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La vacuna antileptospirdsica trivalente para uso humano, vax-SPIRAL, adsorbida a un gel de hidroxido de aluminio
como adyuvante, una vez completados satisfactoriamente sus estudios preclinicos fue evaluada en un primer ensayo en
voluntarios adultos en cuanto a reactogenicidad e inmunogenicidad, este fue un requisito establecido internamente por
el grupo que investigd y desarrollé la vacuna para evaluar antes de iniciar los estudios clinicos independientes, por
tratarse de la primera vacuna antileptospirdsica de células enteras inactivadas que ademas estd adyuvada. Fueron
registradas las reacciones locales y los sintomas generales durante tres dias de forma activa después de la aplicacion
de la primera y la segunda dosis; el seguimiento posterior de la reactogenicidad se hizo de forma pasiva en el modelaje
establecido. La respuesta humoral se evalud mediante las técnicas de Microagiutinacion (MAT) y ELISA, mientras que
la presencia de anticuerpos protectores se evalué mediante un ensayo de proteccién pasiva en hamsters, retados con
10 000 DL., de Leptospira canicola, Leptospira copenhageni y Leptospira mozdok. La técnica de Western Blot se
realizd con el suero de las personas vacunadas frente a antigenos celulares de los serovares antes descritos. La
fraccion gamma del suero de los individuos vacunados y de los placebos se obtuvo mediante precipitacion etandlica y
se evalud su efectividad en la inmunoterapia de la leptospirosis por L. mozdok en hamsters. El estudio clinico evidencio
la inocuidad del producto evaluado y los resultados obtenidos mediante ELISA y MAT evidenciaron su poder
inmunogénico, demostrandose seroconversion en el grupo de personas vacunadas por ambos metodos. La vacuna
evaluada fue capaz de inducir anticuerpos protectores vy eficaces en la terapia de la leptospirosis en hamsters. El suero

de personas vacunadas reconocié fundamentalmente fracciones de 38,5; 35,2 y 30,5 Kd.
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Introduccion

Los estudios preclinicos de la vacuna antileptospirdsica
trivalente vax-SPIRAL fueron desarrollados en los
modelos animales adecuados para cada estudio. En el
modelo héamster sirio dorado {(Mesocricetus auratus) se
demostrd el poder inmundgeno y protector de la variante
adsorbida, comprobandose la induccidn de anticuerpos
mediante el ensayo ELISA vy la Microaglutinacion (MAT).
Se demostré ademas que los anticuerpos inducidos eran
protectores en el ensayo de reto de animales vacunados,
frente a 10 000 DL., de cepas altamente virulentas de
los serovares implicados en la vacuna. Otro elemento
importante que caracterizd el producto lo constituyd su
inocuidad, evaluada en dos modelos animales, el raton
OF1 vy el curiel Duncan Hartley, demostrandose mediante
los ensayos de toxicidad a dosis unica y repetida la
inocuidad del mismo. Se demostré ademas que vax-
SPIRAL  resultd inocua en los estudios de
inmunotoxicidad en hamsters al evaluar su efecto sobre
drganos inmunocompetentes como bazo, timo y médula
dsea (1). El documento presentado al Centro para el
Control Estatal de la Calidad de los Medicamentos
(CECMED), las npresentaciones ante el Comite de
Expertos del Programa de Vacunas de Cuba y todas las
consultas realizadas, concluyeron satisfactoriamente con

el dictamen de que los resultados preclinicos permitian el
inicio de la fase clinica.

Sobre la base de todos los resultados anteriores vy
satisfechas las consultas pertinentes quedaba, al grupo
que investigé y desarrolld la vacuna, la preocupacion de
que vax-SPIRAL era la primera y la unica vacuna
antileptospirésica de células enteras inactivadas que
ademas estaba adsorbida a un gel de hidréxido de
aluminio como adyuvante y estabilizador y se decidio
realizar un ensayo en un grupo de voluntarios adultos
sanos como requisito adicional de seguridad antes de
iniciar la serie de estudios clinicos independientes en
otras instituciones y poblacién en general. El estudio se
levé a cabo con voluntarios provenientes de los
laboratorios de Leptospira, la Division de Modelos
Animales e Histopatologia y otras areas de
investigaciones del Instituto Finlay, previo consentimiento
informado y chequeo médico. El objetivo principal del
estudio fue asegurarnos adicionalmente de la inocuidaad
de la vacuna en humanos y aprovechar el ensayo para
estudiar la respuesta inmune inducida, la dinamica de
anticuerpos ante el esquema propuesto, y ver el
comportamiento de las diferentes técnicas de laboratorio
de evaluacién de la respuesta inmune en humanos por
primera vez ante una inmunizacidn con vax-SPIRAL.
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Vlateriales y Métodos

