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IgA ANTIBODIES TO ESCHERICHIA COLI IN SALIVA FROM PATIENTS WITH HIV INFECTION.
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RESUMEN

Se ha demostrado que el virus de inmunodeficiencia humano (VIH) es el agente cusal del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Este sindrome esta caracterizado por la reduccién de células T CD4+ lo
qgue conduce a una severa inmunosupresion. Las infecciones oportunistas de las superficies mucosas sugieren
la existencia de fallas en el sistema inmune secretor. Numerosos estudios han demostrado que la
inmunoglobulina A secretora (IgAs) es la inmunoglobulina predominante de las secreciones mucosas y esta
asociada con la resistencia y eliminacion de agentes infecciosos a nivel de estas superficies. Escherichia coli es
un patégeno gram-negativo que forma parte de la flora normal del tracto intestinal. E. coli es un antigeno no
relacionado con el VIH, esta presente en todos los sujetos, y ha sido posible detectar anticuerpos de IgA en
suero y secreciones como la saliva. contra este patégeno. El objetivo de este estudio fue determinar los
niveles de anticuerpos salivales de IgA contra E. coli en pacientes con infeccion por VIH en varios estadios de
la enfermedad . Se utilizé6 un ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para medir los niveles de anticuerpos de IgA
contra E. coli en saliva total no estimulada de 53 individuos: 18 VIH (grupo A), 17 VIH" con cuentas totales
de células CD4% < 200 mm?® (grupo B), y 18 VIH" con cuentas totales de células CD4* > 200 mm?> (grupo C).
Se observo un ligero incremento (p= 0.06) de anticuerpos de IgA contra E. coli en la saliva total del grupo C
(0.271) sobre el grupo A (0.206) y el grupo B (0.200). Estos resultados indican un ligero incremento en los
niveles de anticuerpos de IgA contra E. coli en sujetos VIH' con cuentas totales de células CD4* > 200 mm?>,

sugiriendo una activacion policlonal de las células B en sujetos VIH™.
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ABSTRACT

The human immunodeficiency virus (HIV) was shown to be the cause of the acquired immunodeficiency
syndrome (AIDS). This syndrome is characterized by depletion of CD4 T cells, leading to severe
immunosuppression. The opportunistic infections of the mucosal surfaces suggest that there is also failure of
the mucosal immune system. Numerous studies have shown that secretory IgA (sIgA) is the predominant
inmunoglobulin of mucosal secretions and is associated with clearance and resistance to infectious agents at
mucosal surfaces. Escherichia coli, is part of the normal flora of the intestinal tract, and is also a common
gram-negative pathogen. E. coli is present in all subjects, is apparently unrelated to HIV infection and IgA
antibodies to this bacterium are found in serum and secretions such as saliva. The object of this study was to
determine the levels of anti-E. coli salivary antibodies in patients with HIV at various stages of the disease.
Therefore, ELISA was used to measure IgA antibody levels to E .coli in whole unstimulated saliva from 53
individuals; 18 HIV- (group A), 17 HIV+ CD4 T cell count < 200 mm?> (group B), and 18 HIV+ CD4 T cell >
200 mm? (group C). There was a slight increase (p = 0.06) of IgA antibody in whole saliva from group C
(0.271 £ 0.14) subjects over group A (0.206 + 0.12) and B (0.200 x 0.11) individuals. These results suggest
a slight increase of IgA anti- E. coli in HIV+ subjects with a total CD4+ T cell count > 200 mm?, providing
further support for polyclonal B cell activation of HIV+ subjects.
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El virus de inmunodeficiencia humano (VIH) fue identificado por primera vez en 1983, demostrandose en 1984,
que el mismo era el agente causal del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Este sindrome se
caracteriza por la reduccion de células T CD4" lo que conduce a una severa inmunosupresion, enfermedades
neuro-ldgicas, enfermedades oportunistas y neoplasmas (1). El tejido linfoide asociado a las mucosas es el
responsable de la mayor parte del tejido inmunolégicamente activo en el cuerpo y las infecciones oportunistas
de las superficies mucosa encontradas en estos pacientes, sugiere la existencia de fallas en el sistema inmune
secretor (2,5). Diversos estudios han demostrado que la IgA secretora (IgAs) es la inmunoglobulina
predominante de las secreciones mucosas y estd asociada con la resistencia y eliminacion de agentes
infecciosos a nivel de estas superficies. La IgAs ha sido detectada en saliva, lagrimas, leche materna, calostro,
sudor y secreciones que bafian la lamina propia de los tractos gastrointestinal, respiratorio y genitourinario (3).
Esta Ig es producida por la activacion de las placas de Peyer (PP) en el intestino delgado o su equivalente en el
tracto respiratorio (4,5,6). La disminucion en la produccion de IgAs puede favorecer la colonizacién y el
desarrollo de enfermedades oportunistas en la cavidad bucal (5,7). La interaccidn entre las células infectadas
con el VIH por medio de los receptores CD4", localizados en la superficie de los linfocitos T ayudadores, y el
antigeno gp 120 situado en la superficie del virus, juega un papel clave en la mayoria de los procesos
inmunolégicos, incluyendo la produccion de IgA secretora (7,8). Se han reportado anormalidades en los niveles
de inmunoglobulinas salivales en pacientes infectados con el VIH(9), sugiriendo que las alteraciones en los
valores de IgA secretora podrian contribuir a las frecuentes infecciones observadas en estos pacientes. Diversas
investigaciones han demostrado una disminucidon no especifica de anticuerpos de IgA sérica e IgAs en saliva de
individuos infectados con el VIH(7,10,11). En contraste, las concentraciones de IgA total en el suero se
incrementan dramaticamente a medida que el paciente infectado con el VIH progresa hacia el SIDA(10,12).
Existen pocos reportes sobre anticuerpos especificos en relacion a la inmunidad de las mucosas en pacientes
con VIH. La mayoria de ellos estan relacionados con los niveles de anticuerpos salivales IgA, IgA1 e IgA2 contra
Candida albicans y proponen que las alteraciones en la respuesta especifica de IgA pueden ocurrir en asociacion
con la infeccién del VIH(7). Un estudio examinando anticuerpos especificos contra S. mutans, un antigeno no
relacionado, encontr6 que los anticuerpos de IgAl e IgA2 contra S.mutans estaban incrementados
significativamente en sujetos VIH* con valores CD4* > 200 mm?, sugiriendo que este incremento puede reflejar
una activacion policlonal no especifica de las células B(12).

