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Aportaciones mexicanas
en vacunas

JESUS RUMATE*

I. INTRODUCCION

México ha participado muy sefialadamente en la
aplicacion temprana v en el desarrollo inicial de va-
CUnas ¥ Sueros necesarios para prevenir o resolver
problemas importantes en {a salud piblica del pais.

Joseph Flores, médicos sancristobalense practicod
la variolacion en la Nueva Espafia y en la metrdpoli
en las Gltimas décadas del siglo XVIII.

Nuestro pais fue visitado en el periplo de Francis-
co Javier de Balmis en 1804;' la vaccinia (vacuna
antivariolosa) fue transmitida de brazo a brazo de
nifios expositos espafioles v en el viaje transpacifico
a Filipinas y Macao, la vacuna fue llevada y conser-
vada en los brazos de nifios mexicanos. El nombre y
la hazafha de Balmis se recuerda en estatuas, calles y
premios de certamenes cientificos. El desarrollo de
la vacuna antivariolosa ‘‘animalizada’ data de la

segenda mitad del siglo XIX.
El desarrollo cientifico de las vacunas, iniciado

por Pasteur en 1880, condujo a la aplicacion de la
vacuna antirrabica en julio de 1885. Eduardo Licé-

*Académico titnlar. Subsecretario de Servicios de Salud.

Presentado en sesidn ordinaria de la Academia Nacional de Me-
dicina, ¢! 27 de mayo de 1987.

aga obtuvo la cepa de virus fijo durante una visita a
Paris v la vacuna pastoriana fue aplicada por pri-
mera vez en México en 1888. Miguel Otero, en San
Luis Potosi obtuvo, de una cepa autdctona de virus
rabico, la correspondiente cepa fija y la administro
en 1890.

La posibilidad de producir vacunas y suerocs se
debid a la existencia de infraestructura material v
administrativa del sector salud en los inicios del pre-
sente siglo, f.e.. el Instituto Patolbgico Nacional y
después el Institeto Nacienal de Higiene, asi como
el interés y la preparacibn técnica de médicos como
Manue] Toussaint, Angel Gavifio, Ignacio Alvara-
do y Miguel Otero.2

La revolucion de 1910 y su continuacién hasta
1929, casi detuvieron completamente la continuidad
de los trabajos sobre vacunas y sueros. A finales de
tas década de los veintes, un microbiblogo suizo,
Herman Mooser, llega al pais para trabajar en el
Hospital Americano; se interesa por el tifo, concita
el interés de un joven investigador mexicano; Maxi-
miliano Rujz Castafieda, La asociacion con Hans
Zinsser, profesor de Microbiologia en la Universi-
dad de Harvard, lleva al descubrimiento de la natu-
raleza del tifo mexicano.?

Durante la estancia de Ruiz Castaiteda en Har-
vard, en los afios treintas, mantuvo su interés por el
tifo, y a principios de la década siguiente habia de-
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sarrollado en Meéxico un vacuna bivalente del tifo
(exantemdtico y murino) que fue aplicada en Polo-
nia ¥ Rusia durante la II Guerra Mundial. El des-
cubrimiento del efecto del DDT sobre los piojos, hi-
zo innecesaria la vacunacién antitifos, La potencia
inmunogénica de la vacuna Ruiz-Castafieda, obte-
nida de pulmbdn murino, fue superior v més barata
que la desarroliada por Dyer en embriones de
pollo.

En la década de los cuarentas se establecio el la-
boratorio del BCG, se produjo la vacuna para ad-
ministrar por via bucal y se inicid la aplicacidon en
recién nacidos y lactantes menores. En ese tiempo, a
pesar del descubrimiento de Avery, no habija cono-
cimiento de la genética microbiana y no se practica-
ba la inyeccion intradérmica. La tecnologia del lote
de siembra, la liofilizacibn y ¢l control de potencia
(viabilidad) de la vacuna tuvieron que esperar a las
siguientes décadas.

Los afios cincuentas fueron decisivos para la po-
liomielitis: el cultivo de virus en tejidos o monoca-
pas celulares desarrollado por Enders, Weller v
Robbins en 1955,% abrid el camino, tanto para la ob-
tencidn de vinus en cantidades suficientes para cam.
pafias nacionales de vacunacion con cepas de virs
inactivados (vacuna Salk), asi como para disponer
de cepas atenuadas, al través de pases en cultivos
sucesivos (vacunas Sabin, Cox y Koprowski entre
otras). En nuestro pais se produjeron ambas, la tipo
Salk desde 1957 y la Sabin se probdé en estudios de
campo al final de la década.

En los afios 1960, Campillo v col.5 demostraron
la inmunegenicidad de la vacuna Cox en recién na-
cidos vacunados durante su estancia en el servicio
de maternidad y encontraron que los titulos de anti-
cuerpos anti-poliovirus en las madres, deprimian la
respuesta primaria de los neonatos, pero no
interferian con la respuesta anamnéstica, cuatro
meses después,

En 1962, Sabin, Alvarez-Amézquita y Ramos-
Alvarez” realizaron el llamado estudio Toluca,
ciudad en la que demostraron la posibilidad y utili-
dad de vacunar, en pocos dias, a la casi totalidad de
la poblacion pediatrica en riesgo.

La vacunacibn antipoliomielitis, hasta 1986 se re-
alizé con los inmunodgenos producidos en México,
segin la técnica Sabin. La dosificacibn era de
5x10° UF.P. parael tipo 1, 1x10° en el tipo 2 y
3 x 1{¥ para el tipo 3; la poblacion a cubrir eran los
lactantes y preescolares menores no vacunades. La
aplicacibn se realizaba en dos lapsos semanaies du-
rante los meses de enero y marzo.

A partir de 1986, la estrategia de los “*Dias Na-
cionales de Vacunacidon®’ requirié aumentar el con-
tenido del serotipo 1 a 1 x 10° ¥ la poblacién objeto
de cobertura fueron todos los nifios menores de cin-
¢o afios. La produccion local de vacuna resultd in-
suficiente v fue menester importarla; se espera que

para 1988, por lo menos la vacuna utilizada en uno
de los dias v la aplicada en fase permanente, sean de
origen nacional y que, al término del lapso 1986-
1990 v después en la etapa de mantenimiento, se sa-
tisfaga totalmente la demanda nacicnal. La vacuna
antipoliomielitis producida en México, satisface los
requerimientos de calidad de la OMS y es exportada
a varios pajses de los Américas.

En 1958, Fuenzalizada, Palacios y Borgofio en Chi-
le desarrollaron la vacuna antirrdbica a partir de ce-
rebro de ratdn lactante, una mejoria respecto a la tipo
Semple producida en la médula espinal de conejo. Los
accidentes neuroparaliticos son menos frecuentes con
esta vacuna aungue son igualmente graves cuando si
S€ presentan.

La produccibn del Instituto Nacional de
Virologia, satisface la demanda nacicnal que debe
atender alrededor de 110 000 personas agredidas ca-
da aio. Las necesidades de vacuna antirrabica cani-
na (seis millones de dosis anuales), se satisfacen con
la producidén de la Gerencia de Bioldgicos y Reacti-
vos de la §SA y la empresa paraestatal PRONABI-
VE (Productora Nacional de Biolbgicos Veterina-
rios). La vacuna antirrabica obtenida de células
diploides no ha sido posible producirla en nuestro
pais y a pesar de sus ventajas comparativas con la
vacuna Fuenzalida, su costo la hace inasequible en
la situacién actual. Se explora, por recomendacién
de la OMS, la posibilidad de produccion en células
Vero.

En materia de suero hiperinmune, se dispone (ini-
camente del obtenido en caballos, con los inconve-
nientes asociados a la enfermedad del suero y otras
formas de hipersensibilizacidn, Existe la posibilidad
de obtener Ia globulina gamma hiperinmune de do-
nadores vacunados; la modificacion a la Ley Gene-
ral de Salud que prohibe la comercializacibn de la
sangre y alienta la donacibn voluntaria, asi como la
racionalizacibn del uso de paquete globular que
economiza plasma, puede facilitar la obtencién de
la globulina gamma hiperinmune, si se logra la cola-
boracion de voluntarios, i e.: estudiantes de veteri-
naria, ejército y personas vacunadas.

La contribucidn mexicana contemporinea mas
importante, es la adaptacion de la cepa Edmonston-
Zagreb del virus del sarampidn en células
diploides.® La vacuna asi' producida carece de los
efectos sensibilizantes asociados con las proteinas
del huevo de gallina y lo que resultd ser novedoso:
su inmunogenicidad, que permite la seroconversibn
de lactantes_hasta de seis meses de edad.

Los trabajos de Sabin, Flores-Aréchiga y Fernan-
dez de Castro demostraron que la administracibn
por aerosol o por via subcutinea, consigue la sero-
conversibn en lactantes de seis y nueve meses, res-
pectivamente. Las repercusiones de dichas capaci-
dades son de gran importancia para la salud plablica
en los paises del Tercer Mundo, donde el sarampibn
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es causa importante de mortalidad en el primer afio
de la vida.

Se encuentra en marcha en México, D.F., un es-
tudio comparativo de las vacunas Edmonston
Zagreb (cepas mexicana y yngoeslava) v de la Sch-
warz de Mérieux; la planeacidon comprende 1 200 ni-
fios lactantes de seis y nueve meses de edad, que re-
¢ibiran dosis variables de las vacunas producidas en
células diploides v en los que se juzgara la serocon-
version mediante dos pruebas serologicas, La via de
administracion sera subcutanea, El protocolo es in-
terinstitucional de la 8.S.A. y el CDC norteamerica-
no,

Mexico es uno de los nueve pajses del mundo que
puede producir las seis vacunas del Programa
Ampliado de Inmunizaciones, i e.. DPT po-
liomielitis, sarampidn y BCG, amén de la vacuna
TAB vy antirrabicos para humanos y animales do-
mésticos,

En la actualidad se trabaja, entre otras vacunas, en:

1. Vacuna acelular de Bordetella pertiussis,
I, Vacuna anti-adhesinas de E. colf enterotoxigé-
nicos,
ITL. Vacunas anti Entamoeba histolytica,
IV. Vacunas con porinas de Salmonella typhi y
V. Clonacibn de genes de proteinas de la membra-
na externa de S. fyphi v S. typhimurium,
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II. LA CEPA EDMONSTON-ZAGREB
DEL SARAMPION
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Aspectos historicos

Si el sarampion es una enfermedad viral cuyo finico
reservorio es €l hombre, y que adernas requiere una
concentracibn poblacional de 300 000 o méas habi-
tantes para mantenerse en circulaciébn continua, en-
tonces: ;CoOmo y cundo es que aparecid en la raza
humana?

Para dar respuesta a lo anterior, hay que recordar
que el virus del sarampion es miembro de la familia
Paramixovirus género Morbillivirus, a 1os que tam-
bién pertenece el virus del moquillo canino. Es muy
posible que éste tltimo haya sido el origen del virus
del sarampidon, mediante una adaptacidbn del virus
en animales domesticados para convertirse en pato-
geno humano, Tan son parecidos estos dos virus en
su estructura, que la vacuna del sarampidn previene
el moquillo en perros.

Como enfermedad endémica, el sarampibn pro-
bablemente no existid hasta que se alcanzd la masa
poblacional critica, en las culturas mesopotimicas,
hacia el afjo 2 500 antes de Cristo.! La primera
descripcion clinica del sarampion la realizb el médi-
co persa Rhazes, en ¢l siglo [X de nuestra era; una
pormenorizacion de las caracteristicas del exantema
fue publicada por Sydenham en 1970;%3 en 1846,
Panum dio a conocer, en su obra clasica, la epide-
mia de las Islas Faroe, en donde concluyt que el sa-
rampibn tiene un periodo de incubacion de 14 dias y
que la enfermedad confiere inmunidad vitalicia.

