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RESUMEN

INTRODUCCION: la cepa atenuada 638 Vibrio cholerae O1 El Tor, Ogawa, ha demostrado ser bien tolerada e inmunogénica por via
oral en estudios realizados en voluntarios sanos. OBJETIVO: se evalud la proteccion conferida contra el colera, en un ensayo clinico
de reto, para el escalado tecnologico y farmacéutico de este candidato vacunal como ingrediente activo a escala industrial.
MEeTtopos: en el estudio participaron 21 voluntarios sanos, 12 de ellos recibieron el candidato vacunal, y 9 ingirieron un placebo;
28 d después, todos recibieron una dosis infectante de una cepa virulenta de V.cholerae. Resurtapos: la diarrea se registrd en 7 de
los 9 placebos, mientras que ninguno de los voluntarios vacunados presentd diarrea. Los voluntarios placebos del grupo sanguineo
O, tuvieron diarreas con mayor frecuencia e intensidad. Todos los voluntarios en el grupo placebo excretaron V. cholerae
mientras que solo 3 (25 %) de los 12 vacunados la excretaron. CONCLUSIONES: en este modelo de ensayo de reto, la cepa 638
demostro proteger contra la diarrea producida por una cepa virulenta de V. cholerae.
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INTRODUCCION

El nimero de casos y paises afectados por el
colera, aumentaron en 2008, comparados con 2007.
La Organizacion Mundial de la Salud registro
190 130 casos y 5 134 defunciones, con un por-
centaje de casos fallecidos de 2,7 %.
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Esto represent6 un aumento de 7,6 % en el
numero de casos y 27 % de los fallecidos.' Hasta
el momento actual no existe una vacuna totalmen-
te efectiva contra el célera.?

Desde 1992, en Cuba se han venido realizan-
do grandes esfuerzos en el desarrollo de una va-
cuna contra el colera. Como resultado de este
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proyecto, se han evaluado mas de 30 cepas
candidatas vacunales vivas atenuadas para inmu-
nizacion oral. Estas cepas sufrieron la eliminacion
de los genes que codifican para la toxina de colera
del cromosoma bacteriano, lo cual ocasiona la ate-
nuacion de la virulencia de la bacteria y elimina su
capacidad para producir el colera clinico.**

La cepa atenuada 638 de Vibrio cholerae
procede de una segunda generacion de cepas mo-
dificadas genéticamente, derivada de la cepa viru-
lenta C7558 V. cholerae 01 El Tor Ogawa, aislada
durante la epidemia del Pera en 1991, la cual po-
see el serogrupo, biotipo y serotipo, mas expandi-
dos actualmente en el mundo.’ A esta cepa se le
retiraron los genes productores de la toxina coléri-
ca y se le adicion6 un marcador genético,’ por lo
que fue seleccionada como candidata vacunal, al
ser inmunogénica y poco reactogénica en los estu-
dios clinicos realizados previamente en 42 volun-
tarios sanos.”® Los estudios clinicos de reto para el
colera son dificiles y cotosos, por no existir un
modelo animal satisfactorio que reproduzca por si
solo todos los sintomas y signos de la enfermedad,
por lo cual se deben realizar en un niimero muy
reducido de voluntarios.

Como se sabe, la tasa de mortalidad del colera
es practicamente nula en voluntarios adecuada-
mente atendidos y experimentos de este tipo ya se
habian realizado por otros investigadores sin ma-
yores complicaciones.”!?

Al disponer de una cepa candidata vacunal, se
hizo un estudio para evaluar la proteccion que esta
conferia contra la colonizacion de V. cholerae y
las diarreas que produce, antes de su escalado tec-
noldgico y farmacéutico, como ingrediente farma-
céutico activo,' siguiendo los principios de las
buenas practicas clinicas.'>!

Como complemento, se evaluo la mayor sus-
ceptibilidad de los voluntarios del grupo placebo
del grupo O a tener diarreas coléricas.

METODOS

Se realizé un estudio de reto controlado,
aleatorizado, a doble ciegas, con una cepa virulenta
de V. cholerae para determinar la eficacia protec-
tora de la cepa atenuada 638 administrada por via
oral, en voluntarios adultos sanos del sexo mas-
culino.
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Se confecciond el protocolo y este cumplio
estrictamente con todos los principios de la ética
médica y cientifica, de las reglas internacionales
de este tipo de estudio de acuerdo con los princi-
pios de Buenas Practicas Clinicas'’ y la Declara-
cion de Helsinki de 2001.'#

El protocolo se aprobd por los Comités de
Etica Médica del Instituto de Medicina Tropical
"Pedro Kouri" (IPK), y del Centro Nacional de
Seguridad Biologica (CNSB), asi como por la au-
toridad reguladora del Ministerio de Salud Publica
de Cuba, el Centro para el Control de la Calidad
de los Medicamentos (CECMED) .

