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y células enteras de Vibrio cholerae
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Introduccién

El ELISPOT es una técnica Util para la deteccién de
células productoras de anticuerpos (CFA) (1). Esta
permite una gran versatilidad, por la posibilidad de
evaluacion de linfocitos B y T, sobre todo en el
estudio de la respuesta mucosa de candidatos
vacunales, entre los que se encuentra Vibrio cholerae
(2), en el gue se pudiera, conociendo la cinética de
recircutacion, evaluar a nivel periférico eventos que
ocurren a nivel mucoso.

A nivel del intestino, las placas de Peyer han sido
identificadas como las estructuras fundamentales en
la induccion de respuesta inmune, la que se amplifica
a nivel de ganglio y bazo (drganos secundarios),
mientras que la rama efectora esta diseminada a
traves de todo el tractus (3-b).

En la proteccién contra Vibrio. cholerae desempefia
un papel determinante la estimulacién de los linfocitos
T auxiliadores de tipo 2 (Th,}, que ademés son los
que predominan a nivel de las placas de Peyer (6).
Estos son importantes en la ayuda a los linfocitos B,
para la respuesta de anticuerpos y en la produccién
de linfocinas para el cambio de isotipo de
inmunoglobulinas de IgG a IgA. La IgA en el proceso
de secrecion adquiere resistencia a la degradacion

enzimatica, lo que permite que esta ciase de
anticuerpo juegue un papel imporitante en la
proteccion contra Vibrio y sea de interés su

evaluacién frente a preparados vacunales en animaies
y humanos (6).

Teniendo en cuenta la previa introduccion del
ELISPOT en inmunizaciones con VA-MENGOC-BC’ (7),
gue el interés en las vacunas orales estd tomando
auge y gue contamos con inmunogenos de Coélera,
fue de interés evaluar la presencia de CFA en
diferentes organos frente a los principales antigenos
de este microorganismo.

Material y Método

Inmunizacion

Se emplearon ratones Balb/c adultos jovenes de 20 +
2 g al inicio del trabajo, en grupos de tres animales.
En el primer disenado para la
determinaciéon de CFA de clase IgG en bazo, se
inmunizaron  dos grupos can células enteras
inactivadas por calor y LPS ({lipopolisacarido) y un
tercero con CT (toxina completa de Vibrio cholerae)
sola. Los dos grupos con LPS fueron previamente
inmunizados con dos dosis espaciadas en 15 dfas, por
via subcutdnea con 1,5 x 10° células, de la cepa
E7946 ElI Tor Ogawa {(O) o la 569B Inaba (), en
adyuvante completo y luego incompleto de Freund. A
los 25 y 3b dias se les desafio por via endovenosa
con 200 wg de LPS purificado uno del serotipo
correspondiente.

experimento

El tercer grupo, inmunizado con toxina recibié per os
10 yg de CT en 2 dosis con 10 dias de separacion. La
IgG total se determind en los dos grupos que
recibierén células enteras asumiéndolos como un
grupo. Existid como control un grupo no inmunizado.
Todos los animales fueren sacrificados a los 7 dias de
la Ultima dosis.

En el segundo experimento con vistas a determinar
las CFA de clase IgA vy la cinética de IgG en diferentes
organos, se inocularon los ratones por via
intragastrica, tres veces (0, 2 y 4 dias), con ayuda de
una canula y anestesia. Se les administré 300 ul de
Cimetidina con Bicarbonato de Sodio al 5%, éste
ultimo se repitid a los 15 min., para neutralizar la
acidez géstrica. Quince minutos después se les
administré 10° células vivas de la cepa C7258 El Tor
Ogawa en PBS. Los animales fueron mantenidos sin
agua durante 2 horas. Los ratones en grupos de tres
fueron sacrificados a los 4, 6 y 7 dfas de la
inmunizacioén.
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ELISPOT

Para la evaluacion de tas CFA se utilizaron placas de
96 pozos segun descrito (7). En el primer experimento
se empled en el recubrimiento 3 nmol/mL de GM,, 3
#g/mL de CT, 25 ug/mL de LPS O o I, 10 yg/mL de
anti-lgG de ratén y PBS como control. En el segundo
el recubrimiento fue CT. Los antigenos fueron
mantenidos a 4 °C durante toda la noche, se bloqued
y se anadieron 0.5 x 10° células de bazo por pozo en
el primer experimento vy de placas de Peyer, ganglio o
bazo en el segundo, durante 4 horas a 37 °C. Se
afiadio el conjugado (anti-lgG o IgAl marcado con
peroxidasa y se reveld con DAB. Los resultados
fueron procesados y expresados como CFA x 10° 6
107 células.

