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La vacuna antitifoidica vax-TyVi consiste en una preparacién de polisacarido capsular Vi de
Salmonella typhi, el cual es diluido en una soluciéon buffer isoténica solucién amortiguador, a la
que se le afiade fenol como preservo. Cada dosis de 0,5 mL contiene 25 ug de polisacarido como
sustancia activa. En nuestro pais el esquema de vacunacién contra la fiebre tifoidea con vax-
TyVi’ se aplica a los alumnos de 9-10 afios (5% grado), una 2da dosis a la edad de 12-13 afios
(8"° grado) y una 3ra dosis a la edad de 16-17 afos (11" grado). Ademas, es vacunado el
personal de riesgo de Salud Pudblica y el personal que manipula alimentos. En el presente trabajo
se describe el ensayo de tolerancia local llevado a cabo con la vacuna vax-TyVi’ durante su fase
de estudios preclinicos, actualmente utilizada en la vacunacién contra la fiebre tifoidea en Cuba.
Se empledé un total de 170 ratas que fueron tratadas con la vacuna, su placebo (todos los
componentes, excepto la materia prima activa), o que no recibieron tratamiento alguno
(controles). Se realizaron observaciones clinicas diarias durante todo el ensayo, se determiné el
consumo de agua y alimentos y se realizaron investigaciones anatomopatolégicas a animales
sacrificados 3, 7, 14, 21, 28, 35 y 42 dias después de la inoculacién. No se observaron muertes
ni sintomas de toxicidad; no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
pesos vivos, el consumo de agua ni el de alimentos entre los grupos del ensayo. Tampoco se
observaron lesiones anatomopatoldégicas que indicaran toxicidad por parte del producto
inoculado. Los resultados permitieron concluir que la potencialidad de la vacuna vax-TyVi® para
producir efectos adversos locales es baja.
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vacunas parenterales de células enteras

Introduccién inactivadas de S. typh/ confieren una proteccién

La fiebre tifoidea es una enfermedad bacteriana eficaz frente a la fiebre tifoidea, pero son poco
sistémica, de alta incidencia, fundamentalmente toleradas por nifios y adultos debido a las
en el mundo subdesarrollado. Salmonella typhi es frecuentes reacciones adversas sistémicas vy
su agente causal, un bacilo gramnegativo. A locales que provocan (2, 3). Esto, unido al criterio
pesar de ser una enfermedad conocida desde existente de que los anticuerpos contra el
hace tiempo continta siendo un problema de polisacérido capsular Vi de S. typhi tenian funcién
salud mundial. Los grupos poblacionales que protectora, trajo consigo que se llevaran a cabo
presentan mayor riesgo para desarrollar esta estudios para desarrollar una vacuna constituida
enfermedad son los nifios y j6venes de 5-19 afios por polisacarido Vi. Desde 1994, se dispone de
en areas endémicas o personal que visite estas una vacuna polisacaridica contra S. typhi,
areas. (Typhim Vi), producida por Pasteur- Merieux, que

] ) i ha sido licenciada y aprobada en méas de 9 paises
En 1934, Félix y Pit (1) descubrieron un (4).

polisacarido capsular que cubria a S. typhi, al que

llamaron antigeno Vi, debido a su relacién con la Hasta el afio 2002 en nuestro pais el programa
virulencia en ratones y su capacidad de inducir de vacunaciéon contra la fiebre tifoidea
respuesta inmune en conejos. Las antiguas contemplaba la inmunizacién con una vacuna de
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células enteras, conocida por su reactogenicidad,
en las edades de 9-10 afos (5" grado) dos dosis,
y posteriormente una dosis de reactivacién a la
edad de 12-13 afios (8"° grado), edades incluidas
en el grupo etdreo reportado como de mayor
incidencia en Cuba (5). Actualmente se utiliza la
vacuna polisacaridica vax-TyVi® , la cual es bien
tolerada (15).