Diseno del Estudio. Veinticuatro voluntarios adultos
sanos de 22 a 45 anos de edad, trabajadores del
Laboratorio de Leptospira, de la Division de Modelos
Animales y de otras areas de investigaciones del Instituto
Finlay fueron enrolados en el estudio previo chequeo
medico, examenes hematolégicos vy verificaciéon de no
presentar signos ni sintomas de procesos agudos
Infecciosos o alérgicos en el momento de la vacunacion.
Con ei objetivo de detectar de Iinmediato cualquier
reaccion asoclada con la vacuna, el estudio se disend
como un Open-Label Tria/, es decir, un ensayo “a rotulo
ablerto” donde se conocia quién recibia la vacuna y quién
placebo, aunque la asignacion individual se hizo por una
tabla de nuameros  aleatorios, correspondiéendole
finalmente vacuna a 14 y placebo a 10 voluntarios. (Este
desbalance se debe al desenrolamiento de 4 voluntarios
por razones de salud y de trabajo fuera de provincia). Es
decir, se trata de un estudio clinico en voluntarios “a
rotulo abierto” peroc controlado con un grupo placebo vy
con asignacion  aleatoria de la vacuna o el placebo
respectivamente.

Consentimiento informado. Los voluntarios enrolados en
el estudio recibieron previamente informaciéon oral vy
escrita sobre la leptospirosis en general y sobre el
desarrollo de las vacunas en este campo y en particular
sobre todos los detalles de la vacuna que seria objeto de
estudio, el diseno del mismo, el placebo vy las posibles
reacciones y molestias que podian sufrir vy el cardacter
estrictamente voluntario de su enrolamiento y derecho a
abandonar el estudio en cualquier momento. Todos los
voluntarios firmaron una carta de consentimiento.

Vacuna empleada. Vacuna trivalente que contiene los
serovares Leptospira canicola, Leptospira copenhageni vy
Leptospira mozdok adsorbida en gel de hidroxido de
aluminio, vax-SPIRAL, lote 4001. La composicion es la
sigulente:

L. canicola.............c.ccciueinnnn.. 100 -160 x 10° células /mL
L. copenhageni...........c..cc....... 100 -160 x 10° células /mL
L. MmozAdoK.....ocoiviiuiis viinnnns, 100 -160 x 10° células /mL
Gel de Hidréxido de Aluminio {(Alhydrogel ®) ....... 2 mg / mL

o aT=] o 7= | 0,1 mg/ mL

ampon Fosfato Salino (TFS) .Cantidad suficiente para 1 mL

Placebo. Constituido por:

Gel de Hidrdxido de Aluminio { Alhydrogel 7) ..... 2 mg/ mL
T eI OS Al i e e s 0,1 mg/mL
I S Cantidad suficiente para 1 mL.

Dosis y esquema de inmunizacion. Cada voluntario
recibido dos dosis de 0,5 mlL por via intramuscular
profunda en el musculo deltoides, con un intervalo de
O semanas entre dosis.

Evaluacion clinica. Especial atencidén se presté a la

~observacion especializada de la reactogenicidad; los

voluntarios aunque no fueron ingresados en ninguna
instalacion hospitalaria fueron chequeados activamente
cada 6 horas durante los primeros tres dias después de |a
aplicacion de la primera y segunda dosis. Los parametros
evaluados fueron: estado general; temperatura (°C),
cefaleas, nauseas, sintomas locales como inflamacidn,
dolor, eritema, induracién, escozor y cualquier otro
sintoma general o local referido y/o comprobado.
Despues de las 72 horas el seguimiento de la
reactogenicidad fue por el reporte pasivo de cada
voluntario dos veces al dia durante la primera semana
despues de la primera y segunda dosis y en cualquier
momento que se les presentara una molestia hasta
3 semanas después. Adicionalmente fueron
aprovechados los momentos de toma de muestras de
sangre para la dinamica de anticuerpos para interrogar
sobre sintomas y signos y para observar el sitio de la
inoculacion.