Muchas infecciones oportunistas en pacientes con VIH y SIDA son debidas a hongos, protozoarios o patdgenos
virales, contra los cuales normalmente existe una respuesta inmune efectiva mediada por células. Por otra
parte, la inmunidad contra las bacterias es de ambos tipos, humoral y mediada por células y varias
complicaciones bacterianas en las infecciones con VIH y SIDA han sido reportadas. Escherichia coli, es parte de
la flora normal del tracto intestinal, y es ademas un patdégeno gram-negativo. Esta bacteria esta presente en
todos los sujetos y ha sido posible detectar anticuerpos especificos para la misma en el suero y las
secreciones(5). A diferencia de los patdgenos periodontales o C. albicans, E. coli no ha sido implicada en
individuos infectados con VIH como un agente infeccioso cuya presencia en la cavidad bucal pareciera estar
exacerbada por la infeccién con VIH. Sin embargo, E. coli ha sido aislado de tejidos ulcerados de hombres
homosexuales inmunosuprimidos (15). Considerando que la saliva es un fluido del cuerpo de facil obtencién, el
estudio de la respuesta inmune contra una microflora particular podria ser utilizada para evaluar la respuesta
de IgA. Por lo anteriormente expuesto el objetivo de este estudio fue determinar los niveles de anticuerpos
salivales de IgA contra E. coli en pacientes con infeccion por VIH en varios estadios de la enfermedad.

MATERIALES Y METODOS
Seleccion de los pacientes.
La poblacidon a estudiar consistié en 35 sujetos VIH seropositivos (VIH') y 18 VIH negativos (VIH’). El grupo A
(VIH") estuvo integrado por 15 individuos del sexo masculino (12 blancos, 2 negros y 1 hispano) y 3 mujeres
blancas, con una edad promedio de 27 afios . Este grupo fue determinado en base a los resultados obtenidos a
través de la prueba ensayo inmunoenzimatico (ELISA) contra el VIH. El grupo B (individuos VIH* con cuentas
totales de células CD4+ < 200 mm3), consistido en 17 sujetos masculinos (9 blancos, 5 negros y 3 hispanos)
con una edad promedio de 34 afios. El promedio total de la cuenta CD4+ para este grupo fue 58.4 mm?3. El




grupo C (individuos VIH+ con cuenta CD4* > 200 mm3) consistid de 18 individuos, 16 hombres (13 blancos y 3
negros) y 2 mujeres negras, con una edad promedio de 35 afios. El promedio de contaje de células CD4* para
este grupo de estudio fue de 428.7 mm?>. Las muestras de saliva fueron proporcionadas por el Dr. Ned A.
Warner del Departamento de Biologia Oral, de la Escuela Dental de la Universidad de Indiana. A cada uno de los
pacientes se les realizé una historia médico-dental y se obtuvo un consentimiento firmado para participar en
este estudio. Los individuos VIH* fueron incluidos en el estudio independientemente de la ingesta o no de
medicamentos. Se les realiz6 un examen dental y se excluyeron todos aquellos pacientes que presentaron
evidencia clinica de actividad de caries o condiciones gingivales o periodontales severas. Ademas los individuos
con reciente historia de candidisis bucal u otras infecciones mucosas no fueron incluidos en este estudio.