Resultados y Discusidn

La importante inaccesibilidad mucosa para la
evaluacion de la respuesta efectora a ese nivel, hace
gue se tenga que buscar alternativas periféricas para
determinar la induccidon de respuesta en
iInmunizaciones activas o naturales por via oral. La
técnica Vibriocida (8) en suero de humanos es uno de
estos casos, encontrandose cierta correlacion entre ia
presencia de estos anticuerpos de clase IgG v la
proteccién (9). El ELISPOT es otra alternativa con ia
desventaja de ser su positividad periférica transitoria v
con la ventaja de poderse determinar clases vy
subclases de IgG, IgM e IgA. Esta ultima refleja mejor
la proteccion mucosa al pensarse que son los
anticuerpos  de clase IgA los que protegen
esencialmente las mucosas contra la adhesién y/o
colonizacién de Vibrio al intestino, asi como
neutralizan el efecto de la toxina a ese nivel mediante
la inactivacion de CTB impidiendo su unidén al
gangliosido GM,. La determinacién de anticuerpos por
ELISA en suero es una técnica ampliamente utilizada;
pero la IgA a nivel mucoso conileva a extraer por
sondas o por lavados el contenido intestinal, lo que
hace esta evaluacion impracticable cuando se trata de
un nimero elevado de voluntarios o en una prueba de
campo. Por dltimo no existen reportes sobre Colera a
nuestro alcance que correlacionen la IgA sérica con la

producida a nivel mucosa y si la evaluada por
ELISPOT {10).
Por estas razones la eleccién del ELISPOT era

aconsejable y ha sido recomendada para la evaluacién
de cualguier inmundgeno de Codlera. En el presente
trabajo se exponen los primeros resultados de la
evaluacion de esta técnica en animales inmunizados:
por diferentes vias; con varios inmunogenos vy

determinando la respuesta en varios o6rganos y de
diferentes clases de anticuerpos.

La presencia de

linfocitos B fue determinada

empleando como recubrnimiento anti-lgG de ratén vy

como puede observarse

la presencia de CFA IgG

totales se encontré, no solo en los animales
inmunizados, sino también en los controles (p >
0.05). Esto es de esperar por referirse a todas las

celulas B que portan IgG de superficie (Fig.1}.

Fig. 1.
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Células Formadoras de Anticuerpos IgG totales de
bazo de Balb/c controles e inmunizados con células
enteras de Cdlera
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La respuesta obtenida frente a los LPS de los dos
serotipos Ogawa e Inaba fue semejante (Fig.2).

Fig. 2.

CFA / MILLON DE CEL

Células Formadoras de Anticuerpos IgG en bazo de
Balb/c después de 7 dias de inmunizados con
células enteras y Lipopolisacaridos
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La respuesta anti-CT fue significativa (p < 0.05)
entre los inmunizados y los controles y el previo
recubrimiento con GM,, si bien incrementa la
respuesta, no es imprescindible, es decir el CT se fija

adecuadamente al soporte empleado, no obstante
tanto para el ELISA como el ELISPOT se prefiere
recubrir con GM,, que es mas barato que el CT o CTB
{(Fig.3).

Fig. 3. Células Formadoras de Anticuerpos IgG en
bazo de Balb/c después de 7 dias de inmunizados
con Toxina de Cdlera
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La evaluacion a nivel de las Placas de Peyer es

importante, por ser este el dérgano aferente de la
respuesta a nivel del intestino. Algunos reportes
sefalan que los linfocitos inducidos alli pudieran

también proteger a otros niveles mucosos, como el

respiratorio (11}. Por ello este organo fue diana de
nuestro interés, demostrandaose que la respuesta de
IgA, a los siete dias de inmunizados, es detectable en
ellas, asi como en ganglio y bazo (Fig.4).

Fig. 4. Células Formadoras de Anticuerpos {IgA) en érganos
de Balb/c inmunizados con tres dosis de Célera, cepa

C72258, frente a CT
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El estudio’ cinético de la respuesta IgG, evaluado completamente en Estos resultados evidencian que
bazo, muestra un mayor numero de CFA a los 4 y 6 dias en CT es mas inmunogénica gue el
comparacién con los 7 dias (p<0.05). Las IgG también estaban LPS, al menos en el esquema,

presentes en ganglios y placas de Peyer (Fig. 5).

Fig. 5. Cinética de Células Formadoras de Anticuerpos (IgG} en érganos
de Balb/c, inmunizados con tres dosis de Colera, cepa C7258

via vy dosis empleados. Los
mismos confirman lo reportado
en la literatura en el sentido de
gue la toxina de Colera es un
buen inmundgeno tanto por via
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con reconocido poder
adyuvante oral (12-14}. La
respuesta de CFA obtenida por
células enteras muertas fue
superior a las de la inmunizacién
con células vivas, no obstante
es aconsejable realizar un
ensayo en iguales condiciones
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