Procedimientos seroldgicos. Se extrajeron 5 mL de
sangre venosa semanalmente durante 8 semanas a un
grupo de 5 de los voluntarios vacunados y placebo con
vistas a la definicion de la dinamica de anticuerpos
Inducida en las personas vacunadas, mientras que el
resto se muestred al tiempo O, 2, 6 y 8 semanas. El
suero se separo por centrifugacién a 3 500 rpm durante
10 minutos vy conservd a - 20 °C hasta su uso. Los
titulos de aglutininas de los sueros se determinaron
mediante MAT (2), usando como antigenos cepas
virulentas de los serovares L. canicola, L. copenhageni y
L. mozdok, ajustadas a una concentracién de 100 x 10°
células/mL. La dilucidn inicial de trabajo de los sueros
para esta técnica fue de 1:2, efectuandose diluciones
dobles seriadas en TFS. Como controles positivos se
consideraron sueros de referencia. Los titulos se
definieron como la mayor dilucién que obtuvo un 50% de
aglutinacion. Todas las muestras de suero se evaluaron el
mismo dia, con el mismo lote de antigeno y por la misma
persona, con vistas a evitar errores debidos al factor
humano y variabilidad antigénica.

La respuesta humoral se evalud también mediante un
sistema ELISA de células fijadas a la placa (1}, y se utilizé
para ello un antigeno trivalente de células inactivadas vy
lavadas de L. canicola, L. copenhageni y L. mozdok,
ajustadas a una concentracién de 200 x 10 ° células/mL
y un conjugado anti-lgG humana peroxidasa (Sigma).

Ensayo de Proteccion Pasiva. Se prepard una mezcla de
sueros tomados 15 dias después de aplicada la primera
dosis, con vistas a comprobar en este tiempo la
existencia de una inmunidad que fuera capaz de proteger
a los animales inmunizados pasivamente contra 10 000
DL., de cepas altamente virulentas de los serovares antes
mencionados, resultado este encontrado al evaluar la
vacuna en hamsters. Para este ensayo se emplearon 30
hamsters sirio dorado con un peso promedio de 60-380 g,
provenientes del Centro para la Produccién de Animales
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de Laboratorio (CENPALAB). A 15 hamsters se les
inoculd por via intraperitoneal 1 mL de la mezcla de
sueros provenientes de personas vacunadas y los
15 restantes 1 mbL de la mezcla de sueros de los
placebos. Las 24 horas después los hamsters se
separaron en grupos de a 5 por caja y se les retdo con
10 000 DL., de cada serovar incluido en la vacuna (3).
Los animales se observaron durante 14 dias (4). Despues
de transcurrido este tiempo los sobrevivientes se les
sacrificd: muestras de rifidn se sembraron en medio
Tween-Albimina (5), incubdndose a 28 °C durante cuatro
semanas.

SDS-PAGE. Se prepararon lisados de células de
[. canicola, L. copenhageni y L. mozdok (6). Para la
electroforesis se utilizé un sistema discontinuo ({/),
empledndose un gel separador al 12,5% de acrilamida.
Las muestras se corrieron a 100 mA durante © horas,
tinéndose el gel con una solucion de azul brillante de
Commassie R 250 (Sigma), diluido en 10% de acido
acético (Merck) mas 10% Metanol (Merck). El patron de
peso molecular (PM) empleado estuvo constituido por
una mezcla de proteinas de 67, 43, 25, 18 y 14 Kd.

Determinaciéon de los pesos moleculares. Para ello se
empled un programa de analisis de datos, mediante el
cual se obtuvo la curva de regresidn ajustada a partir de
os valores del logaritmo de los PM de los patrones y las
movilidades electroforéticas calculadas. EI PM de las
diferentes bandas visualizadas en la electroforesis y las
reconocidas en el Western Blot, se calculd por
interpolacién en la curva de regresién obtenida.

Western Blot. Esta técnica se desarrollé atendiendo a las

“condiciones reportadas previamente en la literatura (8).

