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RESUMEN

La vacuna de células enteras inactivadas por calor y fenol, que se venia utilizando en Cuba desde el afo 1983, es
altamente reactogénica y ha mostrado poco impacto epidemiolégico. Para sustituir esta vacuna se desarrollé una
tecnologia de una vacuna de Polisacérido Vi de nueva generacién competitiva con las existentes en el mercado
internacional. La tecnologia desarrollada se caracteriza por un nuevo medio de cultivo que maximiza los rendimientos
de polisacarido y el método de purificacion del mismo, que forman parte del conocimiento practico de la tecnologia
propuesta. Se caracterizé el proceso a escala de laboratorio, asi como la calidad del Polisacarido Vi obtenido y se
escalé hasta nivel productivo. El Polisacérido Vi producido a escala productiva asi como la vacuna final fueron
estudiados, tanto en el Instituto Finlay como en colaboracién con el National Institute for Biological Standards and
Control del Reino Unido, donde se demostré que era similar al de referencia. Para la cuantificacién del Polisacérido
Vi se monté, estandarizé y validé un sistema ELISA de inhibicién, no reportado para estos fines. Se obtuvo una
vacuna de nueva generacion adecuada para su aplicacion en Cuba y su comercializaciéon y se dejan sentadas las
bases para una nueva generacién de vacunas combinadas antidiarreicas. El producto fue ensayado en un estudio
clinico de homologacién y no mostré diferencias con el de la compania Aventis Pasteur, con estos resultados se
obtuvo la aprobacién del Registro Médico Sanitario. Se han producido un total de 900 000 dosis las cuales se estan
distribuyendo para la red nacional de vacunacién.

Introduccién

Lafiebretifoideaesunaenfermedad distribuidamun-
dialmente, que es mucho més frecuente en los paises
subdesarrollados. L a Organizacion Mundial dela Sa-
lud estima que en todo el mundo existen aproximada-
mente 16 millones de casos de fiebre tifoidea clinica
anualmente y muchas infecciones subclinicas. Esto
causa aproximadamente 600,000 muertes cada afio en
todo el mundo (Tabla 1).

La OM S recomienda lainmunizacion de los nifios
en edad escolar y los adultosjovenes en aquellas areas
dondelafiebretifoidea supongaun problemade salud
publica para estos grupos de edad, y en particular
cuando sean preval enteslas cepasde S. typhi resisten-
tesalosantibidticos. El Comité Consultor sobre Préc-
ticasde Vacunacion (ACIP), indicalavacunacion contra
lafiebretifoideapara:

- Vigjeros aéreas en donde existaun riesgo recono-

cido de exposicion aS. Typhi.

- Personas con exposicién cercana (eempl o, contacto

en casa) aportadoresde S. typhi documentados.

- Técnicos en microbiol ogiaque trabajan frecuen-

temente con S. typhi.

Las vacunas antitifoidicas més modernas son las
orales a partir de cepas vivas atenuadas (g. Ty21a) y
la parenteral quimicamente definida de Polisacarido
capsular Vi delacepa Salmonella typhi Ty-2, que es

Tabla 1. Cifras estimadas de casos y muertes por fiebre
tifoidea

Total de Incidencia Muertes
casos (por
10°/aiio)

Africa 2,655,000 500 130,000
Asia 13,310,000 500 440,000
Latinoamérica 595,500 150 10,000

Oceania 7,500 150 124

Europa 22,620 2 74

/Norteamérica

un homopolimero lineal del &cido 1-4 N- acetil- a-D
galactosaminuroénico, O-acetilado parcialmente en el
carbono No 3, polisacérido que es un antigeno
protectogénico y relevante de esta bacteria.

En Cuba, se ha venido aplicando en el Programa
Nacional de Inmunizaciones una vacuna de células
enterasinactivadasaescolaresen 5°, 8°y 11grados; a
la poblacion de riesgo y para €l control de brotes
epidémicos. Esta vacuna ha resultado altamente
reactogénicay hatenido poco impacto epidemiol 6gico
(Informede Trabajo del Comité Asesor de lnmuniza-
ciones, MINSAP).

