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RESUMEN. Se evaluaron diferentes esquemas de inmunizacién con el preparado vacunal cubano contra
Salmonella typhi (polisaciride Vi) en ratones, con el objetivo de determinar su posible influencia para su
empleo en humanos. Cuatro esquemas fueron ensayados, utilizando dos vias de inmunizacién, la Subcuts-
nea (SC) y la Intramuscular (IM), con 1y 2 dosis a intervalos de 7 y 14 dfas entre ellas. La dindmica de an-
ticuerpos se determiné mediante un ensayo inmunoenzimdtico. Los niveles de anticuerpos obtenidos en ca-
da ensayo fueron similares. La inmunizacién confirié niveles de proteccién de un 70% en todos los esque-
mas utilizades, por lo que el esquema de inmunizacién para humano de 1 dosls por via IM 6 SC puede ser
empleado.

SUMMARY. “Immunogenicity and Protection Induced in Mouse by Palysaccharide Vi of Salmonetla typhi”. Dif-
ferent immunization schemes with the Cuban vaccine preparation against Saimonella typhi (Polysaccharide Vi)
were evaluated in mice, in order to determinate the possible influence for human use. Four immunization
schemes were used: two different route of immunization, subcutaneous (SC) and Intramuscular (IM), with 1 or 2
doses with intervals 7 or 14 days between them. Total antibodies to polysaccharide Vi of Salmoneila typhi were
measured by an immunoenzymatic assay. The immunogenicity levels were similar for all schemes, The vaccine
provided protection level of 70%. According to this results we propose the immunization human schemes of one
doses of polysaccharide administered by IM o SC route.

INTRODUCCION

Las fiebres entéricas contindan siendo una
causa considerable de morbilidad y mortalidad
en paises que no tienen asegurado un control
de las aguas albafiales y presentan contamina-
cién en el agua polable. En estos paises la causa
mas frecuente y seria de fiebre entérica es Sal-
monelia typhi (fiebre tifoidea) 12, donde se ha
estimado que anualmente ocurren alrededor de
33 millones de casos producido por S. hyphi, de
los cuales 0,5 millones tienen un desenlace fatal.

En la actualidad, la inmunoprofilaxis contra
la fiebre tifoidea esti basada en la disponibili-
dad de tres tipos de vacunas. Una vacuna antiti-
foidica de células enteras inactivada con fenol y
calor 34, Esta es la vacuna que se producia anle-
riormente en nuestro pais. La segunda es la va-

cuna atenuada de S. Hphi (Ty21a) administrada
oralmente y la tercera vacuna es la que utiliza al
polisacarido capsular como inmunégeno 46,

En el mundo existen en estos momentos va-
rias tendencias en la busqueda de nuevas va-
riantes de vacuna, como la vacuna de polisaciri-
do Vi, las vacunas conjugadas de polisacirido Vi
con una proteina portadora 79 y vacunas combi-
nadas; como ejemplo podemos citar un ensayo
clinico realizado en Vietnam donde se evaldo la
seguridad, inmunogenicidad y eficacia de una
vacuna conjugada de polisacirido Vi unido co-
valentemente a la Exotoxina A de Pseudomona
aeruginosd, mostrando ser segura, inmunogéni-
ca y con mas del 90% de eficacia en nifios de 2
a 5 afos de edad 710,

También ha sido utilizado el polisacirido Vi
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en vacunas combinadas; por ejemplo, se realizé
un estudio multicéntrico donde se evalu6 la
consistencia de 3 lotes de una vacuna combina-
da de hepatitis A y polisacirido Vi en 462 per-
sonas de edades comprendidas entre 15 y 50 a-
fios, obteniendo como resultado que después
de 14 dias de inmunizados el 95% de las perso-
nas en estudic mostraron anticuerpos anli Vi y
mis del 86% mostraron anticuerpos anti Hepati-
tis A 1; otro de los estudios de vacunas combi-
nadas utiliza al polisacirido Vi junto con cepas
de Vibrio cholera CVD 103-HgR, la cual mostrd
buenos resultados 12,

Una de las lineas de trabajo del Instituto Fin-
lay de La Habana es desarrollar en primera ins-
lancia una vacuna altamente purificada, menos
reactogénica y mis eficaz, por lo que a partir
del afio 1995 se propuso obtener una nueva va-
cuna antitifoidica a partir de antigenos polisaca-
ridicos Vi purificados.

