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Resumen

En el presente trabajo se exponen los resultados de la
distribucion y persistencia de la cepa Salmonella typhy Ty
27" expresando la subunidad B de la Toxina del Célera
{CTB) después de su administraciéon a ratones por distintas
vias. En el estudio se comprobo la persistencia de la cepa
vacunal varias semanas después de su administracion, asi
como la estabilidad
utilizada.

im vivo de la construccidn genética

Introduccion

La  Salmonefla typhi Ty 21a es una cepa vacunal viva
atenuada utilizada para la prevencion de la Fiebre Tifoidea
en el humano (1,2}, la cual ha sido obtenida a partir de la
cepa patogena Ty 2a por mutacion, con Nitrosoguanidina
13} . del gen de la Galactosa U Epimerasa (gal E), enzima
mvolucrada en la sintesis del lipopolisacarido (LPS).

Debido  a que este vector ha demostrado su eficacia en la
respuestas inmunes secretorias a nivel
mtestinal y en la prevencion de la fiebre tifoidea en el
humano, algunos grupos de investigacion han explorado la
posibilidad de usar la cepa vacunal Ty21a para expresar
antigenos de otros enteropatégenos (4,5) con el fin de
desarrollar vacunas multiples de nueva generacion para la
administracion por la via oral.

induccion  de

En la cepa vacunal atenuada Salmonella typhi Ty 27a se
han expresado gran variedad de antigenos provenientes de
diterentes patdgenos entre ellos se encuentran el antigeno O
de la Shigella sonnei (4), la subunidad beta de la £ cofi
enterotoxigénica (5), antigeno  proteico de superficie del
Streptococcus  mutans, (8}, lipopolisacarido de  Vibrio
chiolerae (7,8) y la subunidad S1 de la toxina de la
Bordetella pertussis (9).

El colera es una de las entermedades donde reviste crucial
smpaortancia lograr la induccion de respuesta  protectora a
nivel intestinal por lo que la expresion de antigenos de
Vibrio atenuados de
administracion  oral ha sido una de las estrategias
desarrolladas. En este sentido la cepa Ty21a de Salmonelfa
typhi expresando antigenos de Vibrio cholerae ha sido

choferae  en  vectores  vivos

evaluada como vacuna experimental en algunos estudios
4,5 6,7.8, 9).

El elemento patogénico mds importante en la produccién del
colera es la toxina producida por el
constituida por dos subunidades {A v B) de las cuales la
subunidad A es la responsable de la actividad téxica de la
misma vy la subunidad B, constituida por cinco subunidades
que se asocian formando un pentédmero llamado CTB, el cual
es el encargado de mediar la unién especifica de la toxina al
gangliosido GM1 presente en la membrana del enterocito,
por lo que se piensa que la induccidon de un adecuado nivel
de anticuerpos IgA secretorios contra la subunidad B de la
toxina podria bloquear la unién de esta al enterocito y por
clinicas de la enfermedad

microarganismo,

tanto evitar las manifestaciones
{10).

Nuestro equipo de trabajo ha desarrollado construcciones
genéticas capaces de transformar genéticamente la cepa
Ty2la de Salmonefla typhi e inducir en la misma la
expresion de la subunidad B de la toxina del célera (Acosta
A, Resultado no publicado), por lo que en este trabajo nos
propusimos evaluar la distribucion y persistencia de esta
vacuna experimental después de su administracion a ratones
por distintas vias.

Materiales y Métodos

Cepas: Se utilizd la cepa atenuada Salmonella typhi Ty21a
(Empresa de Produccidon de Bioldgicos “Carlos J. Finlay”) v
la misma cepa transformada genéticamente con el plasmido
pJF1 gue contiene un gen que codifica la subunidad B de la
toxina del célera (CTB), un promotor inducible por IsoPropyil
ThiolGalactosido (IPTG) y un gen de resistencia a la
Ampicillina {(11).

Antibidticos: Se uso la Ampicillina {Boehringer Manheim) a
una concentracion de 50 ug/mi.