Lavacunade Polisacérido Vi disponible en el mer-
cado es producida por transnacionales (Aventis
Pasteur y Glaxo-Smith Klein) y lainformacion rele-
vante de latecnol ogia de produccion de dichavacuna
esta protegidapor secreto tecnol égico no disponible
en laliteratura especializada, por otra parte el pre-
cio de cadadosis de esta vacunaesta actualmenteas
y 8 USD. Parasustituir la vacunainactivada actual-
mente en uso y evitar la dependencia de la compra
de la de Aventis Pasteur de alto costo se hizo nece-
sario el desarrollo de unatecnologiaque garantizara
la obtencion de una vacuna de Polisacarido Vi de
nuevageneracion.

Sin dudas, ladisponibilidad de unatecnologia para
laproduccién de unavacunaantitifoidicaquimicamente
definiday altamente purificadarepresenta, por unlado,
un salto de calidad en el sistemade salud cubano'y por
otro se cuenta con un nuevo rubro exportable de gran
demandamundial.

Lavacunade polisacéarido Vi de S. typhi presenta
varias ventajas: provoca escasas reacciones adver-
sas, muy similares alas producidas por otras vacu-
nas de polisacéridos purificados, el empleo de una
sola dosis logratanta proteccion como dos de lava-
cuna celular inactivaday tres o cuatro de la vacuna
oral de cepaatenuada Ty2lay laexistenciade méto-
dos fisicoquimicos verificados en otras vacunas
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polisacaridicas que permiten su obtencién y control
de forma seguray estandarizada. Todo esto unido a
su alta estabilidad a temperatura ambiente la con-
vierten en unavariable muy favorable para produc-
tores y consumidores.

El Instituto Finlay hadesarrollado unavacunade
polisacarido Vi de bajo costo. vax-TyVi, que demos-
tro ser segura, eficaz y de elevada inmunogencidad
al ser comparada con TYPHIM Vi™ | de Aventis
Pasteur y que ha sido introducida en el Programa
Nacional delnmunizacion durante €l afio 2002. Hasta
el momento se han producido 900 000 dosis de va-
cunade S. typhi paraladistribucion en lared nacio-
nal de vacunacion.

Obijetivos Generales

- Desarrollar una vacuna antitifoidica de subuni-
dades apartir del Polisacarido Vi deS. typhi, que
seade calidad, a menos similar alas que se en-
cuentran en el mercado, cumpliendo con todaslas
exigencias reguladoras i nternacional es establ eci-
das para este producto; para sustituir la vacuna
de células enteras que se viene utilizando en el
ProgramaNacional de Inmunizaciones.

- Desarrollar unatecnol ogia paralaobtencion del
Polisacérido Vi apartir de un cultivo de S. typhi.

- Disefiar, estandarizar y validar un método inmu-
noquimico cuantitativo paraladeterminacion
de laconcentracién de polisacérido en lavacu-
nafinal.

- Desarrollar un modelo animal maés sensible a
S. typhi paraser empleado en laevaluacion de éste
u otros preparados vacunales anti S. typhi.

- Evaluar clinicamente el preparado vacunal obteni-
do comparandolo con los existentes en el mercado.

- Obtener el Registro Médico Sanitario.

- Garantizar |as cantidades de vacunanecesarias para
el ProgramaNacional de lnmunizaciones de nues-
tro pais, asi como necesidades de exportaciones.

Resultados de importancia

Etapa de investigacion

Se obtuvo un medio de cultivo que maximizala pro-
duccién de Polisacarido Vi paralacepavacunal . Ade-
mas, se modificd el método de Fenol en frio parala
purificacion del polisacarido paraobtener mayoresren-
dimientos cumpliendo con las exigencias reguladoras
establecidas.

Se monto toda la bateria de andlisis necesaria para
la evaluacion del producto final, asi como se disefio,
monté un sistemade ELISA deinhibicion paracuanti-
ficar el polisacérido Vi enlavacunafinal, método no
publicado antes por ningun investigador o productor.

