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RESUMEN

Se aplico un sistema ELISA cuantitativo para la deteccion de anticuerpos IgG en respuesta a la vacuna cubana contra la
leptospirosis humana (vax-SPIRAL), a sueros de 930 voluntarios, 483 inmunizados con vax-SPIRAL y 447 con una vacuna
contra la hepatitis B. Fueron estudiadas las muestras tomadas antes de comenzar el estudio, a los 21 d de aplicada la segunda dosis
y al cabo del afio. Se pudo observar una alta seroprevalencia de anticuerpos a los serovares vacunales antes de comenzar el estudio,
un incremento al doble del valor inicial de la respuesta a los 21 d de la segunda dosis de la vacuna antileptospirosica en 45 % de
los individuos, existiendo diferencias marcadamente significativas (p= 0,000000) entre ambos grupos. Se detectd respuesta a los
3 serovares leptospirales de forma similar. Al cabo del afo los niveles de anticuerpos caen, sin embargo, hay 23,1 % de individuos
que logran duplicar su nivel de anticuerpos respecto al momento inicial, manteniéndose la diferencia significativa con el grupo
que recibié la vacuna contra hepatitis B. Se recomendé la continuacion de la aplicacion de este inmundgeno cubano a los

principales grupos de riesgo.
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El principal mecanismo inmune estimulado por
la mayor parte de las vacunas, radica en la
capacidad litica, opsonizante, neutralizante o
bloqueadora mediada por anticuerpos, por lo que
es necesario su deteccion.!

Los ensayos in vitro han sido utilizados para
evaluar la inmunogenicidad de vacunas o
determinar el grado de proteccion en aquellos casos
en los que se puedan establecer correlatos de
proteccion con las pruebas in vivo.'?

Dentro de las técnicas in vitro mas utilizadas
se encuentran los ensayos inmunoenzimaticos, por
ser muy sensibles y especificos, de elevada
precision y exactitud, y ademas facilitan el estudio
de un gran numero de muestras.'

En los ensayos inmunoenzimaticos en fase
solida (ELISA) es muy importante el paso de
sensibilizacion de esta fase, porque hay una
proporcionalidad entre el nimero de moléculas
inmovilizadas en la primera capa sobre la matriz
solida y las que reaccionan en la segunda capa;
esta proporcionalidad continta en las ulteriores
capas y es responsable de la sensibilidad del
ensayo.%’

Teniendo en consideracion que la inmunidad
humoral desempefia un importante papel en la
proteccion contra la leptospirosis, un sistema
ELISA fue normalizado y validado en el Instituto
Finlay (Centro de Investigacion-Produccion de
Vacunas y Sueros, Cuba) para cuantificar la
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respuesta inmune humoral de IgG inducida en
humanos por la vacuna cubana vax-SPIRAL, el
cual usa como antigeno de recubrimiento de la fase
solida el antigeno vacunal, o sea, células inactivadas
de los 3 serovares leptospirales (canicola,
copenhageni y mozdok) de forma independiente.®

Ese sistema ELISA fue utilizado en este
estudio con el objetivo de conocer la respuesta de
anticuerpos IgG en individuos inmunizados con la
vacuna vax-SPIRAL, y asi profundizar en los
conocimientos relacionados con el empleo de este
inmunogeno cubano.

METODOS
MUESTRAS

Fueron estudiados 930 voluntarios, de ellos 483
habian sido inmunizados con la vacuna cubana
contra la leptospirosis humana (vax-SPIRAL) y
447 con una vacuna cubana contra la hepatitis B
(grupo control). A cada uno se le habia realizado
la extraccidon de sangre para la obtencion posterior
de suero en el momento antes de aplicar la primera
dosis de las vacunas (T0), 21 d después de la
segunda dosis (T1) y al cabo de 1 afio de haber
realizado el esquema de inmunizacién (T2).

PROCEDIMIENTOS

El estudio seroldgico se realizd a ciegas, una
vez culminado el trabajo se descodificaron las
muestras y se procedio al andlisis estadistico de
los resultados.