Para la contencion biologica se adaptd una sala
hospitalaria del IPK para utilizarla como unidad de
aislamiento para riesgos biologicos (UARB), con
capacidad para 18 voluntarios, en la cual ya se
habian realizado con éxito 15 ensayos desde 1997,
con la finalidad de evaluar la reactogenicidad e
inmunogenicidad de diferentes cepas atenuadas
candidatas a vacunas contra célera.’

Este ensayo clinico se realizé en el IPK en
2003, donde participaron 21 voluntarios sanos; en
la primera etapa, 12 de ellos tomaron la cepa 638
Vibrio cholerae O1 El Tor Ogawa a una dosis de
10° unidades formadoras de colonias (UFC) dis-
pensada en 30 mL de una solucidn de bicarbonato
de sodio al 1,33 % y 9 del grupo placebo que ingi-
rieron solo 30 mL de una solucion de bicarbonato
de sodio al 1,33 % que la hacia indistinguible de la
anterior, después de 28 d a todos se les administro
una dosis de 7 x 10° UFC de la cepa virulenta
3008 V. cholerae O1 El Tor Ogawa aislada
durante la epidemia de colera en Argentina en
1992, que es estandar de reto, en el Centro de
Desarrollo de Vacunas de EE. UU.

Durante 5 d posteriores al inoculo virulento
se observaron, recogieron y pesaron todas las de-
posiciones de heces fecales, se realizaron ademas
coprocultivos, al siguiente dia, al tercero y quin-
to dia, con el fin de identificar la excrecion de
V. cholerae.

Al quinto dia de ingerida la cepa virulenta a
todos los voluntarios se les administré 300 mg de
doxiciclina, con el fin de esterilizar el tubo digesti-
vo de V. cholerae y de esta forma poder detener
la excrecion de la cepa virulenta al medio ambien-
te. Los voluntarios solo fueron dados de alta hos-
pitalaria, al tener tres coprocultivos seriados
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negativos de V. cholerae, para evitar la disemi-
nacion de la cepa en la comunidad.

Procesamiento estadistico

Se calcularon frecuencias absolutas y relati-
vas de acuerdo con los objetivos previstos.

Se estim¢ el valor del riesgo relativo (RR) como
medida de asociacion de acuerdo con las hipotesis
planteadas, es decir, para medir proteccion el RR
debe ser menor que 1 y para evaluar la susceptibi-
lidad al coélera del grupo sanguineo O entre los
placebos el RR seria mayor que 1. Es necesario
destacar que los estudios de reto se realizan con
un grupo reducido de voluntarios, por lo que no
siempre se encuentran valores de RR y en otros
los valores son pequeios. Se estimé el intervalo de
confianza al 95 % (IC 95 %), se calcul6 ademas el
valor de p y se consideraron significativos los
valores inferiores a 0,05.

La informacién se procesd en una base datos
en el sistema Microsoft Excel. El célculo de las
medidas utilizadas en el estudio analitico se realiz
en Epi Info version 6.0.

RESULTADOS

En este ensayo los voluntarios vacunados con
la cepa candidata vacunal 638, V. cholerae O1 El
Tor Ogawa, asi como los voluntarios del grupo
placebo fueron retados con la cepa virulenta

3008 del serogrupo biotipo y serotipo homodloga.
Se encontraron los resultados que aparecen a
continuacion.

Ninguno de los 12 voluntarios previamente
inmunizados present6 diarreas, ni otros sintomas
clinicos asociados al colera (tabla 1).

Se observo también que 7 (77 %) de los 9 vo-
luntarios del grupo placebo, presentaron diarreas
con un promedio de 14 deposiciones durante el
estudio, un rango entre 3 y 34 diarreas. El volumen
total de deposiciones fue en promedio de 2 231 g,
que oscila en un rango de 330 a 5 731 g.

El voluntario que present6 el mayor volumen
de deposiciones diarreicas fue necesario anticiparle
la administracion de la doxiciclina para acelerar su
mejoria clinica y evitar complicaciones.

En el ensayo de reto, con la cepa 638, los tres
voluntarios no vacunados del grupo sanguineo O
presentaron deposiciones diarreicas con intensidad
variable. Los del grupo sanguineo O, presentaron
las diarreas mas voluminosas, una catalogada como
severa, otra moderada y un voluntario presentd
diarreas ligeras, pero fue mas voluminosa que las
diarreas ligeras presentadas por el grupo sangui-
neo no O (tabla 2).