Los sitios libres de la nitrocelulosa fueron saturados con
leche descremada (Oxoid) al 5% en Tampdn Tris Salino
(TTS). Los antigenos de Leptospira transferidos se
detectaron después de la incubacidon de la nitrocelulosa
con una mezcla de sueros de individuos vacunados con
dos dosis de vax-SPIRAL, que se obtienen 15 dias
después de aplicada la segunda dosis, y posterior
reaccidon con el conjugado anti-lgG humana peroxidasa
(Sigma). La reaccién fue visualizada mediante la tincion
con 5 mg de 4-Ci-1 naphtol (Sigma) diluido en 1 mL de
metanol {Merck) mas 24 mL de TTS y 15 ul de H,0,
(Merck).

Purificacion de la fraccion gamma del suero de personas
vacunadas y placebos. La purificacién de la fraccion
gamma de personas vacunadas y placebos se lleva a
cabo mediante precipitacién etandlica (9).

Inmunoterapia. Se inocularon 25 hamsters con 10 000
DL., de L. mozdok, separados en 5 grupos y cada caja
contiene 5 animales. En el momento de la aparicion de
los primeros sintomas clinicos cada grupo recibio un
tratamiento distinto como se describe en la Tabla 1. Los
animales se observaron durante 14 dias y se registro el
porcentaje de mortalidad.

Analisis Estadistico. Se realizaron comparaciones de
proporciones usando las pruebas chi-cuadrado y Fischer,
ambos de una sola cola implementados en el paguete
Epi-info Version 3.0.

Tabla 1 Tratamiento aplicado a cada grupo de hamsters infectados con 10 000 DL,

de L. mozdok
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| Gentamicina (0,5 mg / Kg de peso}
¥ Gentamicina (0,5 mg / Kg de peso} més fraccién gamma de personas vacunadas (1 mg)
H Fraccién gamma de personas vacunadas (1 mg)
A% Fraccidon gamma de personas no vacunadas (1 mg)
V Ninguno

* Se aplic6 cada 8 horas durante 24 horas

Resultados

De acuerdo con los resultados reflejados en la Tabla 2 el
sintoma mas frecuente que se observd en el grupo de
voluntarios vacunados fue el dolor local, tanto después
de la aplicacion de la primera como de la segunda dosis.
El segundo sintoma a tomar en consideracion fue el
escozor, aunque la frecuencia es relativamente baja. Los

resultados en el grupo placebo mostraron que el dolor
local se reporté en el 38% de los casos después de la
primera dosis y en el 57% de los casos después de la
segunda dosis, segin se aprecia en la misma Tabla. Si
comparamos los resultados obtenidos en el grupo de
vacunados con respecto al grupo placebo se puede
asumir que el dolor local pudiera deberse en gran medida
al efecto de!l adyuvante (10). Aunque para el eritema y el
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escozor se compara ocurrencia nula con 14,29; 21,43 y
6,7% respectivamente en 2da y 1ra dosis al ver el
ndmero de individuos tmplicados, tampoco se puede
detectar significacion estadistica para esa diferencia entre
receptores de vacuna y placebo.

En el grupo de voluntarios se suspendid la aplicacion de
la segunda dosis a un voluntario que presentd molestias
despues de la primera dosis consistente en malestar
general y sensacion de ftatiga; despues se comprobo en

Tabla 2.

este caso el desarrollo de un sindrome gripal por lo que
quedo claro que la vacuna no fue causa de la reaccion.

Todas las reacciones presentadas fueron leves,
transitorias, con pocas horas de evolucidon v
completamente reversibles sin tratamiento alguno, y sin
dejar secuelas. La vacuna resultd segura, inocua, bien
tolerada y no causo molestias distintas a las esperadas
para una vacuna absorbida como otras del esquema
normal de inmunizaciones.

Parametros clinicos evaluados en voluntarios vacunados con vax-SPIRAL

y placebos, después de la aplicacion de la primera y segunda dosis

P f émetms Ct{ B ‘9 d & !C a S O $ .....

Primera dosis
n=15

Dolor local 40,007

Eritema O 14, 29

Escozor en el punto de o,/ 21.43

inoculaciéon
No reaccionaron 60 36

* Dolor local ligero mantentdo no mas de 72 horas .