Recoleccidn de las muestras de saliva.
Todas las muestras de saliva fueron recolectadas entre 10:00 am y 2:00 pm. Para este estudio se utilizo saliva
total no estimulada, que fue recolectada por expectoraciéon dentro de tubos coénicos estériles durante 10
minutos y colocados inmediatamente en hielo. Las muestras fueron clarificadas por centrifugacion (10.000 g;
10 min) y almacenadas a -800C hasta su procesado.

Preparacién del ensayo inmuno enzimatico (ELISA) para E.coli
Los niveles de anticuerpos de IgA contra E. coli en saliva fueron determinados utilizando un ensayo inmuno
enzimatico (ELISA). Las células de E. coli fueron crecidas en 500 ml de caldo LB, incubadas a 37°C durante la
noche con agitacién, y posteriormente centrifugadas a 10.000 g por 20 minutos. Las células fueron lavadas tres
veces y resuspendidas en 100 ml de solucién salina 0.15 M conteniendo 0.9 ml de formaldehido a una
concentraciéon de 0.9%. Luego fueron incubadas con formaldehido a temperatura ambiente por 48 h., lavadas
con solucién salina para remover el formaldehido y luego resuspendidas en solucion amortiguadora sodio
carbonato/bicarbonato 0.1 M (p.H 9.6). Placas EIA (ICN Biomedicals INC. Aurora, OH) fueron sensibilizadas con
100 | de E. coli, diluido en solucion amortiguadora carbonato/bicarbonato. Las placas de microtitulacion fueron
incubadas durante 3 h. a 37 °C, luego fueron lavadas tres veces con solucion salina Tween (0.05 M NaCl
conteniendo 0.5% Tween 20) y posteriormente bloqueadas con 200ul de albumina sérica bovina durante 2h. a
temperatura ambiente y luego durante la noche a 4 °C. Las muestras de saliva fueron diluidas 1:10 en solucién
salina Tween, se agregaron 100pul de las mismas y se incubaron por 1 hora a 37 °C. Posteriormente las placas
fueron lavadas tres veces con solucidon salina Tween, para luego adicionar 100ul de IgA anti-humana preparada
en carnero conjugada con enzima peroxidasa (fragmento F(ab'),; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) diluida
1:1000 en solucién salina Tween e incubadas 1h a 37°C. Las placas fueron lavados tres veces en solucién salina
Tween y luego se adiciond el sustrato OPD (0.024% de H,0, y 0.04% de Ofenilenodiamine 2HCL en buffer
citrato pH 5.0) 100l en cada pozo. Se incubd a temperatura ambiente en oscuridad por 60 min. La reaccidn
fue detenida adicionando 100 pl de H,SO, 2N . Las lecturas de densidad optica fueron realizadas en un
espectofotometro (Molecular Devices CORP., Menlo Park, CA) a 490 nm. Todos los ensayos fueron realizados
por triplicado y analizados estadisticamente mediante Ia prueba de t de students.

RESULTADOS



Miveles de IgA total anti Escherichia coli en saliva de pacientes VIH® e individuos sanos
Grupos de Niveles de Iga
individuos (Abzorbancia 490 nm)

Grupo A (VIH") 0206 =0.122
(n=18)

Grupo B (VIH * CD4° < 200 mm ) 0.200+0119
(n=1T7)

Grupe C (VIH* CD4* > 200 mm ) 0.271£0.145
(n=18)

Tabla 1

n= Niumero de pacientes
Resultados son expresados como media = ds

Los resultados obtenidos al evaluar los niveles de anticuerpos de IgA total anti E. coli en saliva total no
estimulada en un grupo de individuos sanos y un grupo de pacientes VIH* con sub poblacién celular CD4* >
200 mm? y cD4* < 200 mm3 puede observarse en la tabla No 1.

Los valores de absorbancia para la IgA total entre el grupo de pacientes VIH* CD4* > 200 mm? (media + ds =
0.271 = 0.145 ) fue ligeramente mayor (p- 0.06), aunque no estadisticamente significativos, cuando son
comparados con los individuos del grupo B (0.200 £ 0.119) y el grupo control (0.206 £ 0.122).