En las pruebas en animales de los prepara-
dos vacunales en estudio se hace necesario
comprobar si las vias de inoculacién y los es-
quemas de inmunizacién propuestos son ade-
cuados 13. Con estos fines se estandarizé y eva-
lué un sistema ELISA, que ademis creari las ba-
ses para un sistema de cuantificacién del antige-
no en los preparados vacunales, tal como lo re-
comienda la OMS 1.3 para esta vacuna y sc reta-
ron los animales con §. fyphi para determinar la
proteccion,

MATERIALES Y METODOS
Inmunizacion

Para este (rabajo se utilizaron ratones
C57BL/6 machos entre 18-22 g de peso al inicio
del experimento, procedentes del centro nacio-
nal de produccién de animales de laboratorio
(CENPALAB Habana Cuba). Seis grupos de 10 ra-
tones cada uno, distribuidos de la siguiente ma-
nera: dos de ellos para comparar las vias de ino-
culacién reportadas (IM y SC) y cuatro para eva-
luar las distintas dosis por via SC (un grupo con
una dosis Gnica, otro con dos dosis con un in-
tervalo entre dosis de siete dias, un tercer grupo
con dos dosis pero con un intervalo de catorce
dias y un grupo no vacunado como control ne-
gativo). Estos ensayos se repitieron 3 veces.

Los sueros de los animales fueron colectados
por separado a los 0, 7, 14, 21 y 28 dias poste-
riores a la inmunizacién. La concentracién de
polisacirido Vi fue de 1 pg/ratén en solucién
tampon isotdnica. El polisacarido Vi procedia de
la Planta de Produccion del Instituto Finlay.
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Deteccidn de Anticuerpos

Los anticuerpos se detectaron por un ELISA
indirecto 214, Previamente las placas de polivini-
lo de 96 pozos (Costar) fueron incubadas 1 h a
temperatura ambiente con Poly-L-Lysina (100
pg/mL). Se lavaron las placas tres veces con so-
lucién salina tamponada de fosfato (SSTF) 0,15
M de pH 7,2 y Tween 20 al 0,05%. Después se
adicion6 100 ypl de Polisacarido Vi a 5 pg/ml co-
mo antigeno de recubrimiento y se dejé incu-
bando toda la noche a 4 °C. Luego se anadi6
100 pl de glutaraldehido (0,015%) y 100 pl de
gelatina a 100 pg/ml, respectivamente, seguido
de incubacién a temperatura ambiente. Poste-
tiormente se afadieron 100 ul en cada pocillo
de las muestras individuales de suero diluidas
1/100 uiilizando como diluente SSTF con Tween
20 al 0,05% vy leche descremada al 2%. Como
conltrol positivo se tomé un suero de alto titulo
contra Polisacirido Vi obtenido de un experi-
mento previo y como control negativo se utilizd
un suero obtenido de animales sin inocular. El
conjugado utilizado fue anti IgG de raton-pero-
xidasa (Sigma) diluido 1/5000. En cada uno de
los pasos anteriores se incubaron las placas a 37
°C durante una hora y se realizaron tres lavados
entre cada uno de ellos. La solucién de sustrato
estuvo constituida por ortofenildiamina (0,039
mg/ml) y peroxido de hidrégeno al 0,039 % en
solucién tampén de citrato de pH 5. A los 20
min se detuvo la reaccion con 50 pl de 4dcido
sulfdrico 2 N. Se ley6 la absorbancia en un lec-
tor Titertek Multiskan (Flow Laboratories) a una
longitud de onda de 492 nm.

El anilisis de seroconversion para cada gru-
po se realizé tomando como criterio positivo el
titulo alcanzado a los 28 dias por cada suero in-
dividual y teniendo en cuenta que este valor
fuera cuatro veces mayor o igual que el valor i-
nicial obtenido 1.

Proteccion

Todos los grupos de animales fueron someti-
dos a una prueba de reto con microorganismos
vivos a una concentracién de 100 veces la Dosis
Letal 50.

Andlisis estadistico

Para el anilisis estadistico de los resultados
fue utilizade un anilisis de varianza (ANOVA) de
clasificacion simple realizado con los datos
transformados a logaritmos naturales (base e)
para normalizar su distribucién. En caso de en-
contrar diferencias, se usaron las pruebas de
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comparaciones miltiples de LSD (menor dife-
rencia significativa) y la de Tukey (HSD). Se uti-
liz6 el paquele estadistico STATGRAPHICS PLUS
(Versién 2.1).

RESULTADOS
Vias de inoculacion

Los resultados obtenidos por ELISA en la e-
valuacién de la inmunogenicidad del preparado
vacunal empleado por diferentes vias de inocu-
laciébn (IM y SC) con una dosis son mostrados
en la Figura 1. En ambos casos se observé una
respuesta caracterizada por un aumento de los
niveles de anticuerpos IgG después de la inmu-
nizacién de los ratones por las vias estudiadas,
no se observan diferencias significativas entre
las mismas en ninguno de los tiempos de inocu-
lacién.
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Figura 1. Comparacién de anticverpos IgG anti poli-
sacarido Vi inducidos por Polisacirido Vi en ralones
inmunizados por via subcutinea (SC) y por via intra-
muscular (IM) con una dosis por via.