Al exponer los voluntarios a una cepa virulen-
ta de V. cholerae y evaluar su excrecion en las
heces fecales, como expresion de colonizacion se
encontrd que de los 12 voluntarios vacunados 28 d
antes con la cepa 638, solo 3 (25 %) excretaron en
una ocasion y los 9 (100 %) de los no vacunados,
excretaron tres en una ocasion y seis en dos oca-
siones 0 mas (tabla 3).

TABLA 1. Respuesta al reto de voluntarios vacunados y no vacunados en relacion con el

volumen y ntmero de las diarreas

Numero
Voluntarios No. Diarreas Volumen de deposiciones
Vacunados 12 0 - -
No vacunados 9 7 (77,7 %) 2 231 g (330-5 731) 14 (3-34)

TABLA 2. Respuesta al reto de los voluntarios no vacunados del grupo sanguineo O y
grupo no O, en relacién con la intensidad de las diarreas

Voluntarios No. Con diarreas Ligeras Moderadas Severas
Grupo O 3 3 (100 %) 1 1 1
Grupo no O 6 4 (67 %) 4 0
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TABLA 3. Comparacion de la excrecion de la cepa virulenta entre los voluntarios vacunados y

los del grupo placebo

Voluntarios No. Excrecion 1 coprocultivo 2 coprocultivos 0 mas
Vacunados 12 3 (25 %) 3 0
Placebos 9 9 (100 %) 3 (33,4 %) 6 (66,4 %)

DISCUSION

Se demostré que 100 % de los voluntarios
inmunizados con la cepa candidata vacunal 638,
no presentaron ni diarreas ni otros sintomas, por lo
que el RR no pudo ser estimado. Ello evidencid
una total proteccion contra el colera.

Se comparo el presente estudio con el realiza-
do por Tacket y otros," porque utilizo la cepa va-
cunal atenuada CVDI111 del mismo serogrupo,
biotipo y serotipo que la cepa candidata a vacuna
638. Los voluntarios participantes fueron retados
en ambos estudios con la cepa virulenta 3008, del
serogrupo, biotipo y serotipo homologo, adminis-
trada a la misma dosis.

En el trabajo de Tacket report6 83,3 % de pro-
teccion contra la diarrea, resultados que fueron
inferiores al alcanzado en Cuba con la cepa
candidata vacunal 638 donde se obtuvo 100 % de
proteccion. Los voluntarios del grupo placebo
retados por Tacket, 87,5 % presentaron diarreas
con un volumen medio de 2 534 g, en un rango de
(984-7 703) y una media del numero de deposicio-
nes diarreicas por voluntario de14. En un rango de
6 a 46, en nuestro estudio los resultados obtenidos
fueron similares, donde 77,7 % de los voluntarios
del grupo placebo presentaron diarreas con un vo-
lumen medio de 2 231 g, que oscila en un rango de
330 a5 731 con una media de 14 deposiciones por
voluntario, en un rango que fluctu6 entre 3 y 34
deposiciones diarreicas.

Estos resultados evidencian que los volunta-
rios cubanos del grupo placebo tuvieron, igual ca-
pacidad para infectarse con el colera, al exponerlo
a la cepa virulenta 3008 que los voluntarios esta-
dounidenses, en el estudio de Tacked.

Otros autores han realizado ensayos clinicos
de reto. Levine’ en un estudio constituido por 4
grupos diferentes de voluntarios, en 3 de ellos
utiliz6 la cepa vacunal oral CVD 103 proceden-
te de la cepa clasica Inaba 596B y sus resultados

de proteccion contra la diarrea, fueron de 88,
82 y 67 %, respectivamente, en el cuarto grupo
utilizé la vacuna oral de células vivas, CVD 103
HgR, derivada de la cepa 569 B de V. cholerae
O1 biotipo clasico, serotipo Inaba la cual alcanzo
una proteccion contra la diarrea de un 62 %. Esta
ultima cepa fue manipulada genéticamente para
suprimir el gen que codifica la subunidad A de la
enterotoxina colérica, a la vez que mantiene la
subunidad B, tiene ademas la insercion de un mar-
cador de resistencia al mercurio.

En otros estudios de reto'? realizados con el
fin de determinar la duracion de la proteccion de
la cepa vacunal CVD 103 HgR, un grupo de
voluntarios fueron retados con la cepa patogena
V. cholerae homdloga a los 8 d y otro a los 6 me-
ses de ser vacunados donde obtuvieron 100 % de
proteccion contra la diarrea, pero es de sefialar
que la cepa utilizada no se corresponde con la cepa
circulante en estos momentos, por lo que sus re-
sultados deben ser considerados con cautela.

Kenner?’realiz6 un ensayo de reto con la cepa
vacunal Peru-15, derivada de la cepa C6709 O1
El Tor Inaba y la ret6 con una cepa homologa, con
resultados de solo 60 % de proteccion contra la
diarrea.

