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Resumen

En el presente trabajo se lievd a cabo el estudio de la
inmunogenicidad humoral de la Subunidad B de la
Toxina del Coélera (CTB) expresada en la cepa
Salmonella typhi Ty 27a después de su administracion
a ratones por distintas vias. En ¢l estudio se demostré
el efecto sensibilizador de la administracion de una
dosis del recombinante después de la reinmunizacion
de los animales con el propio recombinante y con CTB
purificado.

Introduccion

La cepa Salmonella typhi Ty 27a, vacuna viva
atenuada utilizada para la prevencidn de la Fiebre

Tifoidea (1,2,3), ha sido utilizada como vector de
EXPresion de anugenos heterologos en diterentes

estudios (4, 5, 6, 7, 8, 9).

Su utilizacién por la via oral y su capacidad de inducir
respuestas inmunes a nivel secretorio (1,2), ha hecho
que haya sido utilizada para la expresion de antigenos
de Vibrio cholerae con el objetivo de desarrollar
vacunas experimentales contra el cdlera. (7, 8).

En  nuestro laboratorio se han  desarrollado
construcciones genéticas con las cuales se ha logrado
la expresion de CTB en Escherichia cofi, Vibrio
cholerae vy la cepa Salmonella typhi Ty 21a (9,10},
por lo que en el presente trabajo nos propusimos
estudiar la inmunogenicidad humoral de la Subunidad
B de la Toxina del Colera (CTB) expresada en la cepa
Salmonella typhi Ty 21a después de su administracién
a ratones por distintas vias.

Materiales y Métodos

Cepas: Se utilizo la cepa atenuada de Salmonella
typhi Ty 27a (Empresa de Produccion de  Bioldgicos

“Carlos J. Finlay”) y la misma cepa transformada
genéticamente con el plasmido pJF1 que contiene un
gen que codifica la subunidad B de la toxina del
colera (CTB), un promotor inducible por lsoPropyl
ThiolGalactosido (IPTG) y un gen de resistencia a la
Ampicillina {10).

Antibidticos: Se usé la Ampicillina (Boehringer
Manheim) a una concentracion de 50 ug/mL.

Medios de Cultivo: Se utilizé medio LB (Extracto de
levadura (Oxoid) 0.5%, Triptona (Oxoid) 1%, Cloruro
de Sodio (Pharmacia) 1, Medio BH! (Brain Heart
Infusion} {Oxoid), Medio Mac Conkey (Oxoid), Medio
Kliger Iron Agar (Oxcid), Medio Lisina Iron Agar
(Oxoid); los cuatro dltimos preparados segin las
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Control de las Cepas Vacunales

Estudio microbioldgico: Las cepas de Salmonella typhi
Ty 27a transformadas y no transformadas fueron
inoculadas en cufas de medio Kliger Iron Agar vy
medio Lisina Iron (11) e incubadas a 37 °C durante
24 horas después de lo cual se evalud su patron de
crecimiento (11)

Curva de Crecimiento en presencia de Galactosa: Para
realizar el estudio de la curva de crecimiento de las
cepas en presencia de Galactosa estas se inocularon
en medio LB con y sin Galactosa (0.5%) e incubadas
a 37 °C, realizdndose determinaciones seriadas de la
DO de los cultivos a 600 nm con un
espectrofotdémetro Ultraspec 1ll {Pharmacia).

EStudio ae ta Expresion ae C1B: Para llevar a cabo e
estudio de la expresion de CTB, fueron inoculados
5 mL de medio LB con y sin ampicillina con la cepa
transformada y no transformada respectivamente. A
los cultivos obtenidos después del crecimiento
durante 16 horas a 37 °C con agitacién (200 RPM)
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se les determind la densidad dptica a 550 nm segun
la siguiente férmula: 2/DO = mL de cultivo a tomar,
lo que permitid obtener cantidades equivalentes de
células. Los volumenes tomados de cada cultivo
posteriormente fueron centrifugados a 10 000 RPM a
4 °C durante 15 min tomando muestras del
sobrenadante y llevando a cabo la sonicacién del
botén celular en 300 mbL de solucidon salina  (NaCl
0.9%), después de lo cual los cultivos restantes
fueron inducidos con IPTG (50uM) (Boehringer
Manheim) durante una hora a 37°C con agitacién
{200 RPM} toméandose muestras del sobrenadante v
del sonicado del botdn celular segun la metodologia
descrita con anterioridad. A 100 L de las diferentes
muestras de sonicado celular y del sobrenadante se
les determino cualitativamente la presencia de CTB
mediante el método de GM1 ELISA (12).