Cantidad de Dosis

En la Figura 2 se muestra la dinimica de la
respuesta de anticuerpos obtenida en los sueros
de los ratones inmunizados con 1 6 2 dosis por
via 5C. Con los resultados mostrados se eviden-
¢id que no es necesario una segunda dosis, ya
que no hay diferencias significativas entre los
resultados oblenidos a los 28 dias en los niveles
de anticuerpos que se alcanzaron en los anima-
les inmunizados con una o dos dosis. También
observamos que al inmunizar a los siete dias
después de la primera dosis hay un aumento
sustancial de los niveles de anticuerpos que co-
mienzan a caer a los 7 dias posterior a esta se-
gunda inmunizacion; estos anlicuerpos IgG ge-
nerados en ese intervalo de tiempo pudieran ser
de utilidad en caso de que necesitemos altas
concentraciones de anticuerpos para estudios
inmunoquimicos posteriores.
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Figura 2. Comparacion de los anticuerpos IgG anti -
polisacirido Vi inducidos en ratones por el Polisacdri-
do Vi siguiendo distintos esquemas de vacunacion.
GI: grupo que recibié una dosis; GII: grupo que reci-
bi6 una dosis de refuerzo a los 7 dias; GIII: grupo
que recibi6 una dosis de refuerzo a los 14 dias; GIV:
Control negativo.

Todos los grupos de animales incluidos en
esle estudio fueron sometidos a la prueba de re-
to, donde se¢ obtuvo iguales porcientos de su-
pervivencia en los casos inmunizados con los
diferentes esquemas (70%), mientras que en los
animales del grupo control negativo fue de un
10%.

DISCUSION

En la actualidad la inmunoprofilaxis contra la
fiebre tifoidea estd basada en la disponibilidad
de tres tipos de vacunas. En el caso de la vacu-
na celular que estd compuesta por células ente-
ras de §. Hyphi inactivadas con calor-fenol, los
esquemas de vacunacion empleados utilizan do-
sis de 5 x 108 bacterias por via subcutinea y en
estudios clinicos realizados se demostrd que u-
na sola dosis induce una proteccién significativa
de hasta 2 afios, mientras que una tercera dosis
aumenta el tiempo de proteccién hasta 5 afios
de vacunado, no cbstante presenta la dificultad
de ser toxica y en los vacunados se producen
reacciones adversas 34,

Ortra de las vacunas es la obtenida a partir de
una cepa atenuada de S. fyphi (Ty21a) adminis-
trada oralmente y que requiere 3 dosis de 2 x
109 bacterias a intervalos de un dia entre ellas
para inducir proteccion 4; asi también podemos
encontrar en la literatura que se han realizado
estudios de dosis relacionadas con proteccion,
donde se ha demostrado que con 2 o 3 dosis se
alcanza una proteccién significativa de hasta 2
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afios 116, Por otra parte encontramos olros aulo-
res que realizan un estudio de 7 anos de dura-
¢i6n donde prueban 2 variantes de formulacion
de esta vacuna: una formulacién liquida (la va-
cuna liofilizada es reconstituida en buffer) y otra
formulacién de la vacuna que la presenta en
forma de cipsula; para ambas formulaciones se
usan esquemas de inmunizacion de 3 dosis en
dias alternos y demuestran que la formulacién
en forma de cipsula indujo una proteccién del
63% en 3 afios y de un 62% a los 7 afios poste-
rior a la administracién de la vacuna, mientras
que con la formulacién liquida se encontré una
proteccién del 77% a los 3 afios y de un 78% a
los 5 afios 6.

La tercera de las vacunas es la que utiliza al
polisacarido capsular como inmunégeno, la cual
segin evaluaciones clinicas realizada en pobla-
ciones de alto riesgo, han facilitado evidencia
que confiere inmunidad contra la fiebre tifoidea.
El esquema de vacunacidn para esta vacuna en
humanos utiliza una sola dosis de Polisacirido
Vi administrada por via IM o SC y obtiene de un
70-75% de proteccion de hasta 2 afios de dura-
¢ién 46, Recientemente se ha reportado que ex-
periencias de campo de 8 anos han mostrado
que esta vacuna (administrada como 1 sola do-
sis y por via IM o SC) presenta una inmunogeni-
cidad y eficacia consistente 17. En otro trabajo se
realiza un ensayo randomizado a doble ciego
con 83 personas en edades comprendidas entre
los 16 y 20 afios de edad, quienes fueron vacu-
nados hace 10 u 11 afios con la vacuna de poli-
sacarido Vi. Como resultado de cste estudio se
encontré que el 58% de los casos estudiados
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