El sarampibn fue traido a la Nueva Espaiia por
los conquistadores, y se registraron varias epide-
mias graves en €l siglo XVI1. En 1804, el Real Proto-
medicato editb normas terapéuticas para este mal.®

En cuanto a la historia de la vacuna contra el sa-
rampibn, existen algunos hechos sobresalientes: en
1911, Goldberger vy Anderson lograron transmitir el
virus del sarampion a monos, con 1o cual e tuvo un
modelo animal; en 1954, Enders y Peebles consi-
guieron aislar y cultivar en células renales humanas
el virus del sarampibn, a partir de un niito enfermo
de 13 arios, de nombre David Edmonston.

* Direccion General de Epidemiologia.
** Instituto Nacional de Virclogia. Secretaria de Salud.
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Dichos autores obtuvieron, mediante pases suce-
sivos, en células renales y amnidticas humanas una
variable ligeramente atenuada, llamada cepa Ed-
monston, Algunos afos mas tarde, Katz y Enders
consiguieron atenuar un poco mas esta cepa, al tra-
vés de pases en fibroblastos de embrion de pollo (ce-
pas Edmonston A y B), de donde derivan las cepas
vacunales empleadas en el hemisferio occidental
hoy en dia.**

En un principio, se intentd ¢l empleo de vacunas
con virus muertos, pero se observd que la inmuni-
dad conferida era muy transitoria. Mas tarde, e
aplicaron vacunas con c¢epas atenuadas junto con
gamma globulina humana, con el propbsito de miti-
gar los efectos secundarios a la vacunacion.

Otros cientificos intentaron obtener nuevas cepas
con una atenuacibn mayor del virus vacunal, al tra-
vés de numerosos pases en fibroblastos de embrion
de pollo (Schwarz) o utilizando otros subtratos, co-
mo células renales de perro {(Moraten) o células
diploides humanas (Edmonston-Zagreb).t (Cuadro
D.

Hace poco mas de una década, se consiguid la ce-
pa yugoslava para su produccidon en México, utili-
zando para ello células diploides humanas tipo
MAC-5. Esta cepa fue la utilizada en México por
Sabin, Flores Aréchiga v Fernandez de Castro, en
forma de aerosol,

Produccion de la vacuna E-Z en México

Semilla celular. La vacuna se elabora en células
diploides humanas MRC-S, las que fueron recibidas
en el Instituto Nacional de Virologia (INV) en
febrero de 1975, por cortesa del Dr. P. Jacobs del
Medical Research Council de Londres. Ese material

se encontraba en el pase No. 8 y se practicaron pa-
ses adicionales, hasta el P-18 para obtener la semilla
celular secundaria,

Semifla de trabajo de virus Edmonston-Zagreb.
La semilla original se obtuvo en septiembre de 1975
y fue gentilmente proporcionada por ¢l Dr. 1kic del
Instituo de Inmunologia de Zagreb, Yugoslavia. La
semilla original fue inoculada en células diploides
humanas MRC-5 que se encontraban en P-28. El vi-
rus resultante fue cosechado, mezclado y clarifica-
do, efectuando pruebas de control de calidad como
si se tratara de un lote de vacuna, e incluyendo la
prueba de neurovirulencia.

Para el sistema de produccibn se sigue el denomi-
nado “‘Sistema de lote de semilla’’, que consiste en
cultivar una suficiente poblacibn de células MRC-5;
los cultivos del sustrato celular son incubados a
36°C de manera estacionaria. Al llegar al pase 27 se
inocula la semilla de virus de trabajo, calculando
una muitiplicidad de infeccion de .05 (una particula
viral por cada 20 células), Después de obtener las
cosechas de la réplica viral, se lleva al cabo una
mezcla de las mismas, para posteriormente ser clari-
ficada la suspension viral. Durante todas las etapas
que comprende el proceso, se toman muestras desti-
nadas al control de calidad, que consiste en investi-
gar la posible existencia de contaminacibn por virus
adventicios, bacterias, hongos o por Mycoplasma.
Ademas se realizan el anilisis cariolbgico, las
pruebas de oncogenicidad y se determina la canti-
dad de virus producida,

La vacuna se somete a un proceso de liofilizacion
con la adicibn previa de un estabitizador cuya for-
mula estd basada en proteinas, azicar y fosfatos.

Después de una etapa de investigacion y de-
sarrollo tecnolbgico, que abarcd tres afios de labo-

Cuadro 1

Procesos de atenuacion de las cepas Edmonston
{A y B). Edmonston Zagreb y Schwarz

CEPAS
Sistemas empleados Edmonston Edmonsten Schwarz
A B Zagreb

Células renales humanas 24* 24 24 24
Células amnioticas humanas 28 28 28 28
Embrion de pollo (via intraamniética) 6 6 6 6
Fibrobastos de embridén de pollo 13 13 13 14
Embrion de pollo (¥ia intraamidtica) — 6 6 o

Fibrobastos de embrién de pollo 1 — 77.85

Células diploides

— 19+ =

*Nameros de pases en ¢l sistema correspondiente.

** A nivel de los pases 9, 11 ¥ 13 se purificd la cepa por seleccion de placca en Agar.

FUENTE: Salud Pab (Méx.), 1972: 21:271.
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res, se inicio en 1978 la produccidon regular de la va-
cuna en el [nstituto Nacional de Virologia.

Epidemiologia del sarampion

El sarampién es, seguramente, la més contagiosa de
las enfermedades transmisibles, bastando tan sblo
unos minutos de exposicion a un enfermo para que
los susceptibles la adquieran. La via de entrada es
principalmente conjuntival y respiratoria. No existe
mas reservorio natural que el hombre, y la infeccibn
natural concede inmunidad permanente a los sobre-
vivientes,

El patrén epidemiologico del sarampion y las
consecuencias de esta enfermedad son muy distintos
en los paises industrializados que en aquellos en de-
sarrollo: la proporcidn de los casos en menores de
un afio, asi como la mortalidad asociada, es mucho
mayor para estos Gltimos, Ello obecede en gran me-
dida al estado nutricién de los nifios. La estrecha
asociacion entre la desnutricion y niveles altos de
mortalidad por sarampibn ha sido bien documenta-
da por Puffer y Serrano.’ La tasa de letalidad en
paises del tercer mundo es de 2 porciento y los nifios
menores de un af o son los que se encuentran en ma-
yor riesgo de muerte,’ En cuanto a la distinta distri-
bucbn por edades de 1os casos en los paises seglin ni-
vel de desarrollo, la explicacibn se encuentra en los
niveles y la duracién de los anticuerpos maternos en
el nifio. Es decir, existe una relacién directamente
proporcional entre ingreso per cdpita y duracion de
la inmunidad pasiva por anticuerpos maternos,

En la figura | se observan los niveles y tendencias
de la morbilidad y mortalidad por sarampibn en
Meéxico en el periodo de 1961 a 1986. Se aprecia en
general un curso similar y descendente para ambos

indicadores de salud. L.a curva de morbilidad
describe un importante descnso en el afio. 1973,
hasta 1975, asociado a las campafias de vacunacion,
Las exarcerbaciones periddicas a partir de 1976
coinciden con las fases de menor aciividad en los
programas de vacunacidn especifica.

Por lo que se refiere a la mortalidd, se observa
que en términos absolutos la mayoria de las defun-
ciones se presentan principalmente en el grupo de
nifios de 1 a 4 afios de edad, (Fig. 2).

Por ser las diarreas y las nenmonias complica-
ciones frecuentes del sarampion, ¢l efecto benéfico
de esa vacuna redundaria también en una menor
mortalidad por estos padecimientos,

Sarampion en menores de 12 meses

El sarampibn en menores de 12 meses representa un
problema de salud pfiblica de primera magnitud en
paises subdesarrollados. Se considera que en Africa
el sarampidn es probablemente la principal causa de
muerte asociada a neumonijas y diarreas en menores
de un aflo; en América Latina, ¢l porcentaje de ca-
sos de sarampidn nates de los 12 meses de edad
varia de 15 a 30 porciento y del total de muertes por
esta causa, entre 20 y 40 porciento ocurren ¢n
poblacion infantil. Asi, resulta claro que la mayor
letalidad por sarampibn en paises subdesarrollados
se presenta antes de los 12 meses de edad.?

Los diferentes estudios de inmunidad pasiva na-
tural reflejan la declinacion de los anticuerpos ma-
ternos conforme transcurren los meses; a los seis
meses de edad, una proporcion importante de los
nifios en nuesiros paises son susceptibles al saram-
pion. Algunos autores han explicado el descenso
maés acelerado de los anticuerpos maternos por fac-

CAS0S DE SARAMPION EN RELACION CON LAS DOSIS DE VACUNA APLICADAS EN

LA REPUBLICA MEXICANA.
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DISTRIBUCION PORCENTUAL DE LA MORTALIDAD POR GRUPO DE
EDAD, EN LA REPUBLICA MEXICANA. 1978-19B2.
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FUENTE: DIRECCION GRAL DE ESTADISTICA, SPP ¥ DGE, 854.

Figura 2
tores nutricios e inclusive genéticos; otros autores, (nica alternativa para evitar las muertes por saram-
sin embargo, explican la presencia de sarampibn an- pién en menores de un afio en los paises en de-
tes del afto de edad en paises subdesarrollados como sarrollo es encontrar vacunas que tengan una res-
el reultado de la circulacion temprana y abundante puesta inmunolbgica eficaz a pesar de los anticuer-
del virus del sarampibn salvaje.*"" Asi las cosas, la pos maternos (Fig. 3).

MODELO TEORICO DE LA WNMUNIDAD NATURAL PASIVA, TASAS DE INFECCION Y
EFICACIA DE LAS VACUNAS ANTISARAMPION,

O = Em -3 0

— SERQPOSITIVIDAD POR == PORCENTAJE DE CASOS DE ~=- SEROCONVERSION A LAS - EFICACIA ESPERADA DE
ANTICUERPOS MATERNDS SARAMPION POR EDAD VACUNAS TRADICIONALES NUEVAS VACLMAS
Figura 3
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Estudios de seroconversion

Los estudios de seroconversién de vacunas antisa-
rampionosas en el mundo han revelade en general
frecuencias de seroconversibn inferiores a 65 por-
ciento en menores de siete meses. El trabajo de Sa-
bin y cols., publicado en 1983 y efectuados en
Nuevo Lebdn, mostrd resultados muy prometedores,
al aplicarse la vacuna Edmonston Zagreb en meno-
res de seis meses, puesto que se encontraron tasas de
seroconversidon de 90 porciento en 39 niflos en
quienes se aplicd la vacuna EZ mexicana por aero
sol, al compararse con tasas de seroconversion de
30 porciento con cepa Schwarz.”

En 1984, Sabin publicd resultados de la. utiliza-
cién de vacuna EZ mexicana aplicada por via sub-
cutinea a dosis de 5 000 PFU (unidades formadoras
de placa} y en la cual encontré seroconversion de
100 porciento en diez nifios de seis meses estudiados
con las técnicas de ELISA y neutralizacién en
placa.’? Trabajos realizados por la Direccibn Gene-
ral de Epidemiologia con vacuna Schwarz en nifios
de Oaxaca y Guanajuato, mostraron tasas de sero-
conversion inferiores a 75 porciento en menores de
diez meses.”? Fernandez de Castro y col. publicaron
los resultados de aplicacidn de vacuna EZM por via
subcutinea y en aerosol y Schawrz sélo por via sub-
cutdnea. Se encontraron tasas de seroconversién
mayores de 95 porciento en nifios de seis a nueve
meses de edad, vacunados con la vacuna EZM por
via subcutinea.¥ Beck, del Instituto Zagreb de Yu-
goslavia, ha empleado la vacuna EZY por via intra-
nasal y subcutanea, encontrando frecuencias de se-
ropositividad superiores a 90 porciento 42 dias des-
pués de la aplicacibn de la vacuna por via subcuta-
nea o intranasal en nifios de cuatro a seis meses, !