DISCUSION

Se ha reportado que el Sindrome de inmunodeficiencia adquirida esta asociado con un aumento en los niveles
de IgA total en suero o una disminucion de las concentraciones de IgAs (6,16). Estas anormalidades en los
niveles de inmunoglobulina salival en pacientes infectados con VIH sugieren mayor susceptibilidad a
enfermedades de las mucosas relacionadas con enfermedades oportunistas. Reportes de anticuerpos especificos
en relacién a la inmunidad de las mucosas en infeccién con VIH, especificamente en los niveles salivales de
anticuerpos de IgA, IgAl1 e IgA2 contra Candida albicans indicaron alteraciones en la respuesta especifica de
IgA(7). Otro estudiol3 examinando anticuerpos especificos contra S. mutans, un antigeno no relacionado con
VIH, demostré que anticuerpos de IgAl e IgA2 estaban significativamente incrementados en sujetos VIH* con
contaje de células T CD4* > 200 mm? . Estos resultados pudieran reflejar una activacién policlonal no especifica
de las células B. El objetivo de este estudio fue determinar los niveles de anticuerpos salivales de IgA contra E.
coli en pacientes con infeccion por VIH en varios estadios de la enfermedad para observar la respuesta inmune
mucosa en este grupo de individuos. E. coli , es parte de la flora normal del tracto intestinal, estad presente en
todos los sujetos y anticuerpos IgA y anticuerpos IgA salivales contra esta bacteria han sido detectados en
secreciones y suero5. Anticuerpos de IgA salival contra E. coli se han detectado consistentemente en nifios a la
edad de dos meses. La magnitud de la respuesta puede estar influenciada por la intensidad de la exposicion a
E. coli (17). A diferencia de los patdégenos periodontales o C. albicans, E. coli no ha sido implicado, como un
agente infeccioso cuya presencia en la cavidad bucal parezca ser exacerbado en la infeccion por VIH. En este
estudio, en la saliva total no estimulada, se determind un ligero incremento de anticuerpos de IgA contra E. coli
en sujetos con contaje de células T CD4* > 200 mm? en comparacién con los individuos VIH* con subpoblacién
celular CD4* < 200 mm?. Esta tendencia al incremento en los niveles de inmunoglobulina contra un antigeno no
relacionado puede ser debido a anormalidades inmunoldgicas que afectan en alguna medida todas las células
del sistema inmune. Uno de los principales blancos del VIH son los linfocitos T ayudadores, pero también
pueden ser observados cambios en la respuesta de los linfocitos B(18) . Boyd and James (19) reportaron que



algunos de los defectos sobre las células B son: incremento en la activacion policlonal, incremento en los
niveles de inmunoglobulina en suero, fallas en la respuesta inmune primaria y secundaria a los antigenos e
incremento en la proporcion de células inmaduras en la circulacion. Algunos péptidos de VIH, como la porcion
carboxilo terminal de gp41 pueden inhibir la actividad celular de las células NK las cuales son importantes
reguladoras de la actividad de las células B(20). Cuando esta funcién reguladora es suprimida, una de sus
consecuencias podria ser la proliferacion no controlada de células B. Otro estudio21, propone que la respuesta
de las células B puede ser el resultado de anormalidades en la regulacién de las citoquinas como la IL-2, IL-4,
IL-5 e IL-6 que son sintetizadas y secretadas por las células T CD4%, y son responsables del cambio de
transporte isotipico y secrecidon para la IgA. La disminucion de las células T CD4* podria causar una disminucion
en la produccion de citoquinas, con el resultado de una inapropiada respuesta inmune de las mucosas. Aunque
no existe evidencia directa de que el VIH puede infectar a los linfocitos B, la presencia de antigenos virales
conduce a alteraciones en su funcion. Shirai et al (22) demostraron que cambios cualitativos y cuantitativos en
la activacion de las células B acompanan y pueden ser predictivos de progresion de la enfermedad en individuos
infectados con VIH. Estos investigadores estudiaron linfocitos de pacientes VIH' para determinar el nimero y
especificidad de las células secretando inmunoglobulinas, encontrando una respuesta especifica de IgG contra
el virus y una respuesta policlonal de IgM e IgA. Esta activacion policlonal varié en funcién del contaje de las
células T CD4+ y se incrementd entre pacientes con enfermedad avanzada. Ademas la frecuencia de células B
produciendo anticuerpos contra antigenos virales disminuy6é a medida que la enfermedad progresd. Aunque en
nuestro estudio utilizamos saliva, en vez de suero, los niveles incrementados de IgA en sujetos con células T
CD4+ > 200 mm? son similares a los resultados reportados por otros investigadores(13,23) y consistentes con
un proceso de activacion policlonal de las células B.

En conclusidn, los resultados de este estudio indican un ligero incremento en los niveles de IgA contra E. coli en

saliva no estimulada de sujetos VIH* con contaje de células T CD4* > 200 mm?, sugiriendo una alteracion
policlonal en las células B de sujetos VIH+.
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