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Seguridad e inmunogenicidad de una vacuna de polisacarido
Vi de Salmonella typhi en jovenes cubanos

Dr. Rolando Felipe Ochoa Azze,* Dra. Idalia Morelia Bar6 Suarez,? Juan Carlos Martinez Rodriguez,® Lic. Mayelin
Mirabal Sosa,* Ing. Marlene Isabel Armesto del Rio®y Dr- Francisco Dominguez Alvarez?

RESUMEN

Se realiz6 un estudio aleatorizado, controlado y a doble ciegas, en adultos jovenes de 18 a 20 afios, con € objetivo de evaluar la
reactogenicidad y la inmunogenicidad de vax-TyVi? vacuna de polisacarido Vi de Salmonella typhi. Se distribuyeron en 3 grupos;
inmunizados con una dosis de vax-TyVi# (Instituto Finlay), TYPHIM Vi™ (Pasteur-Mérieux) o vax-TET? (toxoide tetanico). Se
tomaron muestras de suero antes 'y 21 d después de la inmunizacion. La inmunogenicidad se evalu6 en 323 voluntarios mediante
un ELISA indirecto. La seroconversion de los que recibieron vax-TyVi@ fue 81,97 % y de 65,05 % para TYPHIM Vi™, Los titulos
medios geométricos posvacunales fueron 7,41 U/mL (5,92-9,27 U/mL) y 5,41 U/mL (4,35-6,72 U/mL) respectivamente. La
seroconversion con vax-TET? fue 0 %. La reactogenicidad de ambas vacunas polisacaridicas fue baja. Se concluy6 que la
inmunogenicidad de vax-TyVi2 no fue inferior a la de TYPHIM Vi™ y su reactogenicidad resultd similar.

DeCS: FIEBRE TIFOIDEA; ENSAYOS CLINICOS; POLISACARIDOS; VACUNAS TIFOIDE-PARATIFOIDE; SALMONELLA

TYPHI.

La fiebre tifoidea es una grave enfermedad
gue ocurre frecuentemente en muchos paises en
vias de desarrollo. Su control requiere la
descontaminacién de las aguas, un efectivo
tratamiento de desechos junto a diagndstico y
tratamiento rapido de pacientes y portadores
asintométicos.*¢ Esto no es posible en paisesdonde
la enfermedad es endémica y donde alin no ha
sido controlada por vacunacion debido a las
limitantes de las vacunas existentes.:®

La historia de la vacunacién contra esta
enfermedad con vacunas del microorganismo
completo inactivado con calor data de mas de 100
anos.?” Se han realizado varias mejoras a las
vacunas inactivadas, pero persisten serios

problemas relacionados con reacciones locales y
sistémicas.?2”® Con € empleo de una vacuna oral
obtenida a partir de una cepa atenuada de
Salmonella typhi (Ty21a) no se reportan estos
problemas, pero se han informado cifrasvariables
deeficacia. Esto, unido alanecesidad de multiples
dosis para lograr adecuados niveles de eficacia,
pone en desventgja esta vacuna con respecto a
otras.289

La vacuna de polisacarido Vi de Salmonella
typhi presenta varias ventajas; primero, la de
provocar escasas reacciones adversas, muy
similaresalasproducidas por otrasde polisacaridos
purificados.»245"° Segundo, €l empleo deunasola
dosis logra tanta proteccion como 2 de lavacuna
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celular inactivada y 3 6 4 de la vacuna oral de
cepa atenuada (Ty21a).27® Tercero, la existencia
de métodos fisicoquimicos verificados en otras
vacunas polisacaridicas que permiten su obtencién
y control deformaseguray estandarizada.’*** Todo
esto, unido a su alta estabilidad a temperatura
ambiente, la convierten en una variante muy
favorable para productores y consumidores.®t

Se han empleado diferentes inmunoensayos
para la evaluacion de la inmunogenicidad de las
vacunas polisacaridicas, los sistemas inmu-
noenziméticos, conocidos como ELISA presentan
variasventajas, son seguros, rel ativamente simples,
especificosy su sensibilidad y detectabilidad son
semejantes a radioinmunoandlisis, por 1o que
resultan técnicas apropiadas paralaevaluacién de
lainmunogenicidad de vacunas de polisacarido Vi
de Salmonella typhi.*?