Los logros obtenidos con la vacuna Edmonston
Zagreb, particularmente en Yugoslavia, se pueden
atribuir, por un lado a la cepa vacunal, y por otro, a
la alta potencia de [as vacunas utilizadas. Whittle ha
descrito que al aumentar la potencia de la vacuna
EZ, se obtienen mejores tasas de seroconversion y
medias geomeétricas de los titulos de anticuerpos, !¢

En resumen, los estudios previos han mostrado
que la vacuna antisarampionosa cultivada en célu-
las diploides humanas y producida a partir de la ce-
pa Edmonston Zagreb, ha mostrado mejor inmuno-
genicidad que otras cepas vacunales incluyendo la
Schwarz, Estos mismos estudios han sefialado la
posibilidad de que esta vacuna sea inmunégena a
pesar de los anticuerpos maternos en menores de 12
meses. Al mismo tiempo los estudios sobre reac-
ciones agudas adversas, son acordes con la hipbtesis
de que la cepa Edmonston Zagreb produce menos
reacciones indeseables.

Estudios de seroconversion en México

Esth en proceso un estudio cuyos objetivos son
comparar la inmunogenicidad de la vacuna antisa-
rampioncsa Edmonston Zagreb (producida en Mée-
xico ¥ en Yugoslavia) con la Schwarz, aplicadas con
tres potencias diferentes a nifios de seis y nueve me-
ses de la ciudad de Meéxico, y comparar las reac-
ciones adversas agudas de las vacunas Edmonston
Zagreb y Schwarz.

En nuestro estudio, la unidad de investigacion es-
ta constituida por 1 800 nifos de seis meses (mas
menos dos semanas), que son habitantes de tres de-
legaciones del Distrito Federal, clinicamente sanos,
sin antecedentes de vacunacién antisarampionosa o
de enfermedad, ¥ que cumplen con ciertos criterios
de seleccion. En todos los casos, se cuenta con una
carta de consentimiento aceptando participar en el
estudio firmada por los padres (Fig. 4). El disefio es
prospectivo: se seguira a los nifios que se les aplique
la vacuna a los seis meses de edad durante 16 sema-
nas, y en los que se vacunen a los nueve meses de
edad hbra un seguimiento seroldico desde los seis
meses, es decir, tres meses antes de Ia aplicacion de
la vacuna, hasta los 12 meses y medio. Es un disefio
doble ciego, en el cual ni los padres de los nifios, ni
las enfermeras que efectuaran el seguimiento
clinico, ni el personal de laboratorio que analizara
las técnicas serologicas, sabran qué vacuna o dosis
les fue suministrado. La seleccibn de los nifios para
cada uno de los grupos se efectuara en forma ale-
atoria,

Las vacunas utilizadas en la investigacion son; |)
Edmonston Zagreb cultivada en células diploides
humanas MRC-5, producida en el Instituto Na-
cional de Virologia de la Secretaria de Salud, con
dos dosis diferentes, una de 3.7 y otra de 4.7 mas
menos (.25 logaritmo de la dosis infectante de culti-
vo de tejido 50 por cada dosis (0.5 ml); esta
TCID50 corresponde aproximadamente a § 000 y 50
00¢ particulas virales. 2) Edmonston Zagreb culti-
vada en ctlulas ciploides humanas WI-38, produci-
da en el Instituto Zagreb de Yugoslavia, con dosis
de 4.7 y5.7 log. TCL,/0.5 ml. 3) Schwarz cultivada
en fibroblastos de embrién de pollo, producida por
un laboratorio comercial francés, a las dosis de 3.7,
4.7 y 5.7 TCID50.

La toma de muestras serolbgicas en todos los ca-
sos serd antes de la vacunacion, siete semanas des-
pués v 18 semanas posteriormente, Se utilizaran co-
mo téchicas serologicas la inhibicion de la hemaglu-
tinacion (IH), y otras mas sensibles, como la inmu-
noenzimética de ELISA v la de neutralizacion en
placa descrita por Albrecht, la cual es la técnica mas
sensible para la determinacion de anticuerpos
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1. VACUNA ANTITOSFERINA
ACELULAR AVANCES EN LA
DETOXIFICACION.

I. ADOLFO GARCIA-SAINZ*
JUVENCIO RUIZ-PUENTE
JAIME JIMENEZ-PAREDES
ARTURO RUIZ-ARRIAGA

La Bordetella pertussis en un bacilo pequefio Gram
negativo que fue aislado y caracterizado como
agente causal de la tosferina en 1906 por Bordet ¥
Gengou, Este bacilo fue conocido por muchos afios
como el bacilo de Bordet-Gengou y posteriormente,
como Haeemophilus pertussis; pero fue en 1952
cuando Moreno-Lopez agrupd a tres bacilos serold-
gicamente relacionados (B. pertussis, B. paraper-
tussis y B. bronchiseptica), en un género al que de-
nominé Bordeteila en honor de Bordet,

Antes del advenimiento de la vacunacibn masiva,
la tosferina era una de las causas mas importantes
de mortalidad infantil en todo el mundo. El éxito de
Pasteur, al desarrollar vacunas contra algunas enfer-
medades virales y bacterianas, inspird a muchos in-
vestipadores a buscar una posible vacuna contra la
tosferina. Desafortunadamente la Bordetella per-
fussis no es un germen facil de cultivar y los esfuer-
zos de muchos investigadores fracasaron. En 1933
Sauver y en 1939 Kendrick y Eldering comunicaron
los primeros &xitos en la produccion de una vacuna,

* Académico numerario. Departamento de Bioenergética, Insti-
tuto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Auténoma de
México. Los demds autores. Instituto Nacional de Higiene,
Secretaria de Salud. Este trabajo fue apoyado para su realizacion
por un donativo del CONACYT (BCCBBNA 021425).

En los afios cincuenta en los paises desarrollados, y
para los sesentas en los subdesarrollados, se inician
las campaiias de vacunacibn masiva. A consecuen-
cia de ésta y del mejoramiento de las condiciones
sociales de la poblacibn, en practicamente la totali-
dad del mundo ha disminuido la incidencia de tosfe-
rina.! En nuestro pais, en los afios cincuenta, la tasa
de morbilidad era de aproximadamente 100 por ca-
da 100 000 habitantes; para los ochentas, la tasa de
morbilidad ha disminuido a entre 2 y 3 por cada 100
000 habitantes.? Sin embargo, la tosferina no ha si-
do eliminada: en 1981, la Direccibn General de
Epidemiologia informd 1 346 defunciones por tos-
ferina, con una tasa de mortalidad de 2.9 por 100
000 habitantes.? Resulta evidente que el esfuerzo
por lograr la vacunacion del total de la poblacién
infantil mexicana debe continuar e incluso reforzar-
se.

La vacuna en uso en nuestro pais y en general en
tode el mundo (excepto Japbn, ver méis adelante),
consiste en una suspensién de Bordetella pertussis
muerta por calentamiento; esta suspensidbn es gene-
ralmente asociada a los toxoides diftérico y tetanico
para la formulacién del DPT. La vacuna que se usa
en México es fabricada en el Instituto Nacional de
Higiene, con tecnologia en gran parte desarrollada
en el mismo Instituto v de acuerdo con las normas
que la Organizacion Mundial de la Salud ha estable-
cido.

Aunque la vacuna actual es indiscutiblemente
una herramienta de enorme valor para la preven-
cion de la enfermedad, existe un interés mundial
por obtener una vacuna mejorada. Las razones pa-
ra tratar de mejorar la vacuna son fundamental-
mente dos: 1) al tratarse de una suspension de gérme-
nes, contiene miles de antigenos de los cuales sblo
unos cuantos son importantes para inducir la pro-
teccion inmunolégica; 2) la vacuna no esti exenta
de reacciones colaterales indeseables: un porcentaje
elevado las presenta menores, como fiebre o irrita-
bilidad, pero se han comunicado reacciones més
graves, como convulsiones, taquicardia paroxistica
¥ dafio cerebral permanente en un niimero, afortu-
nadamente muy pequefio, de pacientes. Esto altimo
ha ocasionado que algunos paises con baja inciden-
cia de tosferina interrumpan sus campafias de vacu-
nacidbn masiva, con resultados lamentables por la
aparicion de epidemias, !¢

Durante los Gltimos afios se ha desarrollado una
gran labor de investigacién, con el fin de determinar
cuéles son los antigenos inductores de proteccion
contra el germen. Existe amplia evidencia de que
por lo menos dos antigenos —la toxina pertussis y
la hemaglutinina fibrosa— son importantes para in-
ducir proteccidbn.’? Algunos grupos consideran que
otros antigenos también son importantes como son
los aglutinbgenos’ y la adenilato ciclasa extraci-
toplasmica.?
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La toxina pertussis es una exotoxina de naturale-
za protéica, con un peso molecular aproximado de
119 KDaltones.® Estad formada por seis subunida-
des; una de cllas, el protomero A, es la parte
cataliticamente activa de la toxina; las otras cinco,
constituyen el oligbmero B, que sirve para que la to-
xina se fije a las células que ataca.? La toxina tarda
en penetrar al interior de las céiulas aproximada-
mente dos a tres horas; una vez en el interior de
ellas, cataliza la ADP-.ribosilacidbn de dos proteinas
membranales, llamadas *“Ni*’ y **No"’, utilizando el
NAD de la célula.**? Estas proteinas “Ni'’ y “No’’
son importantisimas para las células, pues acoplan
a los receptores para hormonas, neurotransmisores
y autacoides, con sus efectores membranales, tales
como la adenilato ciclasa,"* o algunos canales i6ni-
cos,1413 La ADP-ribosilacibn que causa la toxina al-
tera draméiticamente su funcibn conduciendo a se-
rias alteraciones celulares (véase *'? para revisiones
sobre estos aspectos). A la toxina pertussis también
se le ha conocido con otros nombres como son: fac-
tor promotor de la leucocitosis, factor promotor de
la linfocitosis, factor de toxicidad tardia, factor
sensibilizante a la histamina, proteina activadora de
los islotes pancreiticos, entre otros. Estos nombres
basicamente describen los efectos que produce; ini-
cialmente se pensd que se trataba de diferente toxi-
nas, pero Mufioz' logrd demostrar que todas estas
actividades se encontraban en una sola molécula: la
toxina pertussis. Esta toxina muy probablemente
esta involucrada en la patogenia de la enfermedad v
en algunas de las reacciones adversas que produce la
vacuna,

Pudiera pensarse que es indeseable que esta toxi-
na esté presente en una vacuna. Sin embargo, existe
suficiente evidencia para pensar que es ¢l principal
antigeno protector.™ Se ha demostrado que esta to-
xina inactivada es capaz de proteger contra el
desafio por Bordeiella pertussis.

La hemaglutinina fibrosa es una proteina oligo-
mérica de muy alto peso molecular que ha sido ca-
racterizada recientemente;!®* uno de los grandes
problemas para su caracterizacion ha sido la presen-
cia de miltiples fragmentos y agregados con activi-
dad de hemaglutinina. Esta proteina carece de acti-
vidad tbxica, es poco capaz de inducir proteccion
activa por si misma, pero amplifica la accibn pro-
tectora de la toxina pertussis, Por otro lado, se ha
sugerido que esta proteina es parte de la fimbria o
pili de la superficie de la bacteria ¥ que es muy im-
portante su accidn antigénica pues evita la coloniza-
cibnsn1?