Medios de Cultivo: Se utilizé medio LB {Extracto de levadura
(Oxoid) 0.5%, Triptona (Oxoid) 1%, Cloruro de Sodio
(Pharmacia } 1%; Medio BHI (Brain Heart Infusion) (Oxoid};
Medio Mac Conkey (Oxoid); Medio Kliger lron Agar (Oxoid);
Medio Lisina lron Agar {(Oxoid), los cuatro dltimos
preparados segun las indicaciones del fabricante (12).
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Animales: Para este estudio se emplearon un total de 111
ratones machos de la linea isogénica Balb/c suministrados
paor el Centro Nacional de Produccion de Animales de
lLaboratorio (CENPALAB) con un peso entre 22 v 28 g.

Control de las Cepas Vacunales

Estudio microbiolégico: Las cepas de Salmonella typhi Ty
21a transformada y no transformada fueron inoculadas en
cunas de medio Khiger {ron Agar y medio Lisina lron (86) e
ncubadas a 37 °C durante 24 horas después de lo cual se
evalud su patron de crecimiento {12},

Curva de Crecimiento en presencia de Galactosa: Para
realizar el estudio de la curva de crecimiento de las cepas en
presencia de Galactosa éstas se inocufaron en medio LB con
v sin Galactosa {0.5%) e incubadas a 37 °C, realizandose
reterminaciones seriadas de la DO de los cultivos a 600 nm
con un espectrofotometro Ultraspec Il (Pharmacia).

Estudio de la Expresion de CTB: Para levar a cabo el
estudio de la expresion de CTB, fueron inoculados 5 mL de
medio LB con y sin ampicillina con la cepa transformada vy
no transformada respectivamente. A los cultivos obtenidos
tlespués del crecimiento durante 16 horas a 37 °C con
agitacion {200 RPM}  se les determind la densidad dptica a
550 nm después de lo cual se tomaron volimenes de los
mismos segun la siguiente formula: 2/DO = ml de cultivo a
lomar, lo gue permite obtener cantidades equivalentes de
relulas. Los volumenes tomados de cada cultive fueron
centrifugados a 10 000 RPM a 4 “C  durante 15 min
tomando muestras del sobrenadante y llevando a cabo la
sonicacion del boton celular en 300 1L de solucidn salina
(NaCl 0.9 %) después de lo cual los cultivos restantes
fueron inducidos con IPTG (50uM1 (Boehringer Manheim)
(200 RPM)
tomandose muestras del sobrenadante vy del sonicado del
boton segun la metodologia descrita  con
anterioridad. A 100 uL de las diferentes muestras de
sonicado celular vy del sobrenadante se les determind
cualitativamente la presencia de CTB mediante el método de
GM1 ELISA {13).

durante una hora a 37°C con agitacion

celular

GM1 ELISA: Para la realizacion de la técnica de GM1 ELISA
se utilizaron placas de poliestireno de 96 pozos de fondo en
con GM1 {1ug/mL)
suministrado por el Dpto de Colera del Institute Finlay y el
blogueo fue con Leche descremada (Oxoid ) al 1%. EI CTB

“U” (Nunc). Las placas sc recubrieron

{1ug/mL) utilizado como control positive fue suministrado
por el Departamento de Cdlera del Instituto Finlay. Se utilizo
tun o anticuerpo monoclonal  anti-CTB  (1pg/M) (Dpto. de
Monoclonales del Instituto Finlay) como primer anticuerpo y
conjugado anti-lgG de ratéon acoplado a
peroxidasa obtenido en el Dpto. de Biologia Molecular del
instituto Finlay utilizado a una dilucion de 1:8000.

se usoé un

Las placas fueron leidas a 492 nm en un lector de ELISA
iMultiskan. Multisof. LabSystems ).

Esquema de Inmunizaciéon

Los animales fueron divididos en
dos grupos: Grupo Recombinante (n= 63 ) v Grupo Control
(n= 48).

Primera Inmunizacion:

El Grupo Recombinante fue dividido en tres subgrupos, los
cuales fueron inmunizados con la cepa de Safmonella typhi
Ty27a transformada con el plasmido pJF1.

El Grupo Control fue dividido en los mismos subgrupos que
el Grupo Recombinante, pero fue inmunizado con la cepa
de Salmonella typhi Ty271a no transformada .