Los niveles de anticuerpos IgG en suero contra
los serovares canicola, copenhageni y mozdok
fueron determinados utilizando un sistema ELISA
cuantitativo, previamente validado en el laboratorio
(resultados no publicados).

Se utiliz6 un suero estandar comtn para los 3
serovares, confeccionado a partir de una mezcla de
sueros de individuos vacunados con vax-SPIRAL,
que contenia 31, 12 y 58 U IgG/mL contra los
serovares canicola, copenhageni y mozdok, respec-
tivamente.

El procedimiento seguido para el ELISA se
describe a continuacion. Las placas ELISA de
poliestireno (Costar) fueron sensibilizadas con
100 uL por pocillo de células de Leptospira
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interrogans serovares canicola, copenhageni y
mozdok por separado, previamente inactivadas
con formaldehido; luego de una incubacién
durante toda la noche a 40 °C para su total
desecacion fueron lavadas 4 veces con solucion
salina tamponada de fosfatos (PBS) y 0,05 %
(v/v) de Tween 20 (PBS-T) usando un lavador
automatico. Posteriormente se realizé el bloqueo
con 150 uL por pocillo de 3 % (p/v) de leche
descremada en PBS y se incub6 durante 1 h a
temperatura de laboratorio (20-25 °C). La solucion
se elimin6 mediante sacudidas suaves de la placa
sobre papel absorbente y se afiadieron el suero
estandar, el control y las muestras.

La curva de calibracion se prepar6d con 6
diluciones dobles y seriadas del suero estandar
en PBS-T con 3 % (p/v) de leche descremada
(PBS-TL) partiendo de una diluciéon 1:100. Los
sueros a examinar fueron diluidos 1:200 en la misma
solucion anterior. Cuando la actividad de anticuerpos
obtenida fue mayor que el primer punto de la curva
de calibracion para cada serovar, la muestra se
repiti6é en una dilucion mayor (1:400, 1:800, etc.)
hasta obtener un valor que se corresponda con la
curva. El suero control fue trabajado a una dilucion
1:400. Se anadieron 100 puL de cada dilucion de la
curva de calibracion, el suero control y las muestras
de suero a examinar por duplicado y se incubaron
las placas a 36 £ 1 °C en camara hiimeda durante
1 h. Después de realizar otro proceso de lavado
como se indico antes se afiadieron 100 uL por
pocillo de anti-IgG humana marcada con peroxidasa
de rabano picante (SIGMA A8419, USA) diluida
1:15 000 en PBS-TL y se incubaron nuevamente
las placas a 36 £ 1 °C en camara hiimeda durante
1 h. Después de lavar se afnadi6é en cada pocillo
100 uL de la mezcla reveladora (OPD, tampon
citrato pH 5 y H,O, 0,03 %) y se incubaron las
placas a temperatura de laboratorio en la oscuridad
durante 20 min. Posteriormente se realizo una
prelectura de densidad optica (DO) en un lector
de placas ELISA a 450 nm y si los valores del
punto mas alto de la curva estaban entre 0,5 y 0,6
se procedio a detener la reaccién con 50 uL de
H,SO, 2 Ny se realizo la lectura final a 492 nm.

Los valores de absorbancia se transformaron
en U IgG/mL con un programa computarizado
desarrollado por el Centro para el Control y
Prevencion de Enfermedades de Atlanta, USA,
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TABLA. Frecuencias porcentuales del aumento de la concentracion de anticuerpos anti-leptospirales IgG en 2 veces o

mas respecto a TO en cada grupo de estudio a cada serovar

Serovar T1
vax-SPIRAL  Hepatitis B x
(%) (%)

(p=0,000000)

T2
vax-SPIRAL  Hepatitis B x
(%) (%) (p=0,000000)

canicola 37,4 1,5 185
copenhageni 31,0 2,9 127
mozdok 30,6 3,1 122

s

17,3 4,9 35,7
16,7 4,6 34,6
12,6 3,8 23,5

TO: momento antes de aplicar primera dosis de las vacunas, T1: 21 d después de la segunda dosis de las vacunas, T2: 1 afo

de haber sido aplicado el esquema de inmunizacion.

que utiliza la funcion logistic-log de 4 parametros
para construir la curva de calibraciéon. La
determinacion cuantitativa de anticuerpos anti-
leptospira se realiz6 con el paquete de programas
ELISA.