El presente estudio se llevé a cabo durante el
desarrollo preclinico de esta vacuna y permitié su
evaluacion al aplicarla por via intramuscular en
dosis Unica. El disefio experimental contemplé la
inoculacién intramuscular de ratas Sprague
Dawley y su sacrificio en diferentes tiempos
postinoculaciéon para estudiar el desarrollo de las
lesiones. Este disefo se basé fundamentalmente
en la informacién recopilada de la Resolucién No.
152/92 MINSAP, Pautas de la OECD para la
Evaluacion de Farmacos (6), los Estédndares de
Medicamentos de la Comunidad Europea (7,8) vy
las Normas de la Agencia Europea para la
Evaluacion de Medicamentos (9,10).

Materiales y Métodos

Animales de experimentacion

Para este estudio se utilizaron ratas Sprague
Dawley de ambos sexos, de 5 a 6 semanas de

edad, con un peso corporal de 150-200 g,
suministradas por el Centro Nacional para la
Produccion de Animales de Laboratorio

(CENPALAB). La rata es la especie roedora de
preferencia para este tipo de estudio y la linea
Sprague Dawley esta suficientemente
caracterizada y ha sido ampliamente usada por su
gran sensibilidad en los estudios de toxicidad (5).

Distribucion, condiciones de

adaptacion

alojamiento vy

Las ratas se distribuyeron al azar en grupos de 5
animales de igual sexo por caja y se mantuvieron
en adaptacién durante 7 dias antes del comienzo
del experimento. Concluida la adaptacién se
seleccionaron las ratas necesarias para conformar
los grupos experimentales. En dicha seleccién se
tuvo en cuenta que los animales estuvieran
clinicamente sanos, que los pesos fueran los mas
homogéneos posibles y que fueran
estadisticamente similares. Esto ultimo se verificé
mediante un andlisis de varianza de clasificacién
doble (tratamiento por sexo) y la prueba de
Kruskal Wallis (tratamientos por sexos

separados). En estos anélisis consideré

significativo un valor de P< O,1.

se

Los locales de los animales mantuvieron una
temperatura de 20-25 °C y una humedad relativa
de 60-65%. Se empled un ciclo de 10 h luz-14 h
oscuridad. La temperatura y humedad de los
locales se registraron dos veces al dia. La
alimentacién consisti6 en pienso especializado
para ratas y ratones suministrado y certificado
por el CENPALAB. Se suministré6 agua potable
ad libitum.

Sustancia de ensayo

La sustancia de ensayo fue la vacuna de
polisacarido Vi de S. typhi (vax-TyVi®), cuya
composicién por unidad de dosis es la siguiente:

Polisacarido Vi de 25 ug
Fenol 1,00 mg
Cloruro de sodio 4,15 mg
Hidrégeno fosfato de 65 ug
Dihidrégeno fosfato de 23 ug
Agua para inyeccién 0,5 mL

Procedimiento de tratamiento y rango de dosis

Se realizé una inoculacién el dia O a todos los
animales, excepto los del grupo control. La
administracidon del tratamiento se ejecutd entre
las 9:00 y las 11:00 a.m. Se aplicaron 0,3 mL
por via intramuscular, en la regién media
posterior de la cara interna del muslo izquierdo.
Se emplearon jeringuillas de 1 mL con agujas
25Gx1”, con un tope de goma que permitié
penetrar en el musculo solamente 4-5 mm.

La dosis de vacuna propuesta para uso clinico en
humanos es de 0,5 mL. El volumen que se
administré a las ratas en el ensayo fue el maximo
permisible por via intramuscular en esta especie.
Esta dosis de 0,3 mL representa, por alometria,
aproximadamente 4,2 veces la dosis humana, lo
cual ofrece un margen de seguridad satisfactorio.
La via de administracion usada es la misma
propuesta para uso clinico.

El estudio de tolerancia local tuvo una duracién
de 49 dias, incluyendo el periodo de adaptacién y
el tiempo adicional hasta el sacrificio de los
animales centinelas. En la Tabla 1 se resume el
nimero de animales por grupo de tratamiento,
con sus subgrupos segun sexo y tiempo de
sacrificio con respecto al momento de la
inoculacién (170 ratas en total).
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Tabla 1. Disefio de grupos y nimero de animales a sacrificar por cada tiempo

