraperitoneal, se determino
disminucién de 4.6 veces en las colonias bacterianas obtenidas de las heces de los
ratones con respecto al control, asi mismo con los antibiéticos orales encontramos
una disminucién de 1.5 para niforoxacida y 2.7 veces para rifaximina, lo cual nos
indica que efectivamente hay un efecto al menos en el nimero de colonias de

bacterias intestinales.

Ademas de lo anterior, un aspecto que se evalu6 fue que los antibiéticos no
estuviesen alterando la arquitectura ni el estado basal del intestino, y por tanto no
fuese un ambiente 6ptimo para la replicacion viral, causando una disminucién como
consecuencia al dafio celular y no a la disminucion de las bacterias intestinales, por
esta razon se realizo el estudio histoldgico del intestino, de la regién de duodeno-
iléon, sitio donde se instala la infeccion por rotavirus, después de la exposicion a los
antibiéticos, los cuales se sabe que pueden también modular la respuesta inmune
per se. Los resultados del analisis de cortes histologicos tenidos con hematoxilina y
eosina no mostraron cambios en la estructura del intestino delgado ni inflamacion
con lo cual descartamos que la disminucion de la excrecion de particulas virales en

heces se deba a algun dafio causado por los antibioticos al epitelio intestinal.
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Teniendo los datos anteriores, se decidio evaluar cual seria el efecto de la
administracion de los antibiéticos sobre la proteccion inducida por la vacuna oral
atenuada contra rotavirus, ya que existen evidencia de que los antibioticos
potencian la respuesta humoral aumentando la produccion anticuerpos actuando
como adyuvantes, sin embargo, estos anticuerpos en nuestro modelo no parecen
estar participando en la proteccion. Para esto se realizé el mismo protocolo de
modificacion con el coctel de antibidticos Intraperitoneales Vancomicina,
Metronidazol y Ciprofloxacina, posteriormente se administré6 la vacuna oral
atenuada en los ratones sanos, pasados 14 dias se procedio a infectar con rotavirus

EDIM y evaluar la proteccion generada por la vacuna.

Cuando se administran previo a la vacunacion, observamos una disminucion
altamente significativa en la proteccion inducida por la vacuna. Al parecer al igual
que el rotavirus murino, la vacuna al ser de virus atenuado, requiere de replicarse
en presencia de elementos de la microbiota, que al ser eliminados disminuyen su
eficacia. La replicacion del virus vacunal es necesaria para activar e inducir la
respuesta inmune del ratén. Esto ya habia sido reportado por Harris et al. (18),
quienes también modificaron la microbiota intestinal en humanos voluntarios a
administrando diferentes antibiéticos observando que la vacuna no se replicaba
cuando estos se administraban previo a la vacunacion, por lo que se sugiere que en
estos casos la respuesta protectora seria ineficiente, sin embargo, esto solo puede
sugerirse pues solo se midié el antigeno vacunal en heces y la respuesta de

anticuerpos.
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Un dato importante en este estudio, es que la modificacion de la microbiota no altera
de manera significativa la produccién de anticuerpos IgA’s durante la infeccidn salvo
en el caso de la administracion ampicilina y neomicina oral e intraperitoneal, en
contraste con lo reportado por Uchiyama quien observo una potenciacion en la
produccion de estos anticuerpos. En los demas tratamientos no se observan
cambios significativos en la produccion de anticuerpos IgA’s ni IgG’s especificos
contra rotavirus, por lo que los antibiéticos no parecen estar modulando el tipo de
respuesta durante la infeccion. En el caso de los vacunados tampoco observamos
anticuerpos previos a la vacunacién, observacion que sera evaluada

posteriormente.

Por lo anterior podemos concluir, que la modificacion de la microbiota intestinal
impacta el desarrollo de la infeccidén por rotavirus en un modelo murino, aportando
evidencia que confirma que rotavirus al igual que poliovirus, norovirus o reovirus,
utiliza elementos de la microbiota para asegurar su infeccion. Y que ademas esto
podria estar influyendo en la respuesta inmune a la vacuna oral contra rotavirus si
al momento de su administracion existiera alguna disrupcion en el ecosistema

intestinal.

Esta investigacion da pie al estudio especifico de los elementos de la microbiota
intestinal que participan en el establecimiento de la infeccion, y de los mecanismos
de los que Rotavirus hace uso para su beneficio. Lo cual seria de gran relevancia

para mejorar las estrategias de salud que permitan un mejor abordaje de la
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enfermedad asi como de posibles mejoras en las estrategias de vacunacion en
poblaciones de alto riesgo, en donde la composicién de la microbiota pudiese tener

un efecto en la proteccidn generada por las vacunas orales contra rotavirus.
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9. CONCLUSIONES

La administracion oral de Nifuroxazida y Rifaximina durante 7 dias previo a la

infeccion disminuye la excrecion de antigeno viral en heces.

La administracion oral de Nifuroxazida y Rifaximina durante la infeccién modifica
el inicio de la infeccién asi como la cantidad de antigeno viral excretado en

heces.

La administracion de Ampicilina via oral durante a infeccion disminuye la

produccion de IgA intestinales.

La administracion de antibiéticos de amplio espectro como Vancomicina,
Ciprofloxacina y Metronidazol via IP durante 3 dias previo al reto disminuyen

excrecion de antigeno viral en heces de rotavirus en ratones infectados.

La administracién de Vancomicina, Ciprofloxacina y Metronidazol durante 3 dias
via intraperitoneal previo a la infeccion no modifican la produccion de 1gG

especificas contra rotavirus presentes en suero con respecto al grupo control.

La administracion Vancomicina, Ciprofloxacina y Metronidazol via IP durante 3
dias previa a la vacunacion impacta de manera negativa en la proteccién contra
la infeccidn por rotavirus, no asi en la produccion de anticuerpos IgA intestinales

e IgG totales séricos.
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10. PERSPECTIVAS

Analizar mediante secuenciacion o PCR las muestras de heces
después del tratamiento antibidtico para determinar los cambios
especificos en las poblaciones bacterianas presentes en la microbiota

intestinal.

Evaluar los elementos de la microbiota en células infectadas en cultivo

celular para evaluar la infectividad en presencia de estos.

Evaluar la respuesta a otra vacuna oral tetravalente atenuada contra

rotavirus bajo las mismas condiciones experimentales.

Determinar la especificidad, avidez, eficacia y capacidad neutralizante

de los anticuerpos especificos contra rotavirus, presentes en las heces

y sueros de ratones tratados con antibidticos.
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