Para preparar los indculos se obtuvo cultives de Salmonelfa
typhi Ty27a transformada y no transformada en medio LB
con y sin ampicillina respectivamente después de una
incubacion a 37 °C con agitaciéon (200 RPM) durante
18 horas los cuales fueron centrifugados a 3000 RPM
durante 15 min a 4°C después de lo cual el botén celular
fue resuspendido en salina para obtener la
concentracion celular deseada.

solucion

El primer subgrupo del Grupo Recombinante (n= 21} fue
inmunizado con 107 Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) del recombinante por la via oral utilizando una canula
intraesofagica en un volumen de 0.1 L previamente estos
animales se habian mantenido en ayuno durante 12 horas,
recibiendo 0.1 mL de una solucién al 8% de bicarbonato de
sodio por la misma via 10 minutaos antes de la inmunizacion.
El segundo subgrupo {(n— 21) fue inmunizado con 10° UFC
del recombinante en un volumen de 0.1 mL por la via
endovenosa utilizando la vena dorsal de la cola, vy el tercer
subgrupo (n= 21} fue inmunizado con 10° UFC del
recombinante en un valumen de 0.1 mL por la via
intraperitoneal. Estos subgrupos se denominaron
respectivamente Oral Recombinante (OR), Endovenoso
Recombinante (ER) e Intraperitoneal Recombinante (IR).

El Grupo Contrel fue subdividido en los mismos subgrupos
que el Grupo Recombinante, inmunizandose los animales
con la misma metodologia pero con la cepa no
transformada. Estos subgrupos se denominaron: QOral
Control (OC) (n= 186): Endovenaso Control (EC) (n— 16} e

Intraperitoneal Control {IC) (n= 186} .

Estudio de la Biodistribucion y Persistencia de las cepas
vacunales

Para demostrar la presencia de las cepas vacunales en
diversos organos (higado, bhaza vy ganglio
mesentéricol y su  persistencia tiempo después de la
inmunizacion se realizaron estudios microbioldgicos, de
biologia molecular e histopatolégicos.

linfatico

Para realizar los estudios microhiolégicos y de bioclogia
molecular se sacrificé y se les extrajeron los drganos a un
animal de cada subgrupo a las 24 horas y a dos animales de
cada subgrupo con una periodicidad semanal hasta la quinta
semana.
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Para llevar a cabo el estudio histopatoldgico se sacrificaron
voextrajeron 1os mismos organos a dos animales de cada uno
de los subgrupos del grupo recomhinante v a un animal de
cada uno de los subgrupos del grupo control semanalmente
durante 5 semanas.

Estudio microbiolégico: Los organos fueron extraidos en
~ondiciones de esterilidad en un Flujo Laminar v macerados
100 wpl de estas
muestras, sembradas en caldo BH! y medio Mac Conkey con
y sin ampicillina e incubadas durante 24 horas a 37°C. Los
crecimientos obtenidos en medio BHI fueron sembrados en
placas de Mac Conkey con y sin ampicillina, e incubados
24 horas a 37°C; las colonias compatibles con Sa/monella
rvphi por siembra directa o a partir de siembra de
crecimiento en medio BHIL fueron inoculadas en los medios
Khgler v Lisina incubandose a 37°C durante 24 horas,
despues de o cual se llevo a cabo su  identificacion
sefimtiva de acuerdo con su patrén de crecimiento en

ono1ombL de Solucton Salina estéril,

cichos medios (12).

Las colonias identificadas
romo Salmonella typhi después del estudio microbioldgico
fueron estudiadas mediante el método de punficacion de
piasmidos a pequena escala por lisis alcalina (14), después

Estudio de biologia molecular:

de lo cual se realizo una electrotoresis submarina en gel de
agarosa (0.8%) con bromuro de ethidio corrida a 100 volts
=n butter TBE utilizando una fuente de electroforesis modelo
-PS 400500 (Pharmacia) v una camara submarina modelo
“NA-200 (Pharmacia) (14) para determinar su presencia en
observadas en un
transiluminador ultravioleta Kodak vy fotogratiado el gel con
nna camara polaroid Kodak. Su concentracion fue estimada
mtizando un cuantiticador automatico de ADN y ARN
raeneQuant DNA/RNA Calculator, Pharmacia). 1 ug de cada
Alstamiento plasmidico fue digerido con las enzimas de
FcoRl Manheimi vy Hind 1l
Manheim)  segun  las

i miiestras después de Ser

rastriccion {Boehringer

Boehringer instrucciones  del
tabricante, donde se compard el patron de restriccion con el
nbtenido con el plasmido pJF1 después de digerido con las
Dicha comparacion se llevé a cabo
después de correr las muestras en una electroforesis en gel

de agarosa  con  la utilizada con

mismas  enzimas.
misma  metodologia
anterioridad,

organos extraidos fueron

Pere s T al TGy on oo ot wdtiesd LUt teg L DU GI

Estudio histopatoldégico: Los
plogues de parafina. Para la tincidn se aplicaron técnicas de
~olaracton con hematoxilina y eosina, siendo observadas en
an microscopio Olympus CH-2 en husca de lesiones

cardcteristicas de la infeccidon por Safmonella (15},
Resultados y Discusion

Control de las Cepas Vacunales

c

Se obtuvo un patron de crecimiento tipico de Salmonella
typhi  en los utilizados tanto para la cepa
fransformada como no transformada.