Tiempo de sacrificio (dias) y nimero de animales a

Grupo Tratamiento Sexo sacrificar
3 7 14 21 28 35 42
| Control no Hembras 5 5 5 5 5 - -
inoculado Machos 5 5 5 5 5 - -
Hembras 5 5 5 5 5 - -
! Placebo Machos 5 5 5 5 5 ! !
" Vacuna en ensayo Hembras 5 5 5 5 5 5 5
(Poli Vi) Machos 5 5 5 5 5 5 5
OBSERVACIONES pesdé el alimento remanente y se calculd
Sintomas Clinicos consgm? medio diario por a,nlmal, como’
describié para el agua. Ademadas, se calculé
Se realizé la exploracién clinica de los animales consumo de alimento (g) por kilogramo de masa

dos veces al dia durante las primeras 72 h y
luego diariamente, prestando especial atenciéon a
la manifestacion de los sintomas siguientes:
claudicacién, inflamacion del sitio de inoculacién,
piloereccién, postraciéon, movimientos involun-
tarios, ataxia, salivaciéon, lagrimeo, excitacién,
incoordinacién. No obstante se concibi6é el
registro de cualquier sintoma manifestado por los
animales.

Peso corporal

Los animales fueron pesados al comienzo y fin
del periodo de adaptacién, en aras de seleccionar
los que participarian en el estudio. Asimismo, se
realizaron pesajes a todos los animales
sobrevivientes los dias 7, 14, 21, 28, 35 y 42
dias después de realizada la inoculacién.

Consumo de agua

El volumen de agua se registré tres veces por
semana (dias alternos). Para ello, se depositaron
750 mL de agua en el frasco; se midi6 el
remanente de agua y calculd, por diferencia, el
volumen consumido por el grupo. Para el célculo
del consumo medio diario por animal, esta
diferencia se dividié entre el nimero de animales
de la caja y el nimero de dias transcurridos desde
la dltima medicién.

Consumo de alimentos

El consumo de alimentos se midi6 de un modo
similar al de agua, con la excepcion de que al
inicio y cada vez que se hizo una medicién se
completaron en las tolvas de las cajas de 500 g
de pienso. Con ayuda de una balanza técnica se

corporal dividiendo el consumo medio diario entre
el peso vivo medio de los animales durante la

semana correspondiente.

Estudio Anatomopatolégico

A los dias 3, 7, 14, 21, 28, 35 y 42 después de
se sacrificaron
anatomopatolégicos
segln se indica en la Tabla 1. El sacrificio se
de

tratamiento,
estudios

la aplicaciéon del
animales para

realiz6 por administracién intraperitoneal
pentobarbital sédico (100 mg/Kg).

Se examinaron todos los 6rganos y se tomaron

muestras del mdsculo a nivel del sitio de
inoculaciéon, los ganglios linfaticos popliteo
izquierdo e inguinal profundo izquierdo.
Asimismo, se tomaron muestras de aquellos

érganos que tuvieran alguna alteracion al analisis
macroscopico. Las muestras de tejidos fueron
con
formaldehido al 10% neutralizado con carbonato
de calcio. Luego se redujo la concentracién del
fijador al 4% hasta su inclusién en parafina. Los
realizaron a un espesor de 4-6um
usando un micrétomo modelo Leyca 1400. La
direccién y el nimero de secciones fueron hechas
segun las recomendaciones de la Organizacién
la evaluaciéon de
productos téxicos. Los tejidos fueron coloreados
con Hematoxilina — Eosina. Las observaciones se
realizaron con microscopios convencionales Leyca

fijadas durante las primeras 24 h

cortes se

Mundial

de la Salud para

y Olympus (modelos DMLB y CH-2
respectivamente). Se hizo wuna descripcién
detallada de las observaciones recolectadas en
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los modelos de datos primarios destinados a
necropsia e histopatologia.

Andlisis estadistico
Peso corporal

Se realiz6 un andlisis de varianza de mediciones
repetidas con tres factores (tratamiento x, sexo
X, tiempo), la prueba de Kruskal Wallis y el
ANOVA de Friedman.