METODOS

Disefio del estudio: se realizd un estudio
aleatorizado, controlado, adoble ciegas, en adultos
jovenes de 18 a 20 afios, entre diciembre de 2001
y abril de 2002, reclutados en un Instituto
Pedagdgico de Ciudad de LaHabana; paraevaluar
laseguridad y demostrar no inferioridad en cuanto
a inmunogenicidad de vax-TyVi2, vacuna de
polisacarido Vi de Salmonella typhi producida en
el Instituto Finlay, con respecto a su similar
comercial TYPHIM Vi™ (Pasteur-M érieux)
empleada como comparador activo. Como control
se utilizé una vacuna de toxoide teténico (vax-
TET?). El protocolo se revisd y aprobé por el
Comitéde Eticadel Instituto Superior de Ciencias
Médicas de La Habana. y se obtuvo el con-
sentimiento escrito de participacion por los
voluntarios.*** Como criterios de exclusiéon se
establecieron el haber padecido fiebre tifoidea,
presentar alguna enfermedad crénica o aguda,
estar bajo tratamiento inmunosupresor o
inmunopotenciador, haber recibido algunavacuna
contra la fiebre tifoidea en los 3 afos anteriores,
temperaturaaxilar mayor que 37,5 °Cy embarazo
olactanciaal inicio del estudio. Unavez obtenida
la muestra, se distribuyeron los sujetos
aleatoriamente en 3 grupos segun la vacuna
empleaday se inmunizaron con una dosis de

0,5mL por viaintramuscular devax-TyVi2 LoteL111,
25 ug/dosis), TYPHIM Vi™ (Lote T1120,
25 ug/dosis) ovax-TET? (Lote L0079, 10Lf/dosis).
Setomaron muestras de suero antesy 21 d después
de lainmunizacién y se amacenaron a— 20 °C
hasta su procesamiento ssmultdneo por ELISA. La
reactogenicidad se evalu6 por vigilancia activa
durante los primeros 7 d, mediante €l registro de
sintomas y signos esperados y no esperados en
tarjetasdiarias, asi como vigilanciapasivadurante
los 30 d siguientes a la vacunacién. Los eventos
adversos locales previstos en el estudio fueron €l
dolor, enrojecimiento einduraciénen el sitiodela
inyeccion. Los generales incluyeron la fiebre,
cefaeay el malestar general. Se recogieron los
eventos adversos no esperados, asi como los
eventos graves, los cuales se definen como
cualquier evento médi co desfavorable que amenace
lavida, ocasione algunadiscapacidad, requierade
hospitalizacion, o produzcalamuerte.

Evaluacion de lainmunogenicidad: se empled
un ELISA indirecto para la determinacion de
anticuerpos antipolisacérido Vi sobre placas de
poliegtireno (Costar 3590, EUA).2 Lasensibilizacion
sellevd acabo en 2 pasos, e primero de 30 min a
20—-25°C, con poli-L-lisina (3 pg/mL), empleada
como molécula puente, y el segundo con
polisacarido Vi aunaconcentracion de 6 pg/mL y
durante 16-20 h entre 2 — 8 °C.1251¢ Tanto el
estandar de 3,2 U/mL (U/mL) como las muestras
y & conjugado se diluyeron en amortiguador fosfato
salino 0,15 M pH 7,2 con tween 20 a0,05 % (v/v)
y leche desnatada 3 % (p/v). La curva de
calibracion se preparé de 6 puntos, en diluciones
desde 1:20 hasta 1:640. Las muestras se diluyeron
entre 1:20 y 1:800, de forma tal que quedaran
ubicadas dentro de la curva de calibracion. El
conjugado anti-inmunoglobulinas humanas
polivaente acopladasalafosfatasaacaina(Sigma
A-5034, EUA) se utilizd a una dilucién 1:2 000.
Cada uno de los pasos de reaccion se desarroll6
durante 1 h a 37 °C. Los inmunorreactantes no
fijados se eliminaron mediante lavados con
amortiguador fosfato salino 0,15 M pH 7,2 con
tween 20 a 0,05 % (v/v). El sustrato paranitrofenil
fosfato se empled a una concentracion de 1 mg/mL
en solucion reguladoradietanolamina 0,92 M, pH
9,8. Después de 30 min de incubacion entre 20 y
25 °C semidieron lasabsorbanciasen un lector de
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placas ELISA a 405 nm y se transformaron a
valores de concentracién con el paquete de
programas ELISA desarrollado por los Centros
para el Control de Enfermedades (CDC),
Atlanta, GA.