Los aglutinbgenos esthn definidos operacionai-
mente como antigenos de la superficie bacteriana;
los anticuerpos antiaglutinbgenos son capaces de
aglutinar a las bacterias,®? Algunos de estos
antigenos han sido caracterizados molecularmente y
se piensa que participan en la inducecion de protec-
cion.? Por otro lado, la Bordetella pertussis produce

ung adenilato ciclasa extracitoplasmica capaz de in-
vadir algunas células y de alterarles su funciona-
miento;? se ha propuesto que pudiera ser importan-
te en la patogenia de la enfermedad e incluso como
antigeno protector.®

Durante la segunda mitad de los afios setenta, Ja-
pbn desarrolld una vacuna de tipo acelular que con-
tiene exclusivamente dos antigenos: la toxina per-
tussis y la hemaglutia fibrosa.* Esta vacuna se ha
aplicado a la poblacidn del Japon desde 1981; en
1984 se dieron a conocer los primeros resultados,
que han sido alentadores en el sentido de que la
nueva vacuna induce una buena proteccidn (similar
a la de la vacuna tradicional), pero que produce una
mucho menor incidencia de reacciones colaterales
indeseables. *'%1®

Nuestro grupo ha logrado producir un extracto
acelular capaz de inducir protecciéon en el raton.®
Se obtiene con tecnologia muy simple ¥ a bajo cos-
to; este extracto ha podido ser parcialmente caracte-
rizado,” y contiene toxina pertussis, hemaglutinina
fibrosa v otros componente aian no
caracterizados. ' En el presente trabajo se presen-
ta ¢l avance logrado en la detoxificacion del produe-
to,

Material y métodos

El procedimiento para la obtencién y detoxificacion
del producto se encuentra indicado en la figura 5.
Se utilizo Bordetella pertussis, cepa 509, en estos es-
tudios. Esta cepa ha sido preferida por las siguiente
razones: crece con relativa facilidad, produce con-
sistentemente una cantidad razonable de toxina per-
tussis y forma parte de la vacuna actual. La Borde-
tellg fue cultivada en medio Stainer liquido por
aproximadamente 48 horas (hasta que el medio al-
canzé un pH de 8.2). El producto es concentrado
por precipitacidn acida con 4cido c¢itrico;® El preci-
pitado se resuspende en aproximadamente la déci-
ma parte del volumen original y se le ajusta el pH a
7. Las bacterias son eliminadas por centrifugacién y
el sobrenadante es utilizado como fuente del extrac-
to acelular. Para la detoxificacion, se agrega el o los
reactivos con los que e realiza este proceso y poste-
riormente se realiza una precipitacidén con sulfato
de amonio, con el fin de concentrar el producto. El
precipitado es colectado por centrifugacion, se re-
suspende en solucidn isotdnica y se dializa exhausti-
vamente (24 horas con varios cambios). Este pro-
ducto es el extracto acelular que se sujeta a las
pruebas que a continuacion se describen.

La potencia protectora se estudié usando la
prueba estandar de desafio intracerebral desarrolla-
da por Kendrick y colaboradores.” En esta prueba
los ratones de la cepa INH Swiss Webster Stock
N:NIH (SW) son retados con 300 a 500 veces la
LD50 de B. pertusis (cepa 18323) 14 dias después de
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FIG. 5. Procedimiento para la preparacion del extracto acelu-lar
antipertussis.

la administracion intraperitoneal de una sola dosis
del extracto acelular,

La leucocitosis fue determinada en una muestra de
sangre obtenida cinco dias después de la administra-

¢ion del extracto acelular. Este périodo de observa-
cion fue escogido por que generalmente el quinto
dia se observa la maxima leucocitosis®, datos no
publicados).

La actividad de sensibilizacion a la histamina se
estudio de la siguiente manera: cinco dias después
de la administracién del extracto acelular, los ani-
males fueron inyectados con 0.1 mg/kg de bifosfato
de histamina y la mortalidad se registré a las 24 ho-
ras. La toxicidad del producto fue determinada por
el método de Pittman y Cox.2

Resultados y discusion

Come puede apreciarse en la figura 6, la admi-
nistracion de dosis relativamente bajas del extracto
acelular induce, en una forma dependiente de la do-
sis, una proteccion activa en el ratén. En estas con-
diciones, la dosis que proteje a 50 porciento de los
ratones (DEsqg) fue de 3.7 ug por raton. Esta DEspes
muy similar a la observada en otros estudios;? lo
que habla de la reproducibilidad del efecto. Es im-
portante que se observe gue el maximo de protec-
¢idn se observa con 10 ug y que si se aumenta la do-
sis, paulatinamente se va perdiendo la proteccion,
al aparecer claras muestras de toxicidad. Dosis de
50 pg o0 mas llegan a causar la muerte de aigunos

animales antes del desafio. Esta situacién se presen-
ta también con la vacuna tradicional y constituye el
principal problema de los produc¢tores de vacuna
pertussis en todo el mundo. Como puede apreciar-
se, el margen entre proteccion y toxicidad es relati-
vamente estrecho.

Se intentaron varios métodos de detoxificacion

que han sido sugeridos por diversos autores, tales
como el tratamiento térmico (tradicional para la de-
toxificacion de la vacuna contra la tosferina), la
formalina*'? y el agua oxigenada,' entre otros. En
todos los casos, lo que se observé es que al abatirse
la toxicidad se pierde la potencia protectora. Vale la
pena mencionar que en una reunidn reciente en los
Institutos Nacionales de Salud de los Estados Uni-
dos de Norteamérica, se tratd de obtener informa-
cion de los productores japoneses respecto al proge-
50 de detoxificacidn; estos procesos son desarrolla-
dos por cada ura de las compafiias farmacéuticas
productoras de las vacunas y como era de esperarse,
los representante fueron bastante cripticos.’
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FIG. 6. Proteccion activa en el ratén inducida por el exiractoe
acelular anti-pertussis. Los animales fueron inyectados con las
dosis indicadas del excracto acelular no detoxificado (0} ¢ detoxi-
ficado con ghitaraldebide 0.1 por ciento (2 hs) ay
glutaraldehido 0.1 por ciento(24 hs) (()e glutaraldehido 0.5 por
ciento (1, linea gruesa),
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Posteriormente, se intentd el tratamiento con
glutaraldehido,® observindose resultados razo-
nables. Como puede apreciarse en la figura 6, el tra-
tamiento con glutaraldehido al 0.1 porciento duran-
te dos horas ocasiona una desplazamiento hacia la
derecha de la dosis respuesta, observandose ahora
una DE,, de aproximadamente 35 pg, es decir, una
pérdida de potencia de aproximadamenie diez ve-
ces. El maximo de proteccion se observa ahora a 80
ug: sin embargo, si se aumenta la dosis por encima
de este valor, vuelven a aparecer signos de toxicidad
(véase la linea punteada de la figura 6). 5i se aumen-
ta el tiempo de exposicion al glutaraldehido a 24 ho-
ras, ya no hay mayor pérdida de potencia, obser-
vandose una DE,, de 25 g, obteniéndose el maximo
de proteccion entre 40 y 80 ug; es interesante que ya
con este tratamiento el maximo de proteccién se
mantiene por un margen mayor, sin que disminuya
por la toxicidad. Al aumentarse la concentracidn de
glutaraldehido a 0.5 porciento se observd que la
DE,, fue de¢ aproximadamente 30 ug ¥ que el maxi-
mo de proteccion se mantiene constante hasta fa do-
sis mas alta probada (320 pg), sin que aparezcan da-
tos de toxicidad.

Los resultados fueron ain méas claros cuando se
valoré la leucocitosis inducida por la preparacion
acelular; estos reultados se presentan en la figura 7.
Como puede apreciarse, ¢l extracto acelular no de-
toxificado produce una marcadisima leucocitosis en
tos animales, en forma dependiente de la dosis. No
se tratd de llegar al maximo de leucocitosis por dos
razones: 1) se deseaba mantener una estricta com-
paracién con [os datos de potencia protectora (Fig.
6); 2) a concentraciones mas altas, la toxicidad de la
preparacion mataba algunos animales. El trata-
miento con (.1 porciento de glutaraldehido provoca
un desplazamiento paralelo de la dosis respuesta
con un corrimiento hacia la derecha aproximado de
seis a diez veces con respecto al no detoxificado. Es
interesante mencionar aqui que se observo una
leucocitosis de 50 000 mmn® a las concentraciones en
que s¢ obtuve una maxima proteccion {(comparense
las figuras 6 v 7) v que [eucocitosis mayores se aso-
ciaron siempre a toxicidad claramente observable
en los animales. El dato mas importante de este es-
tudio fue observar que cuando se trata el extracto
con glutaraldehido al 0.5 porciento ya no se observa
leucocitosis (Fig. 7), aunque claramente la prepara-
cioén es capaz de inducir proteccion {véase la figura
6).

Se estudio el efecto sensibilizante a la histamina
de las preparaciones {Cuadro II). Tanto ta prepara-
cién no tratada con glutaraldehido como las trata-
das con 0.] porciento del entrecruzador inducen
clara y marcadamente una sensibilizacién a la hista-
mina. Por el contrario, no se observo efecto sensibi-
lizante al autacoide cuando el extracto fue detoxifi-
cado con glutaraldehido al 0.5 porciento.

Se mencionaran algunos otros resultados prelimi-
nares: el extracto detoxificado con glutaraldehido at
0.5 porciento es capaz de pasar la prueba de toxici-
dad de Pittman y Cox,* y carece de actividad der-
monecrotica.
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F1G. 7. Induccion de leucocitosis por el extracto acelular antiper-
tussis. Los animales fueron inyectados con las dosis indicadas del
extracto  acelular no detoxificade (¢4} o detoificado  con
glutaraldehido 0.1 por ciento (2 hs) {A); glutaraldehido 0.1 por
ciento (24 hs) (L) o gluwaraldehido 0.5 por ciento (—, linea
gruesal.

Estos resultados sugieren la posibilidad de obte-
ner la detoxificacion total de la preparacion acelular
conservando su actividad protectora. Debe men-
cionarse, sin embargo, que si se produce una dismi-
nucidén en potencia; esta disminucidn, en nuestra
opinion, es de importancia menor si se toman en
cuenta lo beneficios de una detoxificacidén total.

Consideramos que esta preparacion acelular, atn
en fase de laboratorio, resulta un candidato atracti-
vo para la formulacion de una potencial vacuna
acelular de uso~masive.. Nuestro grupo continia
trabajando en esta linea con el fin de tener un ma-
yor control del producto al cuantificar directamente
por lo menos dos de los componentes: toxina per-
tussis ¥y hemaglutinina fibrosa, la magnitud de la
respuesta inrnunoldgica del animal tratado y el efec-
to del extracto acelular en la colonizacidn del epite-
lio respiratorio por Bordetelig pertussis,
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Cuadr

oM

Actividad de factor sensibilizante a la histamina del componente pertussis acelular

Proteina administrada

Relacion muertos/total después del reto con

histamjp proteina Glutaraldehido
0 0.1% (2 hrs) 0.1% (24 hrs) 0.5% (2 hrs)
0 0/10 — — —
0.63 1/10 —_— — —
1.25 5/10 —_ — —
2.5 7/10 — — —_
5 6/10 — — —
10 5/10 8/10 7/10 0/10
20 — 8/10 6/10 0/10
40 -— 8/10 6/10 0/10
80 — 8/10 7/10 0/10
160 — 9/10 9/10 0/10
320 - 8/10 8/10 0/10
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1V. AMIBIASIS

GONZALO GUTIERREZ*

La necesidad y Ia posibilidad de desarrollar una va-
cuna contra la amibiasis fueron establecidas con to-
da claridad por Bernardo Sepulveda desde 1971.'
Para demostrarlo, formuld y llevd a cabo un activo
y extenso programa de trabajo. Ademas de las
contribuciones cientificas que él mismo hizo en es-
tos aspectos, logré interesar en ello a diversos gru-
pos de investigadores del Instituto Mexicano del Se-
guro Social, el Instituto Politécnico Nacional, la
Universidad Nacional Autdénoma de México y la
Secretaria de Salud. Todos eltlos han hecho numero-
sas aportaciones para el mejor conocimiento de En-
tamoeba hitolytica, asi como de la epidemiologia, la
patologia y la inmunologia de la amibiasis, necesa-
rias para el desarrollo de una posible vacuna contra
esta enfermedad. Pero los grupos que directamente
han trabajado en la biisqueda v preparacién de un
inmunodgeno, ya sea bajo la direccion del Maestro
Bernardo Sepilveda cuando €] adin no nos dejaba, o
en forma independiente, han sido los siguientes:

*Académice titular. Unidad de [nvestigacion Clinica en Enfer-
medades Infecciosas y Parasitarias. Subjefatura de Investiga-
cién. Jefatura de Servicios de Ensefianza e Investigacion. Institu-
to Mexicano del Seguro Social. Facultad de Medicina, Universi-
dad Nacional Auldnoma de Méxica.