Consumo de agua y alimentos

Para realizar el analisis estadistico de estas dos
variables se hicieron tres grupos de
observaciones en el tiempo. Estos grupos de
valores se corresponden, aproximadamente, con
las semanas postinoculacion. El objetivo de este
proceder (bloqueo) fue evitar un incremento
innecesario del error experimental. Se comparé el
consumo mediante andlisis de varianza de
clasificacion triple (tratamiento x, sexo X,
tiempo). La prueba de diferencias significativas
minimas se realiz6 para comparar el consumo
entre semanas.

Paquete estadistico y nivel de significacion
Para todos los andlisis se empledé el paquete
estadistico STATISTICA 5.1 D (13). Los valores

Resultados y Discusidn
Mortalidad y signos clinicos

No se produjo ninguna muerte durante el ensayo
ni se observaron sintomas clinicos.

Peso corporal

El anélisis de varianza de mediciones repetidas
mostré que el peso corporal (Tabla 2) fue similar
en los grupos de tratamientos (P>0,1). Los
machos mostraron mayor peso corporal que las
hembras (P<0,001) y se produjo un aumento
progresivo  del peso de los animales,
observandose diferencias entre las distintas
semanas postratamiento (P<0,001). Solamente
se encontré una interaccién significativa entre el
sexo y el tiempo (P<0,001), reflejo del diferente
ritmo de crecimiento de hembras y machos. Se
realizaron, ademads, pruebas no paramétricas con
el objetivo de corroborar los resultados del
ANOVA, empleando pruebas menos sensibles al
tamano de las muestras e independientes de
requisitos como la normalidad y homogeneidad de
varianzas. Para ello se empledé la prueba de
Kruskal-Wallis, analizando cada vez un sexo y un
tiempo. En ningln caso se observaron diferencias
estadisticamente significativas (0,19 < P < 0,96).
Asimismo, se realizé el ANOVA de Friedman para

de P<0,05 se consideran significativos desde el evaluar fal incremento de peso en ?I .tl-empo,
. . corroborandose un aumento significativo
punto de vista estadistico. (P<0,001) para todos los grupos, tanto de
hembras como machos.
Tabla 2. Peso vivo promedio (g) de los animales durante el ensayo.
Sexo Tratamiento 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Media DE Media DE Media DE Media DE
Control 197,0 4,6 214,0 3,9 2284 6,9 256,0 18,2
Hembras Placebo 200,2 6,1 224 .4 7,3 2360 11,1 2556 17,3
Vacuna 201,6 12,7 225,9 14,4 243,0 15,4 259,7 20,9
Control 265, 17,6 307,6 18,3 340,4 18,5 366,4 25,7
Machos Placebo 286,0 23,8 322,2 27,2 3654 31,8 389,2 28,9
Vacuna 274,3 16,8 322,9 20,7 359,2 23,5 388,3 28,1

DE: Desviacion estandar.

Consumo de Alimentos

No se observaron diferencias estadisticamente
significativas (P >0,1) entre los tratamientos en
cuanto al consumo de alimento (Tabla 3). Los
machos mostraron mayor (P< 0,01) consumo
que las hembras (31,0 vs. 25,7 g/dia) y se

produjo un aumento significativo (P<0,01) de la
ingestion de alimento durante el transcurso del
experimento. No hubo interaccién significativa
entre ninguno de los factores (P>0,05) con
relacién al consumo de alimento.
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Tabla 3: Consumo de alimento promedio (g) por animal/dia seglin sexo, grupo tratamiento y tiempo

post-inoculacion (semanas)

Tiempo Hembras Machos

(semanas) | ] 11 Media | Il 1 Media

1 20,5 21,5 20,8 21,0 25,4 28,3 33,3 29,0

2 21,0 19,6 21,1 20,6 25,0 29,0 39,6 31,2

3 26,6 25,9 28,8 27,1 29,4 37,6 27,0 31,4

4 32,5 33,3 36,7 34,2 34,1 31,0 31,8 32,3

Media por grupo 25,2 25,1 26,9 25,7*% 28,5 31,5 33,0 31,0*
I: Control, Il: Placebo, Ill: Vacunados

*Medias por sexo.
Consumo de Agua

El consumo de agua (Tabla 4) fue similar en los
grupos de tratamiento (P>0,5), los machos
consumieron mas (P< 0,001) que las hembras
(39,5 vs. 31,8 mlL/dia) y solo durante la ultima
semana este se incrementd significativamente

(P<0,001). Esta variable no mostré interaccion
significativa (P> 0,1) entre ninguno de los
factores analizados. Lo mismo el consumo de
agua que el de alimento se encontraron entre los
rangos normales descritos para esta especie y
categoria de animales (14).