Métodos estadisticos. se calculé un tamafio
muestral de al menos 320 adultos, considerando
70 % de seroconversion inducida por TYPHIM
Vi™ unadiferenciamaximaentrelos porcentajes
de seroconversion de las vacunas polisacaridicas
de 15 %, una potencia de 80 % y un nivel de
significacion de 0,05. Se aument6 el tamario dela
muestra para compensar las pérdidas del estudio.
Se calcularon los titulos medios geométricos
(TMG), losintervalosde confianzaa 95 % (1C 95 %)
y se estimo la seroconversion, definida como un
aumento de los titulos igual 0 mayor que 4. Se
empled el andlisis de varianza para comparar los
TMG y laprueba exactade Fisher paraevaluar la
diferenciaentrelos porcentajes de seroconversion
y la reactogenicidad.'” La no inferioridad de la
vacuna en estudio con respecto a la referencia
(TYPHIM Vi™) se evalud ademas con una prueba
unilateral .13 En todos | os casos se empled como
criteriou=0,05.
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RESULTADOS

Laseguridad y reactogenicidad se estudiaron
en 397 adultos jovenes. Se observé un
comportamiento similar entre vax-TyVi? y
TYPHIM Vi™ (p > 0,05), asi como una mayor
reactogenicidad en € grupo al que se aplicd vax-
TET?. Los sintomasy signos, con independencia
de su intensidad, aparecieron en su totalidad
durante las 48 h que siguieron alavacunacion. En
los grupos que recibieron las vacunas de
polisacérido Vi, los sintomas desaparecieron
durante ese periodo, no asi paralosvacunados con
vax-TET# en que se mantuvieron en algunos casos
por més de 72 h, fundamentalmente el dolor en el
sitiodelainyeccion, e sintomaloca que con mayor
frecuencia aparecid. Los sintomas y signos
general es esperados fueron moderados, predominé
el malestar general y la cefalea (tabla 1). Los
sintomas y signos no esperados fueron escasos,
los més frecuentes correspondieron a desordenes
del sistema gastrointestinal e infecciones
respiratorias agudas, en ningln caso relacionados
con las vacunas polisacaridicas. No se reportaron
eventos adversos graves.

TABLA 1. Incidencia de los sintomas locales y generales esperados en adultos jovenes
entre 18 y 20 afios, vacunados con vax-TyVi®, TYPHIM Vi™ y vax-TET®

Sintomas y signos vax-TyVi® TYPHIM Vi™ vax-TET®

(N = 145) (N = 129) (N = 123)

n % n % n %
Enrojecimiento 17 11,72 12 9,30 13 10,57
Induracion 21 14,48 19 14,73 31 25,20
Dolor 100 68,97 90 69,77 98 79,67
Malestar general 38 26,21 30 23,26 35 28,46
Cefalea 32 22,07 24 18,60 30 24,39
Fiebre 3 38 °C 3 2,07 2 1,55 2 1,63

N: nimero total de sujetos con registro diario, n: nimero de sujetos con el sintoma
reportado, %: porcentaje de sujetos con el sintoma reportado.

TABLA 2. Media geométrica, intervalos de confianza 95 % y seroconversion en adultos jovenes entre 18 y 20 afios,

vacunados con vax-TyVi®, TYPHIM Vi™ y vax-TET®

TMG (IC 95 %) U/mL

% Seroconversion

Grupo n TO T1 (IC 95 %)

vax-TyVi® 122 0,64 (0,52 — 0,79) 7,41 (5,92 — 9,27) 81,97 (74,20 — 87,78)
TYPHIM Vi™ 103 0,90 (0,72 — 1,13) 5,41 (4,35 — 6,72) 65,05 (55,45 — 73,56)
vax-TET® 98 0,97 (0,79 — 1,18) 0,95 (0,78 — 1,16) 0,00 (0,00 — 3,77)

TMG: titulos medios geométricos de anticuerpos antipolisacérido Vi, IC 95 %: intervalos de confianza 95 %, TO: muestra

prevacunal, T1: muestra a 21 d posvacunacion.
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Se evalud la inmunogenicidad en aquellas
muestras Utilesparad laboratorio, correspondientes
a323. A pesar de la aleatorizacion de los grupos,
estos no fueron homogéneos, porque e grupo
asignado paralavacunavax-TyVi2 presentd niveles
menores de anticuerpos (p = 0,0280).

Se detectd una seroconversién superior con
vax-TyVi® (81,97 %), con respecto alaa canzada
con TYPHIM Vi™ (65,05 %) (p= 0,0040). Al
analizar laactividad deanticuerposantipolisacaridos
Vi inducida por la vacunacion, se observé que la
respuestainducidapor vax-TyVi? fueligeramente
superior; 7,41 U/mL vs. 5,41 U/mL (p= 0,0490)
(tabla2). Tanto laseroconversion como losniveles
de anticuerpos inducidos por ambas vacunas
polisacaridicas, fueron significativamente
superiores con respecto al grupo control inmunizado
con toxoide tetanico (p = 0,0000).