El de Tanimoto, en el Hospital General del
Centro Médico Nacional, del Instituto Mexi-
cano del Seguro Social.

El de Arroyo, Tsutsumi v Martinez-Palomo,
en el Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados del Instituto Politécnico Nacional.
El de Ortiz-Ortiz, en el Departamento de
Inmunologia del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la Universidad Nacional Auté-
noma de México,

El de Kumate ¢ Isibasi, en el Hospital Infantil
de México y en la Divisién de Inmunoquimica
de la Unidad de Investigacion Biomédica del
Centro Médico Nacional del Instituto Mexica-
no del Seguro Social.

He querido mencionarlos, en primer lugar por un
elemental sentido de justicia y como un reconoci-
miento a su labor, Pero ademas, porque de los tra-
bajos por ellos publicados y de los de Bernardo Se-
pulveda, he obtenido la mayor parte de la informa-
cién utilizada en esta comunicacion, ya que mi ex-
periencia en amibiasis se limita al campo de la
epidemiologia v de la clinica. Es mds, considerando
mis condiciones actuales de trabajo y utilizando tér-
minos deportivos, diria que soy un clinico fuera de
“forma’’, aficionado a la epidemiologia.

En este trabajo comentaré algunos puntos que
considero de interés, relacionados con los siguientes
temas:

La amibiasis como problema de salud
Métodos de prevencion

Bases inmunologicas de la posible vacuna
Los inmunégenos y los modelos experimenta-
les

Los problemas por resolver y las tareas por
realizar

La amibiasis como problema de salud

El estudio de la frecuencia, extension y distribucion
de la amibiasis en el mundo, ha sido preocupacién
de muchos investigadores. Desde el clasico trabajo
de Stoll, ““Este mundo agusanado®’, publicado en
1947, una copiosa literatura se ha producido al res-
pecto. Una de las revisiones mas recientes de este te-
ma es la de Walsh, publicada en Archivos de Inves-
tigacién Médica en 1986.% Seg(in esta autora y con
base a los estudios epidemioldgicos publicados, se
estima que durante 1984 acontecieron en todo el
planeta, 500 millones de infecciones por E. histoly-
tea, entre 40 y 50 millones de casos de colitis ami-
biana y de absceso hepatico y fallecieron entre 40 y
110 000 enfermos de amibiasis (Cuadro III).
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Cuadro IIT

Prevalencia e incidencia de amibiasis en ¢l mundo
1984

Enfermedad Muertes

{Colitis y absceso)

Continente Infecciones

Norte ¥ Sudamérica 95 000 000 10 000 000 10-30 000

Asia 300 000 000 20-30 000 000 20-50 000
Africa 85000000 10 000 000 10-30 000
Europa 20000000 100 000

FUENTE: Walsh JA. Arch [nvest Méd (Méx) 1986; 77 (Supl): 385- 389.

Los datos anteriores colocan a la amibiasis como la
tercera causa de muerte entre las enfermedades parasi-
tarias, superada anicamente por el paludismo y la es-
quistosomiasis. Sin embargo, los calculos realizados
tienen un margen considerable de error v asi lo reco-
noce la misma autora. Ello es debido a diversos facto-
res, empezando por que hay areas y paises que no no-
tifican la enfermedad y otras que 1o hacen en exceso.
Por otra parte, los estudios epidemiolbgicos frecuen-
temente adolecen de fallas, entre las cuales cabe men-
cionar las siguientes:*

Deficiencias en los sistemas de registro de ¢asos
y de defunciones.

Encuestas realizadas en muestras de poblacién
no representativas y no comparables.
Utilizacién de técnicas de laboratorio con sensi-
bilidad diversa.

Errores diagnosticos frecuentes por mala capaci-
tacion del personal de laboratorio o por mal cri-
terio clinico.

Informacidn insuficiente sobre la patogenicidad
de las cepas prevalentes,

En este ultimo aspecto, los estudios de Sargeaunt
han abierto una nueva perspectiva en el estudio de la
epidemiologia de la amibiasis, al demostrar que no to-
das las cepas de E. histolytica son capaces de producir
enfermedad y que ello se puede determinar mediante
el estudio de su patrén enzimatico electroforético o zi-
modemo.?

En México, la literatura sobre el tema también es
numerosa. Los estudios sobre la frecuencia de la infec-
cién y de la enfermedad vy los seroepidemiologicos, a
pesar de que adolecen de los defectos antes comenta-
dos, permiten tener una idea sobre la magnitud del
problema. Asi por ejemplo, aunque la frecuencia co-
municada de portadores varia de cero a 55.5 por cien-
t0,* seglin la poblacidn estudiada y el método vy las téc-
nicas utilizadas, tomando como base los datos de las

encuestas mas confiables, la mayoria de los autores
piensan que la probable frecuencia real sea de aproxi-
madamente el 20 por ciento, lo que arrojaria una cifra
de 16 millones de portadores, para la poblacién ac-
tual. Pero desconocemos la verdadera importancia
epidemiolégica de esta enorme cifra, va que no sabe-
mos cudl es la frecuencia relativa de cepas patdgenas y
no patdgenas, pues aunque Sargeaunt y Kumate han
demostrado que en México existen cuando menos on-
ce zimodemos, cinco patdgenos y seis no patogenos,®’
las muestras estudiadas no permiten todavia hacer
extrapolaciones a la poblacion general.

En relacién con la enfermedad amibiana, se sabe
que la forma mas frecuente es la intestinal. También
aqui los estudios realizados revelan frecuencias rela-
vas variables, que van desde el 0.8 por ciento en casos
de diarrea aguda en poblacién abierta,? hasta 14 por
ciento en grupos muy seleccionados de nifios con
diarrea.? Probablemente la cifra real esté entre el uno
y el dos por ciento, lo que arrojaria un nimero aproxi-
mado de 1 200 000 casos anuales, sobre la base muy
conservadora de un episodio diarreico por afio y por
habitante, para una poblacioén de ochenta millones.

Aunque el diagnostico de absceso hepético ami-
biano es més confiable que el de colitis amibiana, el
calculo del mimero probable de casos también es
dificil, pues su frecuencia casi siernpre se notifica en
relacion a poblacion hospitalizada, Existen pocos da-
tos que nos pueden orientar sobre su frecuencia en la
poblacién general. En 1984, Martinez encuentra una
frecuencia de un caso de absceso hepatico por 1 000
habitantes, en el area de influencia de un hospital ru-
ral del altiplano, considerada como hiperendémica.!o

- En 1969, se registraron 1 804 casos en sélo 29 hospita-

les del Instituto Mexicano del Seguro Social,"! En los
primeros once meses de 1986, primer afio en que se re-
gistrd este padecimiento en el Sector Salud, el Boletin
Epidemioldgico notificd 2 249 casos.” Sobre estas ba-
ses tan endebles y haciendo las correcciones y extrapo-
laciones pertinente, es posible estimar que el namero
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anual de casos en todo el pais, sea superior a los 10
000 (Cuadro 1V).

Por Gltimo ¥ con base en los datos de la encuesta
seroepidemiolbgica nacional de 1974," la cual reve-
16 que 5.95 por ciento de la poblacién estudiada
tenia anticuerpos, es posible estimar que de acuerdo
con la poblacidon actual, més de cuatro millones de
individuos exhiben en el pais anticuerpos circulantes,
como consecuencia de una lesién tisular amibiana,

Cuadro IV

Frecuencia de la amibiasis en México*

1987
Condicion Nimero
Portadores 16 000 000
Seropositivos 4 000 000
~ Enfermos

Intestinal 1 200 000

Hepéatica 10 000
Defunciones 13 D0O**

. Célcqlos con base en los estudios epidemioldgicos publicados.
. Conrm_derando una letalidad aproximada del 10% para absceso
hepatico ¥ de 1% para colitis.

Los datos anteriores, aun con todas las deficien-
cias comentadas muestran, una vez més, que la ami-
biasis constituye un grave problema de salud en Mé-
xico, por €l elevado nimero de casos y defunciones
que ocasiona, asi como por sus repercusiones eco-
ndmicas y sociales.

Meétodos de prevencion y control

Como cualquier otra enfermedad de transmision fe-
cal, la prevencién de la amibiasis se basa en el sane-
amiento ambiental vy en la educacion higiénica.
Comprende ello una serie compleja y amplia de ac-
ciones sanitarias, tales como el abastecimiento de
agua potable, la correcta eliminacion de excretas y
basuras, la higiene de los alimentos y de la vivienda,
asi como la correccion de habitos higiénicos defec-
tuosos, la induccién de conductas adecuadas y el
cambio de conceptos erréneos sobre la salud y laen-
fermedad. La modificacion y los avances en los as-
pectos antes mencionados son necesariamente len-
tos, sobre todo en paises donde la ignorancia y la
pobreza predominan. Aun con acciones sanitarias
enérgicas, no se peca de pesimismo al decir que pa-
sardn muchos afios antes de que la amibiasis sea
controlada en paises pobres como México.

Por otra parte, son frecuentes los errores en el diag-
nostico de la enfermedad,? particularmente en los ca-
sos de amibiasis intestinal, por deficiencias de las téc-
nicas, mala capacitacién det personal de laboratorio o
mal criterio clinico, circunstancias que también limi-
tan el control del padecimiento,

Por todo ello y tal como lo expresb repetidamente
Bernardo Sepilveda, se justifica la bisqueda y de-
sarrollo de una vacuna antiamibiasica, segura y efi-
caz, cuya eventual aplicacion masiva controlaria el
padecimiento, mientras los cambios sociales, eco-
ndémicos y politicos, permitan la elevacion del nivel
de vida de la poblacidon y la erradicacién de este
mal, cuya raiz es la pobreza.

Bases inmunolégicas de la vacuna

Los hallazgos inmunolédgicos que permiten suporier
que es posible el desarrollo de una vacuna para uso
en humanos, son los siguientes:

Resistencia adquirida a la enfermedad en los
sujetos curados de absceso hepatico.
Resistencia adquirida en los hamsters curados de
absceso hepatico.

Inmunidad pasiva en el hamster, inducida por
suero inmune humano.

Efecto amebicida del suero humano inmune y
de la gammaglobulina especifica.

Inmunidad activa, inducida por diferentes in-
mundgenos, en diversos modelos experimen-
tales.

