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Salmonella enterica serovar Typhi es un microorganismo que provoca mds de 16 millones de casos de fiebre tifoidea con
aproximadamente 600 000 muertes al afio en todo el mundo. Dentro de las vacunas antitifoidicas la de polisacdrido capsular Vi ha
encontrado, gracias a sus incuestionables ventajas, una gran aceptacion entre productores y consumidores. El presente trabajo aborda el
estudio de inmunogenicidad de la vacuna antitifoidica cubana de polisacarido Vi vaX—TyVi® en ratones. El estudio estuvo conformado
por un grupo control no inoculado y un segundo grupo que recibié 0,05 mL de la vacuna por via intramuscular. Se tomaron muestras de
sangre a los -3, 7, 14, 21, 28, 42, 56 y 84 dias. La actividad de anticuerpos IgG antipolisacdrido Vi de los sueros individuales fue
determinada por ELISA. Los datos fueron analizados por grupo y por sexo y se calculé el porcentaje de seroconversion, considerandose
respondedor aquel animal que al menos aumentara en cuatro veces su titulo inicial. La respuesta de anticuerpos inducida por la vacuna
mostré un aumento notable de los titulos de IgG antipolisacdrido Vi en el grupo vacunado (100% de seroconversién), mientras que el
grupo control no incrementé sus niveles minimos iniciales (0% de respondedores). Aunque mds dispersa, la respuesta de anticuerpos
antiVi fue significativamente mayor en las hembras que en los machos.
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Introduccion

La fiebre tifoidea es una enfermedad distribuida mundialmente con
una incidencia anual aproximadamente de 16 millones de casos. Esta
enfermedad, mucho mds frecuente en paises subdesarrollados,
presenta numerosas manifestaciones clinicas y subclinicas y es
responsable de mds de 600 000 muertes al afio en todo el mundo
1, 2).

El control de la fiebre tifoidea requiere de la descontaminacién de las
aguas, un efectivo manejo de los desechos, asi como el diagndstico y
tratamiento rapido de pacientes y portadores, lo cual no es posible en
paises donde la enfermedad es endémica y generalizada (3). La
Organizacién Mundial de la Salud recomienda la inmunizacién de
los nifios en edad escolar y adultos jovenes en aquellas dreas donde
la fiebre tifoidea es un problema de salud ptblica y en particular
donde sean prevalentes las cepas de Salmonella enterica serovar
Typhi resistentes a los antibidticos (4-6).

Dentro de las vacunas modernas contra la fiebre tifoidea se
encuentran las orales a partir de cepas vivas atenuadas (7) y la
parenteral quimicamente definida de polisacdrido capsular Vi de S.
Typhi (8, 9). seguridad,
inmunogenicidad y eficacia en estudios preclinicos y clinicos que,

Esta d1ltima ha demostrado una

junto con las incuestionables ventajas que presenta, han hecho de
esta vacuna una de las principales alternativas para el control y
erradicacion de la fiebre tifoidea a escala mundial (10-14).

En Cuba durante varios afios se estuvo aplicando en el Programa

Nacional de Inmunizaciones una vacuna de células enteras
inactivadas que resultdé poco inmunogénica y altamente reactogénica
(2). Esto, unido al elevado costo de la vacuna polisacaridica

disponible en el mercado trajo como consecuencia que el Instituto
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Finlay se diera a la tarea de desarrollar una vacuna de polisacarido Vi
contra la fiebre tifoidea.

El propésito de este trabajo es la evaluacién de la inmunogenicidad
de la vacuna antitifoidica cubana de polisacarido Vi, vax-TyVi®, en
ratones.

Materiales y Métodos
Diseiio experimental del estudio

Fueron usados ratones Balb/c de ambos sexos, con un peso corporal
de 18-20 g al inicio del experimento, proporcionados por el Centro
Nacional de Animales de Laboratorio (CENPALAB). Los mismos
fueron separados en dos grupos, cada uno con 20 ratones, 10 de cada
sexo. El primero no fue inoculado porque se consideré como grupo
control, mientras que el segundo recibié una dosis de 0,05 mL por
via intramuscular del Lote 4001 de vacuna de polisacarido Vi (vax-
TyVi), obtenido en la Planta de Produccién del Instituto Finlay bajo
condiciones de Buenas Pricticas de Fabricacidn.

Las muestras de sangre fueron colectadas a través del plexo
retrorbital los dias -3, 7, 14, 21, 28, 42, 56 y 84. Los sueros fueron
separados por centrifugacion y almacenados a -20 °C para la
titulacién de sus anticuerpos IgG antipolisacédrido Vi.

ELISA para la cuantificacion de IgG antipolisacarido Vi

Se sensibilizaron placas ELISA (NUNC PolySorp, Cat. No. 475094)
con 100 uL por pocillo de poli-L-Lisina a 22 pg/mL en agua
destilada. La placa fue incubada durante 1 h en cdmara himeda de
20-25 °C; transcurrido este tiempo fue lavada cuatro veces con
300 uL  por pocillo de solucién amortiguadora de fosfatos (SAF)
0,15M pH 7.4. Posteriormente se afiadi6 100 UL por pocillo de

VacciMonitor 2006; Afio 15 No. 2



polisacdrido Vi a 4 ug/mL en SAF y se incub6 en cdmara himeda
durante toda la noche a 4 °C. Los polisacdridos no adsorbidos fueron
eliminados al lavar la placa con Tween 20 al 0,05% en agua
destilada.