GM1 ELISA: Para la realizacion de la técnica de GM1
ELISA (12) se utilizaron placas de paliestireno de
96 pozos de fondo en “U” (Nunc). Las placas se
recubrieron  con GM1 (1ug/mL) suministrado por el
Dpto de Cdlera del Instituto Finlay y el blogueo fue
con leche descremada (Oxoid) al 1%. El CTB
{1ug/mL) utilizado como control positivo en el método
cualitativo y como recubrimiento secundario para la
deteccion de anticuerpos anti-CTB fue suministrado
por el Departamento de Colera del Instituto Finlay. El
anticuerpo monoclonal (AcM) anti-CTB (Dpto de
Maonoclonales del Instituto Finlay)  utilizado como
control positivo para la deteccion de anticuerpos anti-
CTB y como primer anticuerpo en el ensayo
cualitativo para estudiar fa expresion de CTB. Se usé
un conjugado anti-IgG de raton acoplado a peroxidasa
obtenido en el Dpto. de Biologia Molecular del
Instituto Finlay utilizado a una dilucion de 1:8000.

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

Animales: Para este estudio se emplearon un total de
149 ratones machos de la linea isogénica Balb/c
suministrados por el Centro Nacional de Produccion
de Animales de Laboratorio (CENPALAB} con un peso
entre 22 y 28 q.

Esquema de Inmunizacion:

Primera Inmunizaciéon: Los animales fueron divididos
en dos grupos: Grupo Recombinante (n=98 ) y Grupo
Control (n= 51).

El Grupo Recombinante fue dividido en tres subgrupos
los cuales fueron inmunizados con la cepa de

Salmonella typhi Ty21a transformada con el plasmido
pJF1.

dividido en los mismos
Grupo Recombinante, pero fue
typhi Ty2la

El' Grupo Control fue
subgrupos que el
inmunizado con la cepa de Salmonella
no transformada.

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

El primer subgrupo del Grupo Recombinante (n= 28)
fue inmunizado con 10? Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) del recombinante por la via oral,
utilizando una céanula intraesotégica en un volumen de
0.1 mL; 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 minutos antes de la
inmunizacion. El segundo subgrupo (n=36) fue
inmunizado con 10° UFC del recombinante en un
volumen de 0.1 mL por ia via endovenosa utilizando
la vena dorsal de la cola y el tercer subgrupo (n=234)
fue inmunizado con 10° UFC del recombinante en un
volumen 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 Control 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 denominaraon: Oral Control (OC)
(n= 17); Endovenoso Control (EC) (n= 17) e
Intraperitoneal Control {IC} (n = 17).

Reinmunizaciones: A las 6 semanas de la primera
inmunizaciéon fueron reinmunizados por via
intraperitoneal con CTB (30 wug) en Adyuvante
Incompleto de Freund en un volumen de 0.1 mL
8 animales del subgrupo OR; 10 del subgrupo ER;
7 del subgrupo IR y 2 animales de los subgrupos OC,
EC e IC.

Paralelamente, a las 6 semanas de la primera
inmunizacion fueron reinmunizados por via
intraperitoneal con 107 UFC de la cepa recombinante
en un volumen de 0.1 mL 8 animales del subgrupo
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OR; 16 del subgrupo ER; 14 del subgrupo IR vy
2 animales de los subgrupos OC, EC e IC.

Estudio de la respuesta inmune humoral contra CTB:
La presencia de anticuerpos anti-CTB en los ratones
inmunizados por diferentes vias se determind por el
meétodo del GM1-ELISA va descrito. Los sueros
analizados se tomaron de los animales sacrificados
semanalmente después de la primera inmunizacién. A
los animales reinmunizados con CTB mas AIF, asi
como a los ratones reinmunizados con Salmonella
typhi recombinante se les tomod muestras de suero a
los 15 y 21 dias después de la segunda inmunizacion,
Los sueros obtenidos después de la primera
munizacion fueron diluidos 1:100, mientras que los
obtenidos de los animales reinmunizados con CTB
mas AIF y con la cepa reccombinante fueron
estudiados en diluciones de 1:600 y 1:100 en PBS-
Tween 20 (0.05%) respectivamente. Como controles
negativos se usaron sueros de ratones no
inmunizados (CN). Todas las muestras fueron
montadas por duplicado obteniéndose la media de las
DO de los duplicados para su posterior procesamiento
estadistico.

Procesamiento Estadistico: Para el anélisis estadistico
se utilizd el Andlisis de Varianza (ANOVA) de
Clasificacién Simple con la Prueba de Comparaciones
Multiples de Tuckey (HSD), ademas se realizd un
analisis exploratorio de los datos mediante un
Diagrama de Caja (Box Plot) para lo cual se utilizd el
paquete estadistico SPSS para Windows Version 5.0.