La experiencia clinica en el sentido de que nunca
o muy rara vez repetia el absceso hepéatico amibiano
en un mismo sujeto fue corroborada en 1970 por De
Leodn,'* cuando al analizar los expedientes clinicos
de 1 029 casos de absceso hepatico atendidos entre
1963 y 1968, en s6lo tres de ellos hubo recidiva,
entre cuairo y siete meses después del primer episo-
dio, lo cual da una tasa de sélo 0.29 por ciento. Pa-
ra algunos autores,'* estas cifras no constituyen una
evidencia de resistencia adquirida, maxime que en
la amibiasis intestinal se ha demostrado lIa reinfec-
cibn con invasién amibiana en sujetos con titulos
elevados de anticuerpos.’®" Sin embargo, Sepalve-
da siempre sostuvo la existencia de resistencia ad-
quirida, al menos después de una invasion amibiana
grave, como lo es el absceso hepatico. En apoyo de
ello, Vazquez-Saavedra y colaboradores, demostra-
ron en 1973 la existencia de inmunidad consecutiva
a la infeccion amibiana curada en el hamster,' y en
1974, Sepilveda demostrd que es posible inducir in-
munidad pasiva antiamibiana en el hamster adulto,
al inyectar suero humano inmune y posteriormente
retar con trofozoitos de amiba por via intrahepati-
ca."”
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El estudio de la capacidad amebicida del suero
humano inmune v de la gamma-globulina inmune,
obtenidos de sujetos convalescientes de absceso he-
péatico, fue motivo de varios experimentos que de-
mostraron su efecto citopatogénico sobre los trofo-
zoitos de E. histoiytica, en diferentes formas; 2%

Efecto citopatogénico directo del suere huma-
no inmune y la gammaglobulina especifica,
sobre trofozoitos de E, histolytica.

Inhibicién del crecimiento de cultivos axéni-
cos y monoxénicos de E. histolytica.
Comprobacion de la naturaleza inmunolégica
de los fend6menos anteriores por la absorcién
del suero y de la gammagiobulina, con
antigeno o con cultivo de amibas.

Por altime, las expectativas de la inmunoprofila-
xis activa contra la amibiasis, se sustentan en varios
experimentos que han demostrado que es posible
desarrollar diversos grados de inmunidad per me-
dio de la inyeccion de diversos inmunégenos, en di-
ferentes modelos experimentales.

Inmundgenos y modelos experimentales

En 1971, Sepulveda llevd a cabo el primer experi-
mento de inmunoprofilaxis activa.! Utilizé antigeno
crudo total de trofozoitos de la cepa HK9 cultivada
en forma axénica, el cual inyectd a hamsters adul-
tos, por via subcutdnea, en tres dosis de 0.50 mg,
solo 0 mezclado con adyuvante completo e in-
completo de Freund; siete dias después de la tltima
dosis, reté a los animales inmunizados y a los testi-
gos con la inyeccion intrahepatica de trofozoitos de
la misma cepa. Los resultados de estos experimen-
tos se resumen ¢n el Cuadro V.

Cuadro ¥

Induccién de inmunidad antiamibiana en hamsters
adulfos, con antigeno crudo total obtenido de
cultivos axenicos de E. histolytica

Grupo Nam. Por ciento Por ciento
con con
anticuerpos™ absceso hepitico

Inmunizados 24 95.8 29.1
Testigos 37 43.2 91.8
valor de p>0.001

* Por contrainmunoelectrofaresis.

FUENTE: Scpilveda B y col. Arch. Invest Med {(Méx.) 1971
2(Supl.): 289.

A partir de entonces se han probado diversos
antigenos en varios modelos experimentales, los
cuales se resumen en el Cuadro VI.2%* De los expe-
rimentos realizados entre 1970 y 1986, se pueden de-
rivar las siguientes conclusiones:

Diversos inmundgenos amibianos son capaces
de inducir, en diferentes modelos experimen-
tales, una respuesta inmunologica, humoral y
celular.

Esta respuesta inmunoldgica confiere diversos
grados de resistencia contra la inoculacion
intrahepdatica de trofozoitos de E. histolytica
cultivados en forma axénica, fen6meno parti-
cularmente evidente en el hamster lactante,
La resistencia adquirida es evidente, tanto pa-
ra la misma cepa amibiana de la cueal procede
el inmundgeno, como para cepas iferentes,
No se observaron fendmenos colaterales inde-
seables, locales o generales, atribuibles a la in-
yeccién del inmunogeno, si bien los experi-
mentos no se disefiaron para el estudio de este
fenémeno.

En este Gltimo aspecto, es pertinente sefialar que
el Instituto Behring de Quimica Hoechst, en colabo-
racion con el Instituto de Investigaciones Biomédi-
cas de la UNAM, estd realizando estudios con el
antigeno deslipidizado, relativos a estabilidad, ca-
pacidad de proteccion en hamsters, asi como de se-
guridad farmacoldgica y de toxicologia en ratas y
ratones, cuyos resultados permiten suponer que en
un plazo relativamente corto se dispondri de un
antigeno confiable, para pruebas clinicas en huma-
nos.

Este paso en el programa de investigacion es in-
dispensable, ya que todos los ensayos en los diver-
sos modelos experimentales en animales, por ser di-
ferentes a los caminos y mecanismos patogénicos de
la enfermedad en el hombre, no permiten extrapo-
lar sus resultados a los esperados en esta especie.

La rarea inmediata

La posibilidad de llevar a cabo ensayos clinicos en
humanos dependeri en primer lugar de la produc-
cion en escala semiindustrial y posteriormente en es-
cala industrial, de un antigeno potente, puro, segu-
ro, uniforme y estable, e idealmente de bajo costo,
que permita llevar a cabo las pruebas necesarias en
las diferentes etapas de evaluacion farmacologica.

La evaluacién farmacoldgica previa al ensayo en
humanos, debera comprender los siguientes aspec-
tos:

Pruebas de identidad
Concentracion y naturaleza de proteinas, car-
bohidratos y acidos nucléicos
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Cuadro VI

Experimentos de inmunizacion activa con diferentes antigenos en diversos modelos experimentales

Autor Afio  Antigeno Modelo Anticuerpos Proteccion
Experimental (%) (%)
Sepilveda, B. 1971 Cepa HK9 Hamster adulto 91.8 68.5
v col. axénica Inyeccion intrahepatica
Cruto total Cepa HK9 axénica
Seputlveda, B. 1973  Cepa HM2: IMSS Hamster adulto — N.S.
v col. Axeénica Inyeccion intrahepatica
Monoxénica Cepa HM2: IMSS
Crudo total Axénica
Tanimoto-Weki, 1973 Cepa HK9 Hamster adulto — ~40.5
M. y col. Cruto total Inyeccion intrahepatica
Cepa HK9 axénica
Cepa HM2; IMS5S monoxénica — N.S.
Sepulveda, B. 1970 Cepa HM3: IMSS Hamster lactante
¥ col, Axénica Inyeccion intrahepatica
Soluble { Cepa HM1: IMSS axénica 100.0
Soluble 11 100.0 ~90.0
“Tribosémico™ 100.0
**Lisosdmico’’ 100.0
Isibasi, A. 1976 Cepa HK9 Conejos 100.0
y col, Axénica
Lipopéptido-
fosfoglicana
Sepalveda, B. 1980 Cepa HM3: IMSS Primates 84.0*
y col. Axénica Subhumanos
“*Lisosomico”’
*Entre 33.3% (monos “‘pata’™) y 100.0% (monos ‘‘verdes’’ y ““arafias’’).
En el 45.0% hubo también respuesta positva a la prueba intradérmica con histoliticina.
Ortiz-Ortiz, L. 1986 Cepa HMI1: IMSS Ratones BALB/C y 100.0 100.0
y col. Cepa HM2: IMSS Hamster lactante 80.0 70.0
Axénica Inveccidén intrahepitica
Deslipizado Cepa HM1: IMSS axénica
Tanimot-Weki, 1986 Cepa HMI1: IMSS Hamster lactante 90.0 88.9
M. y col. Axénica Inyeccibn intrahepatica
Deslipizado Cepa HM1: IMSS axénica
JUSUS KUMATE



Pruebas de pureza
Contaminantes quimicos: principalmente de
los derivados del medio de cultivo
Contaminantes biologicos: virus, bacterias y
micoplasmas
Pirdgenos.
Pruebas de potencia
Antigenicidad (anticuerpos)
Potencia (proteccion contra desafios)
Pruebas de seguridad
Toxicidad aguda
Toxicidad crénica
Pruebas de uniformidad
Establecer los limites de las variaciones permiti-
das en un minimo de cinco lotes.
Variaciones intra-lote
Variaciones inter-lote
Pruebas de estabilidad
En condiciones ‘‘normales”’
Simulando diferentes condiciones de tempera-
tura, humedad y luminosidad.

Es en esto en lo que actualmente trabaja el Insti-
tuto Behring en colaboracién con ¢l Instituto de In-
vestigaciones Biomédicas de la UNAM. Sélo el en-
sayo en seres humanos, sujeto a las normas éticas y
de investigacién nacionales e internacionales, podra
dar respuesta a [as multiples incOgnitas que sobre la
eficacia v seguridad de una posible vacuna sobre la
amibiasis, atin quedan por responder.

Epilogo

Diversas criticas y objeciones se l¢ han hecho al pro-
yecto de la vacuna antiamibidsica. La mayoria de
ellas se comentan mdas en *‘los pasillos® y **entre
bastidores’” que en la palestra de la discusién abier-
ta y académica. La que podria ser més preocupante
es la relativa a la posibilidad tedrica de la existencia
de un mecanismo inmune en la patogenia de la en-
fermedad amibiana en el hombre, que podria, mas
tedricamente, ser evocado por la vacuna antiami-
biasica. Este temor se basa en que, a diferencia de
otras enfermedades infecciosas, la amibiasis invaso-
ra es supuestamente mas frecuente en el adulto que
en el nifio, tal como evidentemente sucede con el
absceso hepatico amibiano, el cual claramente pre-
domina en ¢l adulto joven del sexo masculino.
Contra esta hipotesis se pueden ofrecer los siguien-
tes argumentos:

La amibiasis invasora es mas frecuente en ni-
fios de cinco a diez afios de edad, tal como lo
demostré la encuesta seroepidemioldgica na-
cional llevada a cabo en 1974, en cerca de 20
000 individuos de todos los grupos de edad."?
Ello se debe a la mayor frecuencia de ami-
biasis intestinal en la infancia.

No existe, por ahora, explicacién para la ma-
vor frecuencia de absceso hepético en el adul-
to del sexo masculino.

No existe evidencia alguna, clinica, patologi-
ca, ni de laboratorio,” de la existencia de me-
canismos inmunes en la patogenia de la enfer-
medad amibiana.

La extraordinaria capacidad invasora de E.
histolytica puede explicar, por si sola, la géne-
sis de todas las lesiones amibianas.