En el Grafico 1 se muestran los resultados relativos
al comportamiento de la temperatura corporal en el
grupo de voluntarios vacunados. No se observaron

Grafico 1.
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temperaturas superiores a los 37,5 “C, lo cual no se
considera fiebre. Las temperaturas registradas en el
grupo placebo no fueron superiores a 36,8 °C.

Comportamiento de la temperatura corporal en voluntarios vacunados,

durante 72 horas después de aplicadas la primera o segunda dosis de vax-SPIRAL
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En cuanto a la definicion de la dinamica de anticuerpos
mediante la utilizacion del sistema ELISA se puede
apreciar un aumento de la respuesta de anticuerpos con
la aplicacion de la segunda dosis, con respecto a los
niveles observados ante la respuesta primaria,

poniéndose de manifiesto con este resultado el poder
inmunogeno de la vacuna evaluada (Grafico 2). Un
comportamiento semejante se observa en el Grafico 3,
donde aparecen reflejados los resultados obtenidos de la
respuesta individual de cada voluntario vacunado.

Grafico 2. Resultados de la respuesta inmune humoral IgG, evaluada mediante un sistema

ELISA, en el grupo de personas no vacunadas y vacunadas con vax-SPIRAL
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Grafico 3. Respuesta humoral en un grupo de voluntarios vacunados con vax-SPIRAL
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La evaluacidon de la respuesta humoral mediante el

de (Tabla
presencia de aglutininas en el suero de las personas

ensayo microaglutinacion 3} mostro la
efecto positivo de la
sobre el titulo de

anticuerpos detectados, coincidiendo con los resultados

vacunadas, observandose el

aplicacion de una segunda dosis

obtenidos mediante
patron general

la técnica ELISA al menos en el

de seroconversion, aungque no en ta

intensidad, pues los titulos por MAT son por lo general
bajos. La correlacion con una respuesta protectora parece
ser mejor con los anticuerpos medidos por ELISA y con la

proteccion pasiva en el modelo de hamster.
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Tabla 3. Reacciones serologicas en voluntarios vacunados, evaluadas mediante el ensayo de Microaglutinacion
~ Antesdela 15_ dias después da Ia -------------------- . 15 dias después de la
....Indmduﬂ No. primera dosis - i ~‘primera dosis 53:55*37"7 e segunda dosis
cam’co/a copenhag mozdcak canicola copenhag mozdok

1 O ND ND ND 0 1:16 1:32
2 O 1:16 1:8 O 1:32 1:32 1:8
3 O ND ND ND 1:106 1:16 1:16
4 O ND ND ND 1:10 1:16 1:16
5 O 1:8 1:8 1:8 1:32 1:32 1:32
S 0 O 0 O 1:16 1:16 0

7 O O O 1:4 1:8 1:8 1:4
8 0 1:8 O O 1:8 O O

9 O 1:8 1:4 1:4 1:32 1:4 1:16
10 O 1:8 O 0 1:16 1:4 1:83
11 O ND ND ND 1:32 1:32 1:16
12 O O O O 1:32 1:16 1:16
13 O O 1:8 1:8 1:8 16 16
14 O O O O 1:16 16 1.32

ND: No desarrollado

Tabla 4. Resultados del ensayo de proteccion pasiva en el modelo hamster sirio dorado, usando las muestras
de suero de personas vacunadas y placebos tomadas 15 dias después de la primera dosis

0. Noide

o GQrapo o . ammaies .‘.1_:_:_::_. ____ - Lo oSerovar

5 canicola
Vacunado 5 copenhageni

5 mozdok

H canicola
Placebo b copenhageni

5 mozdok

S Canfrgnta{:'én .............. s e
% Mortalidad o :'S:abféinda
20 80
20 80
0 100
100 0
100 0
100 0

* Los animales fueron confrontados con 10 000 DL., de los serovares L. canicola, L. copenhageniy L. mozdok.

Significacion estadistica en proteccion a favor de vacunados:

Para serovar L. copenhagen: P= 0.048

Se demostré ademas que la respuesta humoral arriba
descrita estaba caracterizada por la presencia de
anticuerpos protectores, debido a que los animales
iInmunizados pastvamente con el suero hiperinmune de
personas vacunadas fueron capaces de sobrevivir al reto
con 10 000 DL., de cepas altamente virulentas de los
serovares L. canicola, L. copenhageni y L. mozdok;, se
obtuvieron porcentajes de sobrevivencia de 80, 80 vy
100, respectivamente (Tabla 4).