maedios

Se aprecio una disminucion de la DO de los cultivos de la
cepa transformante y no transformante después de las
5 horas. mientras que este efecto no se produjo con los
medios que no contenian Galactosa. Como se sabe. esta
cepa mutada disminuye su viabilidad en presencia de
Galactosa por lo que este método se utihza como criterio de

identificacion de esta cepa mutada (1).

Se puso de manifiesto Ia

recombinante en el sonicado del boton celular de la cepa

expresion de la proteina
transformada v la duplicacidon de la expresion después de su
induccion con IPTG

A pesar de gue se utilizé una construccidn genética con
promotor inducible, el
expresion constitutiva es un clemento que justifica la
expresion “in vivo" del vector recombinante.

hecho de que se comprobara

Estudio de la Distribucion y Persistencia de las cepas
vacunales:

Estudio microbiologico: En la Tabla 1 se muestran los
resultados del estudio de los drganos de los animales
inmunizados donde se constatd |la presencia de la cepa
vacunal a las 24 horas en higado y bazo de los animales
inmunizados por la via endovenosa (ER, EC) y en higado,
bazo y ganglio mesentérico de los amimales inmunizados por
la via intraperitoneal {IR , |C).

En los animales estudiados en la primera semana post-
inoculacion se obtuvo positividad en las muestras de higado
y bhazo de los animales
recombinante por la via endovenosa (ER) e intraperitoneal
(IR}, mientras que en el Grupo Control, en los inmunizados
por las vias endovenosa (EC) ¢ intraperitoneal (IC), se
crecimiento  en ganglios
mesentéricos. En la segunda semana post-inoculacién se

inmunizados  con la  cepa

obtuvo higado, bazo vy
obtuvo crecimiento en el bazo de los animales inmunizados
por la via endovenosa con el recombinante (ER) v en ol
bazo, higado v ganglio del subgrupo inoculado por via
intraperitoneal con el recombinante (IR, mientras que en ¢l
Grupo Control, en los inmunizados por las vias endovenosa
(EC) e intraperitoneal (IC}, se obtuvo crecimiento a partir del
ganglio mesentérico. En el analisis de la tercera semana
post-inoculacion se obtuvieron resultados positivos en
higado y ganglio en los animales inmunizados por via

endnvennsa cnn ol recamhinante (FRY v an havra  himada
ganglio en los controles inmunizados por via endovenosa

(EC). En el grupo control inmunizado por via oral (OC) se
obtuvo positividad en bazo y ganglio mesentérico y en los
controles inmunizados por via intraperitoneal (IC) se obtuvo
crecimiento en el higado.

En la cuarta semana post-inoculacion se obtuvo crecimiento
en bazo e higado de los animales inmunizados con el
recombinante por la via intraperitoneal {IR) y en el bazo de
los controles inmunizados por las vias endovenosa (EC) e
intraperitoneal (IC). En el estudio de la 5ta. semana post-
inoculacion no se obtuvo resultados positives en ninguno de
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los grupos estudiados. En los grupos inmunizados con la
cepa recombinante tos crecimientos se obtuvieron en las
placas con y sin ampicitlina mientras que en los ammales
mmunizados con la cepa no recombinante solo se obtuvo
crecimiento en las placas sin antibiotico.