Se adicioné 100 pL por pocillo y por duplicado de cada dilucién de
la curva, las muestras y los controles del ensayo. La placa fue
incubada a 37 °C durante 1 h en cdmara himeda, y luego lavada
como ya fue indicado. Se adicionaron 100 pL por pocillo de
conjugado anti-IgG de ratén/fosfatasa alcalina 1/10000; nuevamente
se incubd la placa a 37 °C durante 1 h en cdmara himeda y se lavo.
Como diluente de la curva, las muestras, los controles y el conjugado
se utiliz6 SAF con Tween 20 al 0,05% y leche descremada al 3%.
Fueron afiadidos 100 UL por pocillo de p-nitrofenilfosfato de sodio a
1 mg/mL en solucién de Dietanolamina pH 9,8 y la placa fue
incubada durante 30 min en la oscuridad de 20-25 °C. La reaccion se
detuvo con 50 UL por pocillo de NaOH 2 N. Las absorbancias fueron
leidas en un lector de placas Labsystems Multiskan a 405 nm.

La concentracién de anticuerpos de los sueros fue determinada
transformando los valores de absorbancias de las muestras a unidades
arbitrarias de IgG antipolisacarido Vi (UlgG/mL), utilizando la
funcién logistic-log de cuatro pardmetros para construir la curva de
referencia a partir de las diluciones del estdndar antipolisacdrido Vi
de actividad conocida empleado en el propio sistema. El cdlculo se
efectudé con el programa ELISA desarrollado por el Centro para el
Control de Enfermedades (CDC) de Atlanta (15).

Procesamiento estadistico de los datos

Se aplicé el paquete estadistico SPSS, version 10.0 para el andlisis de
los resultados. Los titulos de IgG anti-Vi fueron analizados por grupo
y por sexo mediante la comparacién de sus medias geométricas y
desviaciones estdndar, previa transformacién logaritmica de los

datos; ademads se calcularon los intervalos de confianza al 95% para
la media geométrica.

Se aplicé el Modified Levene Equal Variance Test para determinar la
homogeneidad de varianzas entre los grupos estudiados. Se realiz6
un andlisis de varianza con 2 pruebas de comparaciones multiples de
medias. Para todas las comparaciones se usé un nivel de

significacién (o) del 5%.

Se calcul6 el porcentaje de seroconversion de cada grupo para ambos
sexos, considerandose respondedor aquel animal que al menos
cuadriplicase su titulo inicial (14). Se usé la prueba Chi-cuadrado
para hacer comparaciones entre grupos.

Resultados y Discusion

Estudios dirigidos a la determinacién de la seguridad y eficacia de un
nuevo y potencial producto médico antes de su primera
administracién a humanos, antes de realizar pruebas terapéuticas en
poblaciones extensas, y por ultimo, antes de poner el producto en el
mercado, constituyen una necesidad cientifica y ética. En la
determinacién de la inmunogenicidad de un preparado vacunal la
respuesta de anticuerpos producida por el antigeno en el tiempo,
constituye una demostracién indirecta fehaciente de la potencialidad
del producto para proteger contra la invasién y/o colonizacién del

agente infeccioso (16).

El disefio experimental del estudio que aborda el presente trabajo,
tuvo en cuenta la ruta, dosis y esquema propuestos para la
inmunizacién en humanos, asi como la presencia de ambos sexos y la
comparacién del grupo vacunado con un grupo control no inoculado.
La Figura 1 muestra la cinética de anticuerpos IgG antipolisacarido
Vi obtenida para ambos grupos de tratamiento.
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Figura 1. Cinética de la respuesta de anticuerpos IgG antipolisacarido Vi.
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La respuesta inmune a la vacuna estuvo caracterizada por un rapido
incremento de los titulos de anticuerpos IgG antipolisacédrido Vi, los
cuales alcanzaron su maximo el séptimo dia posterior a la
vacunacion, disminuyendo paulatinamente a partir de ese punto hasta
la culminacién del estudio el dia 84. El grupo control no varié de
forma significativa sus titulos minimos iniciales.

El andlisis estadistico de estos resultados no detectd la existencia de
diferencias significativas entre los titulos medios geométricos
iniciales para ambos grupos. Para el resto de los tiempos analizados
durante el estudio si se encontraron diferencias significativas entre
los titulos de IgG antipolisacdrido Vi del control no inoculado y el
grupo inmunizado con vax-TyVi (p < 0,05).