ANALISIS ESTADISTICO

Se realizo el calculo de los valores promedios
de concentracion de anticuerpos anti-leptospira
(U IgG/mL) para cada grupo en cada momento
del estudio, asi como sus intervalos de confianza.
Se compararon los resultados de cada grupo por el
método de 2.

RESULTADOS

En la figura se presentan los niveles de
anticuerpos IgG, cuantificados por el sistema
ELISA, en respuesta a cada uno de los serovares
constituyentes del preparado vacunal vax-SPIRAL
en los voluntarios estudiados, usando como control
una vacuna contra la hepatitis B.

Como se puede observar en el momento inicial
del estudio (TO0) habia una alta prevalencia de
anticuerpos a estos serovares leptospirales.

En la tabla se reflejan las frecuencias
porcentuales del aumento de la concentracion de
anticuerpos anti-leptospirales IgG, en 2 veces o
mas respecto al tiempo inicial (T0) del estudio para
cada grupo frente a cada serovar vacunal. Hubo
un numero importante de individuos en los que fue
necesario realizar diluciones elevadas de los sueros,
para lograr cuantificar el nivel de anticuerpos IgG
mediante la curva de calibracion.

Se pudo apreciar que al cabo del afio la
respuesta de anticuerpos IgG disminuye, sin

embargo, hay individuos que duplican su nivel de
anticuerpos en relacion con el momento inicial.

Otro resultado importante fue que se encontrd
que 45 % (217/483) de los voluntarios inmunizados
con vax-SPIRAL duplicaron sus niveles de
anticuerpos al menos a un serovar de la vacuna, al
cabo de los 21 d después de la segunda dosis, mientras
que en el grupo control se encontrd 4,9 % (22/447),
paraun valor del estadigrafo x >=194 (p=0,000000).
Al cabo del afio se encontr6 esta misma respuesta
en 23,1 % (112/483) y 6,9 % (31/447) de los
individuos que recibieron vax-SPIRAL y la
vacuna contra la hepatitis B respectivamente,
para una . = 47,13 (p= 0,000000).

Se encontraron diferencias muy significativas
(p= 0,000000) entre las respuestas detectadas en
el grupo de estudio y el grupo control en los
diferentes momentos ensayados para cada serovar
de la vacuna.

DISCUSION

Ha sido demostrado que uno de los
mecanismos que participa en la inmunidad a la
leptospirosis es la produccion de anticuerpos
aglutinantes y opsonizantes, dirigido fundamen-
talmente contra los antigenos de la membrana
externa como los lipopolisacaridos (LPS) y las
proteinas.!*-13

La determinacion de la respuesta de
anticuerpos IgG inducida por una vacuna contra la
leptospirosis es de gran importancia, pues
desempefian un importante papel en la proteccion
contra esta entidad dada su capacidad
opsonizante.'*

Vax-SPIRAL es una bacterina trivalente de
células completas que actia como un complejo
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Fig. Respuesta de anticuerpos IgG antileptospira en los grupos estudiados frente a los 3 antigenos vacunales durante el afio de estudio. A:

serovar canicola, B: serovar copenhageni, C: serovar mozdok.

multiantigénico, donde hay un favorecimiento de
las estructuras superficiales proteicas de la
membrana externa.>'* Actualmente se conoce que
existen ademas de los LPS, otras biomoléculas de
naturaleza proteica y componentes de la membrana
externa, que tienen la capacidad de inducir una
respuesta inmune protectora en animales,
demostrado mediante ensayos de reto, tanto con
cepas homologas como heterdlogas. !>

Como no se conoce hacia qué antigenos esta
dirigida la respuesta inmune humoral en personas
vacunadas, se decide utilizar un sistema ELISA
que emplee como antigeno de recubrimiento los
antigenos vacunales, y de esta forma cuantificar
los niveles de anticuerpos IgG dirigidos contra todos
los componentes potencialmente inmunogénicos,
aunque no es recomendable la utilizacién de un
antigeno celular para diferenciar la respuesta a cada
uno de los serovares, porque se pueden encontrar
anticuerpos contra componentes proteicos que

muestran reactividad cruzada entre los
serogrupos.!416

Los resultados obtenidos en el presente trabajo
permiten plantear que el inmundgeno cubano es
capaz de inducir anticuerpos contra sus 3 serovares
componentes de forma similar, lo que demuestra
una vez mas su capacidad de inducir una respuesta
de tipo multiple.