Todos los aislamientos compatibles con Salmonella typhi de
acuerdo a su patron de crecimiento en los distintos medios
utilizados tuvieron un comportamiento similar al de la cepa
de Salmonella typhr Ty271a en presencia de Galactosa. El
comportamiento de la persistencia del microorganismo en
los distintos subgrupos no fue homogéneo, aunque de forma
general se constato la presencia del mismo en alguno de los
organos estudiados hasta la tercera semana post-inoculacion
en los animales noculados con el recombinante por la via
endovenosa (ER) y hasta la cuarta semana en los inoculados
con el recombinante por la via intraperitoneal (IR) (Tabla 1).
Otros autores expresando diferentes antigenos en la misma
cepa han logrado persistencias similares en los animales
mmunizados (16}, iguales resultados se han obtenido
después de la administracion de Salmonella typhimurium
recombinante en la misma especie (17}, mientras que otros
grupos  han logrado una persistencia menor de cepas
recombinantes  de  Salmonella typhi v de Salmonella
typhimurium después de su administracion a ratones (4).

En  nuestro  trabajo hemos logrado wuna persistencia
relativamente  prolongada de la cepa después de su
administracion  con  la  posibilidad de que ejerza una
estimulacion  sostenida del sistema inmunitario, en
dependencia de los niveles de expresion de la proteina
heterdloga.

Tabla 1.
animales inmunizados

En los grupos controles inmunizados con la cepa no
transformada por las vias endovenosa (EC) e intraperitoneal
(IC) se obtuvo un comportamiento similar en general al de
los animales inmunizados con el recombinante por las
mismas vias (ER. IR), aungue hubo una mayor persistencia
en los animales inmunizados por la via endovenosa (EC)
(Tabla 1). Esto pudiera poner de manifiesto la existencia de
alguna desventaja para la sobrevivencia de la cepa
transformada genéticamente con respecto a la no
transformada lo que ha sido encontrado por otros autores
(18), mientras qgue en otros sistemas de expresion,
utilizando como hospedero la Sa/monella typhimurium, no se
encontrd  diferencias en la persistencia de las cepas
recombinantes y no recombinantes (16).

En cuanto a la distribucion de las cepas después de su
administracion por distintas vias estas se encontraron con
mayor frecuencia en bazo sin diterencias apreciables al
comparar los animales inmunizados con la cepa
recombinante y no recombinante. La localizacion en higado
siguié un patron similar aunque con menos aislamientos
positivos (Tabla 1) . En cuanto al ganglio los aislamientos
positivos predominaron en el grupo control. La distribucion
del microorganismo en general se comporté de acuerdo a lo
esperado de acuerdo a las vias de administracion utilizadas vy
a los mecanismos naturales de diseminacion  del
microorganismo {(19).

Con relacion a la via oral, los resultados obtenidos (Tabla 1)
ponen en evidencia una distribucién mas tardia e irregular de
las cepas inoculadas probablemente debido a las dificultades
inherentes a esta via de inoculacion.

Resultado del estudio microbiolégico de los 6rganos de los

Grupos Organos 24 horas 1 Semana = 2 Semanas 3 Semanas 4 Semanas 5 Semanas

Bavo - - - B R

OR Higado - - - - _ .
Cranglio - - - . N _
Bazo - B i - B N

OC Higado - - - - . B
Ganglio - - . + N ;
Bazo + + + - - -

'R Hicado + 4 - + - -
Cianglio - - - - - _
Rasza + + - + R

He Higado + + - B _
Cranglio - + + . _
Hazo + + + R + .

IR Hicado + + + : n B
Cranglio + + B .
Bara + + - - + -

1 Higado + + - + , _
Crnglio + + + - - _

() Aislamiento microbiologico compatible son Salmonelia Tvphi
{-) No crecimiento microbiano
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Estudio mediante técnicas de Biologia Molecular

En las muestras provenientes de los diferentes érganos
(Tabla 2), se evidencio la presencia de plasmidos solo en los
aislamientos provenientes de los grupos inmunizados con el
microorganismo recombinante. Es de sefalar que de los
animales inmunizados por via oral el estudio solo pudo ser
realizado en el grupo que recibid el microorganismo no
transformado ya que no pudo obtenerse cultivos positivos a
partir de los animales inmunizados con el recombinante.

En todos los casos se comprobo la identidad del material
ohtenido con el plasmido pJF1.

Tabla 2.

Estos resultados ponen en evidencia la estabilidad /7 vivo
del
vacunal aungue en trabajos futuros debe determinarse ia
de

plasmido utilizado en la transformacidn de la cepa

proporcion microarganismos recombinantes en los

distintos aistamientos. En estudios realizados en modelos
experimentales con BCG recombinante se ha encontrado
estabilidad plasmidica hasta 16 semanas en aislamientos
de

inmunizados y hasta 4 semanas después de la inmunizacion

realizados a partir de ganglios linfaticos animales

en los aislamientos procedentes del bazo {20).