Los tubos incubados durante cuatro semanas con
muestras de rindn de los animales que sobrevivieron al
reto, protegidos con el suero de los voluntarios
vacunados, no mostraron crecimiento bacteriano alguno
y las muestras de los animales controles que murieron
por leptospirosis masiva si presentaron crecimiento de
leptospiras en sus cultivos, lo cual demuestra la no
prevalencia de leptospirosis en el organo de los animales
protegidos y avala la potencia de la vacuna en ensayo,
traducida esta en |la naturaleza protectora de la respuesta
inmune Inducida en los voluntartos wvacunados (b).
Atendiendo a la naturaleza del principio activo de esta
vacuna, constituido por celulas enteras de los serovares

Para serovar L. mozdok:

Para serovar L. canicola: P= 0.048

P= 0.008

[ . canicola, L. copenhageni vy L. mozdok, el conocimiento
de que componentes de estas representan los antigenos
iInmunodominantes y por tanto aquellos hacia los que se
ha dingido fundamentalmente la respuesta en los
voluntarios  vacunados, representa un  elemento
importante dentro de nuestros resultados. El SDS-PAGE
de los antigenos celulares de los serovares anteriormente
descritos muestran patrones electroforeticos semejantes,
donde mas que diferencias debidas a la presencia de uno
u otro antigeno se podria hablar de diferencias en cuanto
a la magnitud en la expresion de los mismos (Figura 1).
La evaluacion, mediante la técnica de Western Blot, de
aguellos antigenos reconocidos mas fuertemente por el
suero de personas vacunadas mostro como resultado
fundamental tres fracciones localizadas en las regiones
de los 30,5; 35,2 y 38,5 Kd, observandose ademas un

débil reconocimiento de otras fracciones (Figura 2).

Los resultados obtenidos en ta evaluacion de ta gamma
hiperinmune  demostraron  su efectividad en la
iInmunoterapia de la leptospirosis en hamsters infectados

experimentalmente con 10 000 DL., de L. mozdok
(Tabla b).
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Figura 1: SDS-PAGE de antigencs celulares de [.
canicola, L. copenhageni y L. mozdok separados en
un gel lineal al 12,5% y tenidos con azul brillante de
Coomasie.

1) L. canicola 2) L. copenhageni 3) L. mozdok. Los
numeros a la izquierda muestran los pesos
moleculares de las proteinas patrones utilizadas.

Figura 2: Western Blotting de antigenos celulares de
L. canicola, L. copenhageni y L. mozdok frente a una mezcla
de sueros de Individuos vacunados con dos dosis de vax-
SPIRAL. Se utilizaron muestras de suero tomadas 15 dias
después de aplicada la segunda dosis.

1) L. canicola, 2) L. copenhageni, 3} L. mozdok. Las flechas a
la izquierda muestran los pesos moleculares de las fracciones
reconocidas con mayor intensidad.

Tabla 5. Resultados de la quimioterapia e inmunoterapia en hamsters infectados con 10 000 DL,

Gentamicina
|} b Gentamicina 0,5 O
+
Gamma hiperinmune 3 despueés ]
11 5 Gamma hiperinmune Cada 8 " O
AV 5 Gamma no Cada 8 ] 5
hiperinmune
V 5 Control - -

Discusion

Las vacunas conocidas hasta el momento, como medida
profilactica contra la leptospirosis humana, son
suspensiones celulares mono o polivalentes, donde cada
serovar esta representado por concentraciones iguales o
superiores a 100 x 10° células/dosis de vacuna, con
esquemas de vacunacion de dos dosis con intervalo entre

ellas de 7 a 21 dias (12,13,19, 23 y 24).