De cualquier forma, seguirdn las voces que im-
pugnan estos argumentos. Ello es necesario, pues
obligaran a continuar el estudio de dicha posibili-
dad inmunolégica. A la luz de los conocimientos ac-
tuales, el riesgo es minimo y remoto, comparado
con los beneficios que otorgaria una vacuna an-
tiamibidsica razonablemente protectora. En este
sentido, v recordando al Quijote, puedo sin dificul-
tad alguna imaginar un diilogo entre Librado
Ortiz, activo investigador en ¢l campo de la ami-
biasis, y el espiritu de Bernardo Sepulveda, en el
cual el primero demandaria:

“‘Ladran los perros, Maestro®’

v Don Bernardo, con su inolvidable e irénica sonri-
sa, responderia:

“‘Seiial de que andamos. Librado™
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La fiebre tifoidea es una enfermedad febril infecto-
contagiosa causada por la ingestion e invasién intes-
tinal de Safmonella typhi. Eberth, en 1880 describid
por primera vez al bacilo tifeidico. La primera in-
munizacion experimental exitosa con suspension de
Salmonella typhi fue llevada al cabo en 1886 por
Frankel y Simmons en conejos y en 1887 por
Bauner y Peiper en ratones, empleando en ambos
casos microorganismos vivos. En 1925, Besredka
propuso el empleo de vacunas hechas a base de bac-
terias vivas atenuadas y administradas por via oral;
desafortunadamente, al probar sus efecos, hubo
muertos entre los individuos vacunados.! En
1955, bajo los auspicios de la Organizacién Mun-
dial de la Salud {(OMS), se realizaron estudios de
campo sobre la eficacia de vacunas preparadas con
células enteras de Safmonella typhi inactivadas con
acetona, calor y fenol o con alcchol. De los resulta-
dos obtenidos en tales estudios, se concluyd que fa
vacuna inactivada con acetona (designada K), era la
mejor, Los efectos colaterales adversos de las vacu-
nas parenterales, motivaron la blsqueda de nuevas
vacunas. A la fecha se han estudiado dos vacunas
administradas por via oral y elaboradas a base de
bacterias vivas. Una de ellas se obtiene de una cepa
de Salmoneilla typhi dependiente de estreptomicina
y otra ¢on una mutante deficiente en la enzima
UDP-4-galactosa epimerasa (designada por Germa-
nier como Ty 21a).>* Los estudios realizados en
Alejandria, Egipto, indicaron que esta vacuna
inducia proteccidén en 95 por ciento de la poblacién
estudiada;® sin embargo, al aplicarla en Chile
(1983), sélo indujo una proteccion del §1-67 por
ciento.®

De las experiencias anteriores resalta el hecho de
gue se desconoce la naturaleza de los antigenos de
Saimonella typhi relacionados directamente con la
proteccion y mas ain, la respuesta inmune del
hombre a estos mismos antigenos. En los dltimos
afios, la proteinas de membrana externa {(PME) de
las bacterias gram-negativas han adquirido gran im-
portancia y diversos invetigadores han enfocado sus
estudios hacia el papel que desempeilan en la rela-
cién huesped-parésito en salmonellosis. Las PME
mas estudiadas, han sido las de E. cofi y S. typhimu-
rium. Di Rienzo, Nakamura e Inouye en 1978 y Os-
born y Wu en 1980, hicieron una revisién extensa de
ellas’™® y las clasificaron en proteinas principales y
MENores.

Las proteinas principales se dividen en: 1)
proteinas matrices 0 porinas, gue participan en el
transporte pasivo de moléculas de bajo peso mole-
cular a través de la membrana; 2} proteina modifi-
cable por el calor (ompA), relacionada con los pro-
cesos de conjugacion y que actia como receptor de
algunos fagos y colicinas; 3) lipoproteina de Braun,
la cual esta unida covalentemente a la peptidoglica-
na y cuya funcion es mantener la integridad estructu-

ral y funcional de la membrana. Con respecto a las
proteinas menores, s¢ ha demostrado que inter-
vienen como acarreadoras en el transporte de molé-
culas de alto peso molecular, ademés de estar rela-
cionadas con la replicacion celular. Entre ellas se
encuentra la Gnica proteina de membrana externa
con actividad enzimitica de fosfolipasa A de-
mostrada a la actualidad.™

La evidencia de que la PME estian expuestas al
medio externo, Hevd a algunos autores a investigar su
eficacia como inmundgenos protectores, Frasch y
col, encontraron gue las PME de Neisserig meningi-
tidis grupo B, eran inmunogénicas al ser inoculadas
a conejos y que los anticuerpos anti-PME presenta-
ban actividad bactericida, mediada por complemen-
to, contra la bacteria.® Buchanan y Arko demostra-
ron que un antigeno capaz de proteger a chimpan-
cés contra la uretritis gonocécica estaba presente en
la membrana externa de la Neisseria gonorrhoeae.’
Posteriormente se demostré que las proteinas de
dicha membrana, eran las que conferian la protec-
¢idn especifica en cobayos con una infeccidn gono-
cbcica experimental." Kussi y col. demostraron
que las porinas extraidas de una cepa rugosa de S.
typhimurium protegian al raton de un reto con una
cepa lisa homologa. El mismo efecto se obtuvo en
forma pasiva con anticuerpos especificos.'2!? Basa-
dos en dichos resultados, el presente estudio se dise-
N6 para investigar ¢l papel de las PME en la induc-
cion de proteccion especifica contra la infeccion por
S. typhi en ratones, asi como la capacidad de trans-
ferir dicha inmunidad en forma pasiva mediante el
uso de suero inmune contra PME.

Materiales y métodos

Cepas bacterianas. Salmonella typhi 9, 12, d, Vi
aislada de un paciente con fiebre tifoidea; Salmo-
nella typhi Ty2 (empleada para la produccion de la
vacuna tifoidica parenteral) y Salmonella typhimu-
rium. Esta dos Gltimas cepas fueron donadas por el
Instituto Nacional de Higiene, S. S., México.
Aislamiento v caracterizacion de la proteinas de
membrang externa (PME). Para aislar las PME de
las tres cepas de Salmonelia se empled el método de
Schnaitman.™ Estas proteinas se caracterizaron por
electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS
{dodecil sulfato de sodio) segin el sistema de amor-
tiguadores de Laemmli' y por inmunotransferencia
de acuerdo a la técnica descrita por Towbin y col.'t
Preparacién de LPS. El lipopolisacarido (LPS) de
S. typhi 0 901 fue extraido por el método de fenol-
agua."” Este LPS se sometid a electroforesis en geles
de poliacrilamida y se tifi¢ segln la técnica de Tsai y
Fresch.'®

Determinacion de proteinas y LPS. La concentra-
cidon de proteinas se hizo por el método de Lowry'® y
el contenido de LPS como contaminante de las
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PME, fue medido en forma indirecta al través de la
concentracion del acido 2-ceto 3I-manooctulénico
(KDO).»
Suero de conejo contra PME. El anticuerpo anti-
PME de 8. typhi 9, 12, d, Vi se obtuvo inmunizan-
do conejos Nueva Zelanda de acuerdo al esquema
propuesto por Makela y col.® El titule de anticuer-
pos se determind mediante la técnica de ELISA. 2
Determinacion de la dosis letal al 50 por ciento
{DLsy. Se calculd la DLso de acuerdo al método de
Reed y Munch.”
Ensayo de proteccion activa y pasiva. Para la pro-
teccién activa se inmunizaron por via ip 10 ratones
de la cepa NIH (18-20 g) con dos dosis de PME de
S. typhi 9, 12, d, Vi disueltas en amortiguador de
Tris 50 mM-EDTA 5 mM pH 7, 8 a una concentra-
cién de 30pg con un intervalo de dos semanas entre
cada inmunizacién. El reto se hizo diez dias después
de la ultima inmunizacién por via ip con 20 y 500
DL, de 8. typhi 9, 12, d, Vi, S typhi Ty2 v 8. typhi-
murium resuspendidas en mucina al 3 por ciento.
En los ensayos de inmunidad activa se emplearon
como testigos grupos de diez ratones cada uno, a los
que se les administrd para la primera por via ip, 0.2
ml de amortiguador Tris-EDTA. La proteccidon en
todos los casos se evaludé como el por ciento de
sobrevivencia durante los diez dias posteriores al re-
to.

Resultados

El contenido de LPS como contaminante de las
PME de §. typhi 9, 12, d, Vi medido a través de la
concentraciébn de KDO fue del 4 por ciento,

En la figura 8 se oberva el patrén electroforético
de las PME de S. typhi 9, 12, d, Vi; S. tyhimurium y
S. typhi Ty2, en ella se destaca la presencia tanto de
proteinas principales como de proteinas menores.
Entre las primeras se encuentran diversas bandas lo-
calizadas entre 36 v 41 Kd; 23 y 28 Kd y una de 17
Kd y las segundas estan constituidas por bandas que
van de 17 a 70 Kd.

Los resultados de la inmunotransferencia se ober-
van en la figura 9. El suero de conejo anti-PME de
S. ftyphi Ty2; en ella se destaca la presencia tanto de
al grupo de las porinas y ompA tanto de la cepa ho-
mobloga como de S, typhi TyZ y S. typhimurium,

En el cuadro ViI se muestra la dosis letal al 50
por ciento {[DL.s0} para cada una de las cepas estu-
diadas.

Los cuadros VIII, IX y X muestran los resultados
de la proteccién conferida con 30ug de PME de S.
typhi 9, 12, d, Vi. Los resultados obtenidos de este
experimento demuestran una sobrevivencia del 100
por ciento con un reto de 20 DL, ¥ 500 DL,, tanto
para su cepa homodloga como para S. ryphi Ty2
mientras que para S. typhimurium fue de 60 y 30
por ciento respectivamente.

A . "\.5'.:'-__
B L L L

FIG. 8. Electroforesis en geles de poliacrilamida de PME de: §
yphi9, 12, d, Vi (10 pg carriles 2, 3, 43: § tvphi Tv2 (10 pg carri-
les 5, 6, 7); 8 typhimurium (L0 ug carriles 8, 9, 10): marcadores
de pese molecular (carril 1),

SR b

F1G. 2. Inmunoelectrotransferencia revelada con suero de cone-
jo anti-PME de 8. ryphi 9, 12, d, Vi. Marcadores de peso mole-
cular tefiidos con tinta china (carril 1); PME de.: S. typhi 9, 12,
d, Vi (carril 2)(; S. typhi Ty2 (carril 3); § typhimurium (carril 4),

El suero hiperinmune de conejo anti-PME
mostré proteccidon del 100 por ciento ante el reto
con 100 DL,, de la cepa homodloga y S. typhi Ty2 y
del 80 por ciento para S. typhimurium (cuadros XI,
XII y XIII.
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Cuadro YIL

Cuadro X

Dosis letal al 50% en ratones NIH para tres
diferentes CEPAS de Saimonella

Cepa DL,

150 x 10® bacts. (macho}
40 x 10? bacts. (macho)
160 x 1(P bacts. (hembra)
1.6 x 10® bacts. (hembra)

S. typhi 9, 12, d, Vi
S. typhi Ty2

S. typhimurium

* La mortalidad de los ratones se registrd a los tres dias, excepto
en los experimentos con S. ¢yphimurium donde la prucba se re-
gistro a los 10 dias.

* Los experimentos se realizaron por triplicado, verificando el
nimero de bacterias inoculadas con cuenta viable en placas de
agar nutritivo.

Cuadro VYIII

Sobrevivencia de ratones NIH inmunizados con
30 ug de PME de S. typhi 9, 12, d, Vi al reto con
la cepa homdloga

% Sobrevivencia

DL, Dias
3 5 10
20 DL, 100 100 100
500 DL, 100 100 100
Cuadre IX

Sohrevivencia de ratones NIH inmunizados con
30 ug de PME de S. typhi 9, 12, d, Vi al reto con

S typhi Ty2
s Sobrevivencia
DL, Dias
3 5 10
20 DL, 100 100 100
500 DL, 100 100 100

Sobrevivencia de ratones NIH inmunizados con
30 pg de PME de S. typhi 9, 12, d, Vi al reto S.
typhimuorium

% Sobrevivencia

DL, Dias
3 5 10
20 DL,, 100 60 60
500 DL, 100 30 30
Cuadro X1

Sobrevivencia de ratones NIH inmunizados con
0.2 ml de suero Inmune, anti-PME, al reto con
100 DLso de S. typhi 9, 12, d, Vi

¥ Sobrevivencia

Suero Dias
3 5 10
Inmune 100 100 100
No inmune 20 0 0
Cuadro XII

Sobrevivencia de ratones NIH inmunizados con
0.2 m] de suero Inmune, anti-PME, al reto con
100 DL de S, typhi Ty2

% Sobrevivencia

Suero Dias

3 5 10
Inmune 100 100 100
No inmune 20 20 20

Cuadro XI1i1

Sobrevivencia de ratones NIH inmunizados con
0.2 ml de suero Inmune, anti-PME, al reto con
100 DLz de S. typhimurium

% Sobrevivencia

Suwero Dias

3 5 10
Inmune 100 100 100
No inmune 40 30 0
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Discusiéon

El presente estudio se realizd con el fin de determi-
nar ¢l papel que tienen las PME en la proteccion
contra la infeccién por S. typhi en un modelo expe-
rimental murino. Para ello, las PME fueron obteni-
das de tres cepas de Seimonella, mediante el método
descrito por Schnaitman, en el cual se logra una
amezcla de PME que contiene fundamentalmente a
las porinas y ompA, con una contaminacion de LPS
no mayor del 4 por ciento. Estas PME fueron utili-
zadas para inmunizar a ratones de la cepa NIH, en
donde se llevaron a cabo los experimentos de pro-
teccién activa. Para los experimentos de proteccion
pasiva, se utilizaron también ratones NIH inyecta-
dos con suero de conejos inmunizados con PME.
Los hallazgos principales de estos estudios pueden
resumirse de la siguiente manera: 1) Las PME son
adecuadas como inmunogenos y la respuesta gene-
rada es protectora contra el reto con las bacterias vi-
vas. 2) Hay inmunidad cruzada entre las tres cepas
de Salmonella utilizadas lo que indica que los
epitopes que participan en la proteccién son com-
partidos. 3) La administracion pasiva de suero in-
mune anti-PME confiere proteccién, también
contra las tres cepas utilizadas.