Estudio de la presencia de plasmidos en los aislamicntos obtenidos

a partir de los animales inmunizados

Grupos Organos 24 horas 1 Semana 2 Semanas 3 Semanas 4 Semanas 5 Semanas
3azo ne ne 1ne ne ne ne
OR Higado ne ne ne ne ne ne
Ganglio ne e ne e ne ne
Bazo ne ne ne - ne e
O Fhigado ne ne ne ne ne ne
Camnglio e e ne - ne ne
Barzo + + + ne ne ne
R ficado + + ne + ne e
Granglio ne ne nc + ne ne
Bazo - - e - - ne
¢ Higado - - ne - ne e
Cranglio e - - - ne ne
Bavo + + + ne + ne
IR Hicado + + + ne + ne
+ Cinglio + ne ne ne ne
Bivzo - - ne ne - ne
¢ [Tigado - - ne - ne ne
Cranglio - - - ne ne ne
o) Presencia de ptasmidos
(=) Ausencia de plismidos
ey no crecimiento,
Estudio histopatologico. En la tabla 3 aparecen los animales inmunizados por via endovenosa e intraperitoneal

resultados del estudio histopatoiogico donde se aprecia la
presencia de lesiones tipicas de infeccion por Salmonella en

higado en la primera semana post-inoculacién en los

con la cepa no transformada (EC, IC). En el mismo érgano
se encontraron lesiones en los animales inmunizados con la
cepa recombinante

por via endovenosa en la segunda
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semana post-inmunizacién (Tabla 3). En |la tercera semana

post-Inmunizacion aparecieron lesiones hepéaticas
caracteristicas en el grupo inmunizado con el recombinante
por la via oral {OR) v en los grupos inmunizados con la cepa
no transformada por las vias endovenosa e intraperitoneal

(EC, IC) (Tabla 2}.

En el estudio histopatoidgico realizado a los animales en la
cuarta semana post-inmunizacién se ewvidenciaron lesiones
caracteristicas en el higado en el grupo inmunizado con el
rccombinante por la via oral (OR}) y con la cepa no

transformada por la via endovenosa (EC).

En la guinta semana post-inmunizacién se observaron
lesiones hepaticas tipicas en los grupos inmunizados con el
recombinante por la via endovenosa (ER) y con la cepa no

transformada por la via mtraperitoneal (iC) (Tabla 3.

Ei estudio histopatolégico mostré una sensibilidad menor
aue los metodos microhioldgicos (Tablas 1 v 3).

Es de senalar que solo se tomaron en este estudio como
iesiones positivas las que resultaron caracteristicas de
infeccion por Salmonella y no se tomaron en cuenta gran

cantidad de lesiones en diferentes érganos que si bien eran

Tabla 3.

altamente sugestivas no cumplian con todos los requisitos

necesarios.

En algunos casos se complementaron los resultados del
estudio microbiolégico con el estudio histopatoldgico como
sucedid por ejemplo en el subgrupo inmunizado con el
recombinante por via oral {OR) gue resultd negativo en
todos los estudios microbiolégicos realizados (Tabia 1)
obteniéndose sin embargo resuitados positivos en este
subgrupo en el higado en la tercera y cuarta semana post
inmunizacion.

No encontramos explicacién a la aparncion de lesiones
caracteristicas de salmonelosis solo en higado en las grupos

estudiados.

En resumen podemos plantear que en el presente trabajo se
togro demostrar la persistencia. varias semanas después de
su inoculacion a ratones, de la cepa Salmoneila typhi Ty 21°
expresando la subunidad B de la toxina del colera, lo que
constituye un resultado alentador con respecto a su posible
utilizacion como una vacuna experimental para la prevencion

del colera.

Estudio histopatolégico de los organos de los animales inmunizados

1 Semana

Grupos Organos

2 Semanas

3 Semanas 4 Semanas 5 Semanas

Ravzo -
OR Hicado -

Ganghio -

Razo -
O [igado -

Cranglio -

Bazo -
IR iligado -

Cranglio -

Bazo -
Granglio -

Bazo -
R [Migado -

Ganglio -

Bazo -
¢ Higado +

Ganglio -

i1 Lesiones caracteristicas de inleceion por Safmonella Typhi
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