La utiizacion de wvacunas de células enteras puede
potenciar la respuesta Inmune, ya que llevan en si

mismas componentes de membranas altamente
InNmunogénicos. Sin embargo las vacunas conocidas
hasta el momento contra l|la leptospirosis humana

confieren una proteccion relativamente corta, de 6 meses
a 1 ano (12, 23, 24). Durante la fase investigativa de
laboratorio se consiguid establecer un proceso de
iInactivacion y de tratamiento post-inactivacion que
conserva con un dano minimo los antigenos celulares
principales de la leptospira y sobre esta base tue posible

disminuir la cantidad de antigeno celular en nuestra
vacuna con respecto a otras, este factor esta a tfavor de
la disminucion de {as posibles reacciones vacunales
dertivadas de la carga antigénica. Otro factor que
diferencia nuestra vacuna de otras es que vax-SPIRAL es
a unica adyuvada para uso humano (14, 15): este factor
na tenido dos ventajas: la primera que nuestra
formulacidon es estable a 4 °C por mas de 2 anos
después de producida y la adsorcion es el factor principal
de esta estabilidad adicional y la otra ventaja ha sido la
potencilacion de la respuesta humoral y su mayor
duracion demostrada en estudios comparados preclinicos
(1) con formulaciones no adyuvadas y gue en este primer
estudio en humanos ha sido corroborado al obtenerse una
cinética de anticuerpos con seroconversion medida por
MAT vy ELISA superior a otras vacunas y con una calidad
protectogenica también superior evidenclada por el
ensayo de proteccion pasiva con suero de vacunados en
el modelo de hamster.
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El grupo de voluntarios vacunados con vax-SPIRAL no
mostro reacclones adversas sistemicas ni locales serias a
la vacuna, solamente se presentaron reacciones ligeras
como febricula vy dolor leve en el sitio de la inoculacidon,
pudiendo atribuirsele este ultimo sintoma en gran medida
al adyuvante empleado, pudiendo hacer esta inferencia
sobre la base de los resultados obtenidos con el grupo
que recibid el placebo que estaba constituido
esencialmente por el gel de Al (OH), usado como
adyuvante a i1gual concentracion; en este grupo hubo
aproximadamente ia misma proporcion de dolor local que
en €l grupo de vacunados; los otros sintomas como
eritema y escozor si parecen proplos de la respuesta
inducida por los antigenos vacunales. En todos los casos
fueron reacciones leves, transitorias, gue no requirieron
de tratamiento y que no dejaron secuelas. La vacuna
tiene una excelente tolerancia y seguridad, es tan inocua
Y POCO reactogenica como otras vacunas adsorbidas de
amplio uso.

Segun se puede apreclar en los resultados que aparecen
reflejados en los Graficos 2 y 3, la vacuna resulté ser
inmunogena y se logra un efecto booster con la
aplicacion de la segunda dosis. Los titulos de aglutininas
cbtenidos son relativamente bajos, todo lo cual puede
estar en correspondencita con la disminucion  en la
concentracion de antigenos empleada por serovar y por
dosis de vacuna. La evaluacion de la vacuna Shen-Tor
(11,13), tanto en hamsters como en humanos demostrd
que Jla misma induce titulos bajos de aglutininas,
reportando los autores que en Leptospira es factible
encontrarse bajos titulos de aglutininas con un aito nivel
de proteccion. Otros autores reportan que titulos de
aglutininas entre 1:4 y 1:100 pueden proporcionar un
buen nivel de proteccion {16, 17, 18). No obstante, la
evaluacion de la proteccion inducida en el suero de
personas vacunadas mediante el ensayo de inmunizacion
pasiva en hamsters nos permitio demostrar que, a pesar
de los bajos titulos de aglutininas encontrados, se logrd
un nivel de proteccion adecuado, representado esto por
un 80% de sobrevivencia frente al reto con los
serovares canicola y copenhageni y un 100% de
sobrevivencia frente al serovar mozdok, todo esto frente
a un cruento reto de 10 000 DL,,.

En los resultados serologicos por MAT se demostro que
a respuesta a los tres serovares que componen la vacuna
no fue la misma dentro de un mismo individuo ni entre
individuos diferentes; siendo estos resultados semejantes
a los reportados por otros autores en humanos {12,19}.