Una de las metas en el estudio de la fiebre tifoidea
es el obtener una vacuna efectiva, libre de los efectos
colaterales de las vacunas actualmente disponibles.
Diversos estudios han analizado la utilidad de diver-
sos componentes antigénicos obtenidos de S. fyphi.
De esta manera, se ha encontrado que el LPS o
antigeno O, a pesar de ser un buen inmunégeno ¢
inducir titulos altos de anticuerpos, éstos no son iti-
les en la proteccion contra la infeccién. El uso de
antigenos protéicos, como el H o flagelar, también
induce anticuerpos, los cuales tampoco han sido
efectivos en conferir proteccién, Debido a lo ante-
rior, en estudios mas reciente, los grupos de investi-
gadores se han dedicado a analizar el papel que un
grupo de proteinas, componentes constitutivos de la
membrana externa de las bacterias Gram negativas,
entre las cuales se encuentran las porinas (ompC,
ompF. lamB, phoE, etc.,}, asi como la proteina mo-
dificable por el calor (ompA). Al utilizar a dichas
proteinas, se¢ ha encontrado que son inmunogéni-
cas y que cuando son inyectadas en un vehiculo ade-
cuado, son capaces de conferir protecion contra la
infeccidon por la bacteria. El presente estudiocorro-
bora dichos hallazgos v sefiala que, por lo menos,
para las tres cepas de Salmoneila utilizadas, existe
reactividad cruzada en cuanto a proteccion (y reac-
tividad inmunolégica) se refiere.

El corrimiento electroforético en geles de po-
liacrilamida de las proteinas de las tres cepas de Sa/-
manellg estudiadas, mostrd la presencia tanto de
proteinas principales como de proteinas menores.
Entre las primeras se encontraron diversas bandas
localizadas entre 36 vy 41 Kd; 23y 28 Kd yuna de 17

Kd v las segundas estaban constituidas por bandas
que se ubicaban entre 17 y 70 Kd. Esto es similar a
lo encontrado por Nikaido para S. fyphimurium,
en especial en lo que corresponde a las denominadas
porinas y a la ompA cuyos pesos moleculares van de
316 a 38Kd;** de manera que nuestro antigeno esta
constituido por una mezcla de PME.

Kussi y col. encontraron que en raiones Balb/c,
las PME de S. typhimurium eran capaces e inducir
proteccion al reto con ésta.?"?* El presente trabjo
demostrd que los ratones inmunizados con la PME
de S. typhi 9, 12, d, Vi fueron parcialmente protegi-
dos a un reto con S. typhimurium. La proteccion
cruzada estd relacionada con el hecho de que las
PME de ambas Sa/moneilas comparten algunos de-
terminante antigénicos. De acuerdo a los resultados
obtenidos con la inmunizacion activa, se encontrd
que 30ug de PME de 5. typhi 9, 12, d, Vi confieren
una proteccion del 100 por ciento contra el reto de
500 DL, con la cepa homéloga v con 8. fyphi Ty2,
mientras que la proteccion contra el reto S. typhi-
murium fue de sdlo 30 por ciento.

Tokunaga® y Lee? encontraron semejanzas en
los perfiles peptidicos de las porinas de S. typhimu-
rium v E. coli lo que sugirio que habia secuencias
de aminoacidos comunes para ambas, por lo tanto
es posible suponer que también existan secuencias
comunes entre las PME de 8. typhi 9, 12, d, Viy S,
typhimurium, ya que éstas son filogenéticamente
mucho mas cercanas. Esto esta de acuerdo con el
hecho de que las PME de ambas enterobacterias
tiene un patron similar de corrimiento electroforéti-
co. Dichos hallazgos explican la inmunidad cruzada
obtenida en ¢l presente estudio.

Los experimentos de inmunidad pasiva reflejan
también proteccion efectiva al reto con la cepa ho-
mologa y proteccién parcial al reto con S. typhimu-
rium. El mecanismo de proteccidn cruzada se
podria explicar a través de los resultados obtenidos
en la inmunoelectrotransferencia, ya que el suero
hiperinmune de conejo anti-PME de §. typhi 9, 12,
d, Vi empleado en la inmunidad pasiva, reconoce
también las PME de S. typhimurium vy en especial a
las gque corresponden al grupo de las porinas. Estos
resultados indican que la inmunidad humoral s su-
ficiente para inducir proteccidon contra Salmonella,
sin embargo, no se analizd la duracién de dicho es-
tado de inmunidad; posiblemente la induccién de
inmunidad celular mediada por linfocitos T sea ne-
cesaria para inducir una inmunidad permanente. El
presenie estudio tampoco analiza dicha posibilidad.

En conclusibn, ésta investigacion demuestra la
utilidad de 1s PME en la induccién de inmunidad
protectora contra bacterias del género Saimonella,
asi como la posibilidad de inducir inmunidad contra
diversas bacterias del mismo género con la utiliza-
cion de PME derivados de una sola cepa, lo que
aumenta la utilidad potencial de las mismas. Queda
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por analizar la naturaleza exacta del inmunogeno,
asi como el papel que la inmunidad celular tiene en
la induccion de proteccién y la duracion de la mis-
ma. En la actualidad se estan iniciando estudios ten-
dientes a resolver estas interrogantes.

Referencias

1.

PEREZ MA; CABRERA R: Medidus preventivas emplea-
das en la infeccion tifoidica Rev Salud Pub {Méx), 1974,
f5:185.

PFEIFFER R; KOLLE W: Uber die spegifische Inmunitdts
Reaktion der Typhusbazillen. Z Hyg Infektkr, 1896;
21:302.

GERMANIER R; FURER E: Isolation and characteriza-
tion of, S typhi ga! E mutant Ty 21a; A candidate strain for
a five typhoid vaccine. 1 Infect Dis, 1975; 131:553.
REITMAN M: Infectivity and antigenicity of sirepromycin
dependent, Salmonella typhosa, § Iofect Dis, 1967,
701,

WAHDAN MH; SERIE C; CERISIER Y; SALLAM 5;
GERMANIER R: Controlled field trigl of tive Salmonella
typhi strain Ty 21a ¢ oral vaccine against typhoid: Three
vears results. I Infect Dis, 1982; 145:292,

GERMANIER R: The live oral typhoid vaccine Ty 21a: Re-
cent field triaf resuits. Sclavo International Conference on
Bacterial Vaccines and Local immunity. 1986, Siena, p. 10.
D1 RIENZO JM; NAKAMURA K; INOUYE M: The outer
membrane proteins of gram-negative bacteria: biosyntesis,
assembly, and functions. Annu Rev Biochem, 1978;
47:48).

OSBORN MI; WU HC: Proteins of the outer membrane of
pgram-negaiive bacteria. Annu Rev Microbiol, 1980;
34:369.

FRASCH CE; ROBBINS ID: Protection against group 8
meningocaccal divease. Hi fmmunogenicity of serotype 2
vaceines and specificity of protection in a Guineg pig mo-
del. J Exp Med, 147:629.

BUCHANAN TN; PEARCE WA; SCHOOLNICK GK;
ARKOQ RlI: Prorection against infections with, Neisseria
gonorrhoeae by Immunization with outer membrane pro-
tein complex and purified piti. J Infect Dis, 1977; f36(Supl
1132,

BUCHANAN TM; ARKO RI: immurity to gonococcal in-
Jfection induced by vaccination with isolared outer membra-
ne of Neisseria gonorhoeae in Guinea pigs. Infect Dis, 1977
135879,

KUSS1 N; NURMIEN M; SAXEN H; VALTONEN M;
MAKELA PH: fmimurnization with major outer membrane

20.

21.

22.

23

24.

25,

26,

27,

proteins in experimental safmoneftosis of mice. infect Im-
mun, 1979; 25:857.

KUSSI N; NURMIEN M; SAXEN H; MAKELA PH: Im-
munization with major outer membrane profein {poring.
Preparations in experimental murine salmoneifosis: Effect
af lipopolysaccharide. Infect Immun, 1982; 34:328.
SCHNAITMAN CA: Effect of ethviendiamine tetracetic
acid, Triton X-100 and lysozime on the morphology and
chemical composition of isolated celf walls of. Escherichia
coli. J Bacteriel, 1971; fO8:553.

LAEMMLI UK: Cleavege of structural proteins during the
assembly of head of bacteriophage T+4. Nature, 1970;
227:680.

TOWBIN H; STAEHELIN T; GORDON I: Efectrophore-
tic transfer of prateins from pofyacrylamide gels to nitro-
celflulose sheets: procedure and some applications. Proc
Natl Acad Sci USA 1979; 76:4350.

WESTPHAL B; JANN K: Bacteria! fipopolysaccharides
extractions with phenof-water and further applications of
the procedure. Methods Carbohydr Chem, I1979; 5:83.
TSAl CM; FRASCH CE: A sensitive sifver stain detecting
lipopolysaccharide in pofyacryiamide gels. Anal Biochem,
1982; fi9:115.

LOWRY OH; ROSEBROUGH NIJ: FARR AL; RAN-
DALL RD): Protein measurement with the Folin phenol re-
agent. J Biol Chern, 1951; J93:265.

KARKHANIS TO; ZELTHER 1Y, JACKSON 1];
CARLOQ DJ: A new improved microassay to determine
2-Kete 3-doxy octonate in {ipopolysacharide in Gram-
negative bacteria. Anal Biochem, 1978; 85595,

KUSSI N; NURMINEN M; SAXEN H; VALTONEN M;
MAKELA PH: Immunization with major outer membrane
proteins in experimental salmonelosis af mice. Infect [m-
mun, 197%; 25:857.

ENGRAL E; PERLMAN P: Enzime-finked immunosar-
benr assay (ELISA). Inmunochem, 1971; 8:874.

REED LJ; MUENCH HA; A simple method of estimating
fifry percent end points. Am 1 Hig, 1938; 27:493.
KAMIO Y; NIKAIDO H: Outer membrane of Salmonella
typhimurium identification of proteins exposed on celf sur-
face. Biochim Acta, 1977; 464:589.

KUSST N: NURMINEN M; SAXEN H; MAKELA PH:
Immunization with major outer membrane protein (porin}
preparations in experitmental murine Safmoneliosis. [nfect
lmmun, 1982; 34:328.

TOKUNAGA H; TOKUNAGA M; NAKAE T: Characte-
rization of porins from the outer membrane of, Salmonella
typhimurium. Eyr J biochem, 1979, 95:433.

LEE DR; SCHNAITMAN CA PUGSLEY PA: Chentical
heterogeineity of, Escherichia coli. ). Bacteriol 1979;
118:861.

VACUNAS EN MEXICO

97