Un hallazgo interesante es la alta prevalencia
de anticuerpos encontrados a estos serovares en
el momento de comienzo del estudio, lo que
demuestra el nivel de exposicion de los voluntarios
a esta enfermedad endémica en el medio cubano
y confirma que, estos serovares forman parte de
los serogrupos aislados con mayor frecuencia.'”-!8

Esta alta seroprevalencia de anticuerpos puede
ser la causa de que en muchos voluntarios no se
haya logrado un incremento de anticuerpos hasta
niveles que dupliquen el valor inicial, lo que no
significa necesariamente que no estén protegidos,
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pues ya se ha reportado que el nivel de IgG
especifica medido en el suero de personas
expuestas al riesgo natural esta relacionado con la
proteccion.? En un estudio similar con este
inmundgeno en poblaciones de riesgo se plantea
que el nivel de respuesta a la vacuna esta
influenciado por el nivel de exposicion del individuo,
encontrando respuestas para cada serovar entre
63,77y 70,04 % de los individuos vacunados.'*

Enun estudio inicial de la inmunogenicidad de
este preparado vacunal, mediante un ELISA que
empleaba como recubrimiento de la fase s6lida un
antigeno proteico género-especifico, se encontrod
que 34,2 % de los voluntarios que recibieron la
vacuna seroconvertian a los 21 d después de
aplicada la segunda dosis, mientras que en el grupo
que recibi6 el placebo lo hacia 6 %;'°?° y a través
de la microaglutinacién de serogrupos con
antigenos vivos se vio que la respuesta principal
era a los serovares copenhageni y mozdok en los
vacunados con vax-SPIRAL;" sin embargo, en el
presente estudio se ha podido detectar mediante
este sistema ELISA respuesta de anticuerpos a
los 3 serovares vacunales.

Los diferentes estudios relacionados con
bacterinas contra la leptospirosis humana, han dado
como resultado que producen una proteccion corta,
de 6 meses a 1 afio, y que por lo general inducen
bajos niveles de anticuerpos aglutinantes, lo cual
puede no estar correlacionado con los niveles de
proteccion conferidos,?-? por ello seria interesante
realizar otro estudio con intervalos de tiempo
inferiores a 1 afio para conocer en qué momento
los niveles de anticuerpos IgG comienzan a declinar.

Este trabajo ha permitido conocer la respuesta
de anticuerpos especificos IgG antileptospira en
individuos inmunizados con vax-SPIRAL, primera
bacterina cubana contra esta entidad, durante un
periodo de 1 afio, y recomienda la continuacion de
su aplicacion a los grupos de riesgo.
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Response of antileptospira IgG antibodies in individuals
immunized with vax-SPIRAL

SUMMARY

A quantitative ELISA for the detection of IgG antibodies in
response to the Cuban vaccine against the human leptospirosis
(vax-SPIRAL) was applied to 930 volunteers’sera, 483
immunized with vax-SPIRAL and 447 with a vaccine against
hepatitis B. Samples were taken before beginning the study, 21
days after the second dose and a year later. A high seroprevalence
of antibodies to the vaccine serovars was observed before
beginning the study. The initial value of the response doubled at
21 days of the second dose in 45 % of the individuals. There
were markedly significant differences (p=0,000000) between
both groups. A similar response to the three leptospiral serovars
was found. After the year the levels of antibodies decreased;
however, 23.1 % of the individuals were able to duplicate their
level of antibodies regarding the initial moment, and the
significant difference with the group that received the vaccine
against hepatitis B still existed. The application of this Cuban
immunogen amomg the main risk groups was recommended.

Key words: Leptospirosis, vax-SPIRAL, IgG antibodies, vaccine.
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