Los niveles de serovonversion obtenidos después de la
aplicacion de las dos dosis de vacuna fueron de un
85,7%, resultados estos que superan a los obtenidos en
el grupo de voluntarios vacunados con la vacuna liquida
israeli Shen-Tor {12), que fueron de un 57% vy a los de la
vacuna soviética evaluada en nuestro pais, con la cual se
obtuvo un 17,3% de seroconversion (19). Debe tenerse
en cuenta sin embargo que este estudio es con un
pegueno numero de voluntarios y que su objetivo no era

reactogenicidad y seguridad vy obtener

medir iniciar los estudios de
iInformacién
preliminar sobre inmunogenicidad. De todas formas los
titulos obtenidos por MAT fueron en general bajos, lo
cual no tiene gran importancia, pues no esperabamos
correlacion de estos titulos con la proteccidn inducida por
la vacuna sino solamente un indicador de “movimiento”

de la respuesta mediada por anticuerpos.

seroconversion  sino

La quimioterapia ha resultado ser el tratamiento por
excelencia ante el establecimiento de la leptospirosis,
aunque se han reportado los posibles usos de una gamma
hiperinmune obtenida de personas vacunadas en la
iInmunoterapta de esta enfermedad (20, 21). Los
resultados que aparecen en la Tabla 5 muestran que la
traccion gammaglobulina obtenida mediante extraccion
etandlica a partir del plasma de los voluntarios
vacunados, demostré ser eficaz en la inmunoterapia
contra la leptospirosis en hamsters experimentalmente
infectados con L. mozdok. Estos resultados avalan la
continuidad de los trabajos encaminados a la obtencién
de una gamma hiperinmune de personas vacunadas y nos
permiten inferir su posible uso en la inmunoterapia de
esta enfermedad en humanos. (Estudios en curso han
ampliado esta evidencla a otros serovares).

Conociendo que la vacuna cubana contra la leptospirosis
humana es inmunogénica, no reactogeénica y que induce
una respuesta potencialmente protectora en las personas
vacunadas, se hace necesario conocer hacia qué
componentes de estos microorganismos esta dirigida esta
respuesta. Los resultados obtenidos mediante la técnica
de Western Blott evidencian el reconocimiento de tres
fracciones de 38,5; 35,2 y 30,5 Kd, respectivamente, en
los tres serovares evaluados. Las bandas de 30,5 y 35
Kd pudieran corresponder a la proteina flagelar de 34,5-
35 Kd y a la proteina principal de la membrana externa
de aproximadamente 32 Kda. Estos resultados son
similares a los reportados por otros autores (22), al
evaluarse la respuesta inmune en personas vacunadas,
donde las principales bandas proteicas reconocidas
fueron las de 32 Kda y el doblete 34,5-35, ademés de
otros componentes. Debe tenerse en cuenta que el
Western Blotting no es una técnica que pueda por si sola
identificar todas las proteinas que reconoce un antisuero
en particular, hay algunas proteinas y sobre todo
determinantes antigénicas importantes que se pierden
durante el proceso para esta técnica. Por eso nuestros
estudios actuales la complementan con otras. Estos
resultados representan las premisas de un objetivo
fundamental: la identificacion de aquellas biomoléculas
responsables en la induccién vy establecimiento de un
estado inmune contra la leptospirosis en humanos.
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Adsorbed trivalent antileptospiral vaccine for human use. First trial for the evaluation of reactogenicity
and immunogenicity in voluntary adults

Abstract

The human trivalent antileptospiral vaccine, vax-SPIRAL, adsorbed in Al{OH); gel which represents the first adjuvated vaccine of inactivated
cells, was evaluated in adult volunteers after preclinical testing, regarding reactogenicity and immunogenicity as a prerequisite before
independent clinical trials The local and systemic symptoms were actively recorded during the first 72 hours after the application of the first
and second dose with further passive assessment of these parameters. The humoral specific response was evaluated by the techniques of
Microagglutination (MAT) and ELISA. The presence of protective antibodies was evaluated by means of a passive protection assay in
hamsters challenged with 10 000 LD, of Leptospira canicola,. copenhageni and mozdok. Western blot studies were carried out with sera of
vaccinated people against cellular antigens of the three serovars. The gamma fraction of the sera from vaccinees and placebo subjects was
obtained by ethanolic precipitation and evaluated in the treatment of the experimental infection of hamsters with L. mozdok. The study
nroved the safety of the product and a good immunogenicity with a high seroconvertion rate meassured by MAT and ELISA methods In the
vaccinated group. The induction of protective antibodies was demonstrated with the use of the model of experimental infection in hamsters.

The sera of vaccinees identified bands of 38.5, 35.2 and 30.5 Kd.

Key words: Leptospirosis, human vaccine, clinical trial, immunogenicity, reactogenicity.
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