Resultados y Discusioén
Control de las Cepas Vacunales

Se obtuvo un patron de crecimiento tipico de
Salmonella typhi en los medios utilizados (11) tanto
para la cepa transformada como no transformada.

En cuanto a la curva de crecimiento en presencia de
Galactosa se obtuvo una disminuciéon de la DO de los
cultivos de la cepa transformada y no transformada
después de 5 horas en cultivo, lo que constituye uno
de los métodos de identificacién de la cepa atenuada
(1).

Solo se evidencio la presencia de CTB en el botdn
celular de la cepa recombinante. La expresion de CTB
en dicha cepa se duplicé después de la induccion con
IPTG.

A pesar de que se utilizo una construccion genética
con promotor inducible, el hecho de que se

comprobara la expresidn constitutiva es un elemento
que justifica la utilizacion “in  vivo” del vector
recombinante.

Estudio de la respuesta inmune humoral contra CTB:
En este estudio se demostré qgue no existen
diferencias  significativas entre los  subgrupos
inmunizados en ninguna de las semanas después de la
primera inmunizacion.

Otros grupos han obtenido respuestas de anticuerpos
anti-CTB después de la administracién de la misma
cepa vacunal expresando CTB como proteina de
secrecion (13} y después de la administracién de una
cepa de Sa/monella dublin expresando un epitope de
CTB insertado en la Flagelina (14). Sin embargo, en
esos trabajos se utilizaron tres dosis del recombinante
por via intraperitoneal a diterencia de nuestro
experimento en el cual se utilizé solo una dosis de
inmunizacion.

Otro antigeno de Vibrio cholerae expresado en este
sistema fue el lipopolisacarido, esta vacuna
recombinante fue administrada a humanos, por via
oral, obteniéndose valores hajos de seroconversion
(8).

Con la cepa Salmonella typhi Ty 27a expresando
antigenos de Shigella flexneri vy Shigella sonnei han
sido inmunizados ratones demostrandose un efecto
protector despues del reto con la cepa satvaje (4,15).

Como se muestra en la Figura 1 se encontraron
diferencias significativas (p= 0) de la respuesta anti-
CTB con respecto al grupo no inmunizado, 15 dias
después de la reinmunizacion con CTB mas AIF en los
grupos inmunizados con el recombinante (OR, ER, IR).
A los 21 dias de la reinmunizacidon con la cepa
transfarmada, en los subgrupos inmunizados con la
Salmonella  Typhi recombinante, por las vias
endovenosa e intraperitoneal (ER, IR) se obtuvo un
aumento significativo (p<0.0001) de la respuesta de
anticuerpos con respecto al grupo no inmunizado
(Figura 2).

Los resultados estadisticamente significativos
obtenidos a los 15 dias después de la reinmunizacion
con CTB purificado mas AIF (Figura 1) y 21 dias
después de la reinmunizacion con la cepa
transformada  (Figura  2) animales
inmunizados con el recombinante y el grupo no
inmunizado pudieran interpretarse como una prueba
indirecta del efecto sensibilizante sobre la respuesta
inmune de la administracién del recombinante en su
primera dosis. Estos resultados pudieran considerarse

entre los
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también como una demostracion indirecta de la
expresion “in vivo” de la proteina recombinante va
que en este experimento no fue estudiada, o que se
recomienda para trabajos futuros. A pesar de los
resultados significativos obtenidos, debe tenerse en
cuenta el tamano muestral y la presencia de
dispersion de los valores en los distintos subgrupos
por lo que la demostracién definitiva de estos
aspectos dependen de la realizacion de experimentos
futuros utilizando otros esquemas de inmunizacion
con ¢l empleo de dosis mas elevadas del
recombinante con una frecuencia mayor. La mayoria

de los trabajos realizados en este campo utilizan
esquemas de inmunizacion con la administracion de
indculos mayores en dosis repetidas
independientemente del antigeno heterélogo
expresado (1, 2, 4, 7, 14, 15, 16).

Otro aspecto a considerar, no abordado en el
presente trabajo, es la evaluacion de la respuesta
secretoria de IgA anti-CTB en los animales
inmunizados por la via oral con el recombinante, lo
gue podria resultar de interés para el desarrollo de
vacunas de nueva generacion contra el Colera.

DO
492 nm

Figura 1: GM-1 ELISA. Respuesta de anticuerpos contra CTB 15 dias post-
reinmunizacion con CTB mas AIF. Pares significativos: OR-CN; ER-CN; IR-CN.

DO
492 nm

GRUPOS

P-0.0001

Figura 2: GM-1 ELISA. Anticuerpos contra CTB 21 dias post-reinmunizacion
con Salmonella typhi recombinante. Pares significativos: ER-CN; IR-CN.
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