Tabla 4: Consumo de agua promedio (mL) por animal / dia segin sexo, grupo tratamiento y tiempo

postinoculacién (semanas)

Sexo Semana Tratamiento No.

Medias de consumo

Por grupo Por Semana Por Sexo
Control 15 26,7
1 Placebo 15 28,0 28,0
Vacuna 15 29,3
Control 15 24,9
2 Placebo 15 26,5 25,8
Vacuna 15 26,0
Hembras Control 15 28,4 318
3 Placebo 15 27,7 28,9
Vacuna 15 30,7
Control 15 42,4
4 Placebo 15 43,6 44,3
Vacuna 15 47,0
Control 15 31,5
1 Placebo 15 29,1 30,9
Vacuna 15 32,1
Control 15 31,9
2 Placebo 15 36,1 32,4
Vacuna 15 29,1
Machos Control 15 41,9 39.5
3 Placebo 15 37,2 40,8
Vacuna 15 43,3
Control 15 50,2
4 Placebo 15 52,9 53,9
Vacuna 15 58,6
Media general: 35,6 mL/dia
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Estudio Anatomopatolégico

Macroscépicamente no se vio ninguna lesién de
valor diagnéstico. A la observacion
microscoépica, sin embargo, se encontré una
miositis intersticial focal leve en el érea
correspondiente al punto de inoculacién en una
hembra y un macho del grupo control (sin
tratamiento alguno) sacrificados a los 3 dias
después de la inoculacién. Asimismo, una rata
placebo sacrificada a los 7 dias mostré una
lesién similar a la anteriormente descrita, pero
con ligera proliferaciéon de tejido conectivo.
Estos hallazgos carecen de valor toxicolégico
considerando su levedad y su ausencia en los
grupos tratados con el producto vacunal
ensayado.

Considerando que no se observaron muertes
durante el ensayo ni se registraron sintomas que
indicaran toxicidad local ni sistémica que el peso
vivo de los animales, asi como el consumo de
agua y alimentos no mostraron diferencias entre
grupos tratamiento que indicaran toxicidad del
producto probado y que no se observaron
lesiones anatomopatolégicas de interés
toxicoldgico, llegamos a la conclusién de que la
Vacuna Antitifoidica vax-TyVi’ es
potencialmente inocua a nivel local al
administrarla por via intramuscular. Esto se
corresponde con la experiencia clinica de la
aplicaciéon de vax-TyVi’ en humanos que ha
demostrado una baja reactogenicidad (15-17).
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Local tolerance study of vax-TyVi vaccine in Sprague Dawley rats
Abstract

The anti-typhoid vaccine vax-TyVi’ consists in the Vi capsular polysaccharide of Salmonella typhi, which
is diluted in an isotonic buffer solution with phenol as a preservative. Each dose of 0,5 mL contains 25
ug of polysaccharide as an active component. The vaccination schedule in Cuba against typhoid fever
includes the application of vax-TyVi’ to 9-10 year-old students (5" grade, primary school), a second
dose for 12-15 year-olds (8" grade, secondary school ) and the third dose for 16-17 year-olds (11™
grade). The high-risk population is additionally immunized. The present work describes the local
tolerance assay undertaken for vax-TyVi® as part of its preclinical safety studies. A total of 170 rats
were treated with either the vaccine, the placebo (all components, but the active ingredient) or were not
treated and served as controls. Clinical observations were made daily during the whole study. Water and
food intakes were measured and anatomopathological studies were conducted on animals that were
sacrificed 3, 7, 14, 21, 28, 35 and 42 days after the inoculation. No animal died or showed symptoms
of toxicity. Body weight and the intakes of food and water were statistically similar in the three
experimental groups and there were no tissue changes indicative of local or systemic toxicity. Results
suggest that vax-TyVi’ is potentially innocuous at the inoculation site.

Key words: Toxicology, Local Tolerance Test, vax-TyVi’, rats
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