Cohen?! hizo un estudio de reto en voluntarios
con la cepa vacunal Peru-15 el Tor Inaba; 3 me-
ses después fue retada con cepa virulenta V. cho-
lerae O1 El Tor Inaba del serogrupo, biotipo y
serotipo homologa, con 96 % de proteccion.

Estos otros estudios tienen la desventaja que
utilizaron cepas no predominantes de esta séptima
pandemia. La cepa 638 tiene la ventaja de perte-
necer al serogrupo, biotipo y serotipo mas expan-
didos hoy en el mundo.’

En el ensayo de reto, con la cepa 638, los tres
voluntarios no vacunados del grupo sanguineo O
presentaron deposiciones diarreicas con inten-
sidad variable. Se encontré un RR= 1,5 (IC 95 %:
0,85-2,64), es decir, una ligera asociacion del gru-
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po sanguineo O con la ocurrencia de diarreas den-
tro del grupo placebo. Este resultado no fue esta-
disticamente significativo (p= 0,2568) quiza por
el poco numero de voluntarios incluidos en el
estudio.

En la literatura mundial esta establecido, sin
conocerse la causa exacta, que las personas del
grupo sanguineo O tienen mayor probabilidad de
padecer la enfermedad clinica y presentar las for-
mas mas graves,’>* tal como sucedi6 en nuestro
experimento.

En su estudio de reto Tacket" reportd, que de
los 18 voluntarios anteriormente protegidos con la
cepa CVDI111, los 3 que presentaron diarreas,
aunque catalogadas como ligeras, pertenecian al
grupo sanguineo O, lo cual evidencié una mayor
vulnerabilidad de voluntarios de este grupo san-
guineo.

Referente a la excrecion de la cepa virulenta
3008 de V. cholerae por las heces como expre-
sion de colonizacion, se encontré que de los 12
voluntarios inmunizados previamente con la cepa
638, excretaron 3 (25 %) y en una sola ocasion,
mientras que los 9 (100 %) de los no vacunados
excretaron, 3 en una ocasion y 6 en 2 ocasiones o
mas, como evidencia de una mayor colonizacion
de la cepa virulenta en este ultimo grupo.

Se encontré un RR=0,25 (IC 95 %: 0,09-0,67)
p=0,0005 significativa, como indicador de protec-
cion contra la colonizacidn entre los vacunados, al
compararlo con el grupo placebo. La excrecion se
tomd como elemento de proteccion, porque la in-
munidad local (mucosal) desarrollada por la
primoinfeccion con la cepa vacunal a nivel de in-
testino dificulta la colonizacion de la cepa virulenta.
Esto es coincidente con la disminucion de la ex-
crecion de V. cholerae en el grupo vacunado du-
rante la etapa de reto.

En el estudio de Tacket, de los 18 voluntarios
previamente vacunados con la cepa CVDI111, 12
(66,7 %) excretaron la cepa virulenta utilizada para
el reto y los 8 del grupo placebo, todos excretaron.
Esto expresa que la cepa 638 fue mas efectiva
que lacepa CVDI111, para evitar la excrecion, como
expresion de colonizacion de la cepa virulenta.

Este fue el primer estudio de reto realizado en
Cuba, donde se demostré que la cepa candidata
vacunal 638 protegio contra por la colonizacion de
la cepa virulenta de V. cholerae 3008 y por ende,
contra la diarrea.
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Challenge clinical trial for evaluation of a vaccine
candidate strain against cholera

ABSTRACT

IinTRODUCTION: live attenuated oral Vibrio cholerae O1 El Tor,
Ogawa strain 638 has demonstrated to be well tolerated and
immunogenic when administrated orally in studies carried out in
healthy volunteers. OBIECTIVES: to evaluate the protection against
cholera infection in a challenge clinical trial, for the technological
and pharmaceutical scale-up of this vaccinal candidate as active
ingredient at industrial level. METHODS: a total of 21 healthy
volunteers were involved in this trial; the vaccine candidate was
administered to 12 of them and the remaining nine were given
the placebo. Twenty eight days later, all of them received an
infective dose of a V. cholerae virulent strain. Resurts: diarrheas
were observed in 7 out of 9 placebos whereas not a single
vaccinated volunteer showed diarrheas. More frequent and intense
loose stools were found in the placebo volunteers with O-blood
group. All volunteers in he placebo group excreted V. cholerae,
but only three (25%) out of the 12 vaccinated volunteers did so.
Concrusion: in this challenge clinical trial model, the 638 strain
proved to protect people against the diarrhea caused by a virulent
V. cholerae strain.

Key words: challenge, cholera, excretion, O blood group.
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