Como puede apreciarse en el grafico, esta vacuna polisacaridica no
conjugada que por definicién desencadena una respuesta inmune
independiente de células T, es capaz de inducir una respuesta de
anticuerpos IgG, inmunoglobulina caracteristica de una respuesta
inmune secundaria, consistente hasta tres meses posterior a la
inoculacién (17). Reportes de estudios de campo han mostrado que
estas vacunas de polisacdrido Vi, administradas como una sola dosis,
presentan una inmunogenicidad y eficacia consistentes (9),
resultando protectoras al cabo de los 10-11 afios con niveles de
anticuerpos anti Vi en el 58 % de los casos (18). No obstante, debido
a su insuficiente inmunogenicidad en nifios menores de dos afios su
uso ha sido aprobado a partir de esta edad con reinmunizaciones
recomendadas cada 3 afios (4, 9).

En la Tabla 1 se exponen los titulos medios geométricos e intervalos
de confianza al 95% del grupo vacunado agrupado por sexo y total
de cada tiempo de muestreo.

Tabla 1. Titulos de IgG antipolisacdrido Vi por sexo y totales del grupo vacunado

Hembras Machos Total
Tiempo (dias) © Egl(\}/[/Gm b IC 95 % (UIgG/mL) (Uélg,(,}n b IC 95 % (UlgG/mL) (U:‘gl(\}/ll(:n b IC 95 % (UlgG/mL)

0 5,6 (5,1;6,1) 5.5 (5.1;5,9) 5,5 (5,3;5.8)

7 249,6 (177,25 351,7) 191,2 (160,4; 227,8) 218,5 (181,6; 262,8)

14 258,9 (172,7; 388,3) 146,3 (126,2; 169,5) 194,6 (153.,4; 246,8)

21 151,6 (114,1; 201,7) 107,0 (94,3;121,3) 127,3 (108,2; 149,9)

28 113,3 (90,5; 142,0) 87,5 (77,1, 99.,4) 99,6 (87,3; 113,7)

42 79,1 (59,7, 104,8) 50,3 (43,9; 57.,6) 63,1 (52,9;75.,3)

56 61,7 (47,9;79,7) 38,5 (32,0; 46,4) 48,7 (40,7; 58,4)

84 60,9 (49,1; 75,6) 32,1 (26,5; 39,0) 443 (36,2; 54,1)

Leyenda: TMG: Titulo Medio Geométrico

Durante todo el estudio pudo observarse que, aunque mayores, los
titulos de anticuerpos se encuentran mds dispersos en las hembras
que en los machos. Por otra parte, en el grupo vacunado las hembras
alcanzaron su titulo mdximo el dia 14 mientras que la respuesta de
los machos fue mayor el dia 7. El andlisis estadistico de estos
resultados evidencié que para cada uno de los tiempos de muestreo
posterior a la vacunacién los TMG fueron significativamente
menores en los machos con respecto a las hembras (p<0,05). Un
similar comportamiento fue reportado en un estudio en humanos
realizado en China con una vacuna de polisacdrido Vi de ese pais
donde la respuesta inmune mostré una mayor eficacia protectora en
las mujeres que en los hombres (9). La respuesta entre ambos sexos
del grupo no inoculado, asi como en el tiempo 0 del grupo
inmunizado no presento diferencias significativas (p > 0,05).

3

IC: Intervalo de Confianza

El andlisis del porcentaje de animales respondedores revelé una
seroconversion del 100% en el grupo vacunado alcanzada a partir del
dia 7 posterior a la vacunacién, condicién que se mantuvo hasta el
dia 84 en que la concentracién de IgG antipolisacarido Vi de uno de
los machos del grupo se encontré por debajo del criterio establecido;
en el grupo control no inoculado ningin animal logré seroconvertir.
Diferentes estudios de inmunogenicidad de vacunas de polisacarido
Vi en humanos reportan porcentajes de respondedores entre el 70% y
80% (18, 19).

Los resultados obtenidos en este trabajo estdn en correspondencia
con los estudios precedentes realizados a vax-TyVi (11, 20) y
demuestran la capacidad inmunogénica de nuestra vacuna, la cual
podria ser empleada en el control de la fiebre tifoidea en Cuba y en
otras regiones del planeta.
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Study of immunogenicity in mice of the Cuban Vi Polysaccharide Typhoid vaccine, vax-Tyvi
Abstract

Salmonella enterica serovar Typhi is a microorganism causing more than 16 millions of typhoid fever cases with about 600 000 deaths per year
around the world. Typhoid fever vaccines based on S. Typhi Vi capsular polysaccharide have been well received between producers and
customers. The present work deals with the immunogenicity study in mice of the Cuban polysaccharide typhoid fever vaccine vax-TyVi. The
experimental design included a control group and one group receiving 0.05 mL of Cuban vaccine by intramuscular route. Blood samples were
taken at days -3, 7, 14, 21, 28, 42, 56 and 84, and the titers of IgG antibodies against Vi polysaccharide were measured by ELISA. Data were
analyzed by group and sex. Seroconversion rates (>4-fold increase of anti-Vi antibody titers over pre-immunization levels) were calculated. The
antibody response induced after vaccination showed enhanced IgG titers against Vi polysaccharide in the vaccinated group (100% of
seroconversion rates) while the control group kept its initial titers (0% of respondents). IgG response was significantly higher in females than in
males.

Keywords: Typhoid fever, vaccines, vax-TyVi, immunogenicity, preclinics
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