DISCUSION

El uso de vacunas de células completas
inactivadas de Salmonella typhi, se ha mantenido
como la principal aternativa para los paises en
desarrollo, a pesar de las nuevas vacunas
desarrolladas en los Ultimos afios, entre ellas las
constituidas por polisacérido Vi purificado, cuya
seguridad, inmunogenicidady eficacia, hansidobien
establecidas en diferentes estudios.>?4"° Esta
limitacin se debe principal mente asu mayor costo,
las produccioneslocales delasvacunas de células
completas y laresistencia inherente a cambio.?’
El Instituto Finlay ha desarrollado unavacunade
polisacarido Vi de bajo costo, que seintrodujo en
el Programa Naciona de Inmunizacion del afio
2002. A pesar de ser una vacuna de molécula
definida, se desarrollaron los estudios clinicos
pertinentes para establecer su seguridad e
inmunogenicidad con respecto a la vacuna de
referencia TYPHIM Vi™ (Pasteur-Mérieux).

L osresultados de este estudio han demostrado
gue la reactogenicidad de vax-TyVi¢ y TYPHIM
Vi™ fuesimilar, tal y como erade esperar, einferior
con respecto a la vacuna control de toxoide
tetanico, resultados que concuerdan con reportes
previos sobre las pequefias tasas de reacciones
sistémicas y locales después de la inmunizacion
con polisacérido Vi de Salmonella typhi 124579,

Laseroconversion, asi comolosTMG, fueron
superiores en €l grupo vacunado con vax-TyVi?,
lo que pudiera interpretarse como una mayor
inmunogenicidad de la vacuna en estudio. Se
observg, no obstante, que no existié homogeneidad
entre lainmunidad prevacunal, y resulto inferior
en el grupo quefueinmunizado convax-TyVi2. En
las condiciones en que fue disefiado y conducido
el ensayo este hecho solo puede ser atribuido al
azar. Esta circunstancia pudiera explicar la
aparente mejor respuesta, porque en estas
condiciones se evidencia con mayor claridad €l
incremento delostitul os, sin embargo, no explica
satisfactoriamente los superiores TMG, pues los
titulos prevacunal esno son lo suficientemente altos
como para explicar la reduccién de la
inmunogenicidad mediante neutralizacion; por otra
parte, existen reportes de respuesta anamnésica
en aquellos casos con elevados niveles de
anticuerpos antipolisacarido Vi iniciales.”
Contrastando con estos resultados, otro estudio
similar llevado a cabo en nifios (Ochoa y otros,
Vaccine, en prensa) demostré que tanto la
seroconversion, asi comolos TM G fueron similares
en ambas vacunas polisacaridicas.

Con la vacuna utilizada como comparador
activo (TYPHIM Vi™) y empleando |os mismos
criterios, se han desarrollado diferentes ensayos
clinicos, los cuales muestran valores que abarcan
entre 62,5y 96,3 %,+579 por ello los autores de
este trabajo consideran que TYPHIM Vi™ se
comporto de formasimilar acomo lo hace cuando
ha sido aplicada en areas endémicas de fiebre
tifoidea.

Lainmunizacion contralafiebretifoideaesel
elemento clave paradl control de estaenfermedad,
sobre todo en los paises en vias de desarrollo con
deficiencias en su infraestructura sanitaria. Los
ensayos clinicos desarrollados con vax-TyVi2
demuestran que es segura, poco reactogénica y
dedevadainmunogenicidad.

SUMMARY

A randomized, controlled and double-blind study was conducted
in young adults aged 18-20 aimed at evaluating the reactogenicity
and immunogenicity of vax-TyVi®, a vaccine of polysaccharide
Vi from Salmonella typhi. They were distributed into 3 groups:
immunized with a dose of Vax-TyVi® (Finlay Institute), TYPHIM
Vi™ (Pasteur-Mérieux) or vax-TET® (tetanic toxoid). Serum
samples were taken before and 21 days after immunization. The
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immunogenicity was evaluated in 323 volunteers by an indirect
ELISA. The seroconversion of those receiving vax-TyVi® was
81.97 % and 65.05 % for TYPHIM Vi™. The postvaccine
mean geometric titers were 7.41 U/mL (5.92-9.27 U/mL) and
5.41 U/mL (4.35-6.72 U/mL), respectively. The seroconversion
with vax-TET® was 0 %. The reactogenicity of both
polysaccharide vaccines was low. It was concluded that the
immunogenicity of vax-TyVi® was not lower than that of
TYPHIM Vi™ and that its reactogenicity was similar.

Subject headings: TYPHOID; CLINICAL TRIALS;
POLYSACCHARIDES;TYPHOID-PARATYPHOID
VACCINES; SALMONELLA TYPHI.
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