También se desarroll6 de un modelo animal més
sensibley adecuado paraevaluar preparadosvacunales
antitifoidicos.

Etapa de Desarrollo y Produccién

Serealizaron los aj ustes necesarios paralaintroduc-
cion de estainvestigacién como produccién rutina-
ria que fundamentalmente fueron la simplificacién
de las etapas de microbiologia y propagacion, los
procesos fermentativos se realizaron utilizando cul-
tivo sumergido con tabiques en lugar de superficial,
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seincluyd lamicrofiltracion tangencial paralacon-
centracion y lavado de las células y se utilizo el
secado al vacio como etapa final de procesamiento.
La tecnologia de produccién del polisacérido se
extractaenlaTabla2. Durante esta etapa se evalua-
ron 16 fermentaciones a escala piloto (35 L), 7 fer-
mentaciones a escala industrial (200 L) y 5
fermentaciones aescalade 500 L. L os rendimientos
obtenidos paralas mismasfueronde 7,11+ 3,1 ;7,59+
3,02y 5,94 + 1,98 mg polisacarido Vi/L de cultivo
respectivamente, |os cual es representan rendimien-
tos superiores alos reportados en laliteratura (1,6
mg/L). Los lotes obtenidos en las diferentes escal as
pasaron satisfactoriamente |os requerimientos de
calidad planteados por la OMS para este producto
y los mismos fueron avalados por el Instituto de
Evaluacion y Control de Estandaresy Biol6gicos de
Inglaterra(NIBSC). El producto fue ensayado en un
ensayo clinico de homologacién con el delacompa-
fifa Aventis Pasteur.

Formulacién de la vacuna final y evaluacién
clinica

Se formulé un producto conteniendo 25 mg de
polisacarido Vi / dosis de 0,5 mL. Los excipientes
empleados incluyeron una solucion tampén
i soténi ca que garantiz6 condicionesfisiol 6gicas ade-
cuadas, con respecto apH un valor de 6,5-7,5en
el producto final y laliteraturarefiere lagran esta-
bilidad de estavacunaapH entre 6,0 — 7,8 y conte-
nido iénico. Como agente antimicrobiano se uso
Fenol (£) 1,250 mg/ dosis.

Este preparado se evalGo en voluntarios demos-
trando la seguridad de la misma, laausencia de reac-
ciones adversas serias alaconcentracion estudiadae
inmunogenicidad. El estudio mostré equivalenciaen-
tre esta vacuna y la vacuna comercial de Aventis
Pasteur tanto para el pardmetro inmunogenicidad
como reactogenicidad, lo cual indicalacalidad dela
preparacion. Lainmunogenicidad se evalud en 335
nifiosy 323 adultos. L a seroconversion de los nifios
querecibieronvax-TyVi fue 85,61 %Yy 78,36 % para
TYPHIM Vi™. En adultosfue 81,97 %y 65,05 % en
cada caso. Los TMG posvacunales en nifios fueron
4,18 U/mL y 3.98 U/mL. En adultos, 7,41 U/mL y
5,41 U/mL. El IC 95 % en los nifios abarcé de 3,60—
4,92 U/mL con vax-TyVi y de 3,34-4,73 U/mL con
TYPHIM Vi™. En adultos de 5,92-9,27 U/mL y de
4,35-6,72 U/mL respectivamente. En contraste, la
seroconversion con vax-TET fue 0 %. Lainmunoge-
nicidad devax-TyVi nofueinferior alade TYPHIM
Vi™ y su reactogenicidad resulté similar.

Tabla 2. Tecnologia de produccién de polisacarido Vi de
S. typhi.

Tecnologia
Obtencién del lote de trabajo
Microbiologia
Fermentacién
Semi-purificacion

Purificacién
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Como etapafinal detrabajo aescalaproductiva (200
L) seprodujeron untotal de 900 000dosisde este com-
ponente que se esta distribuyendo paralared nacional.

Aspectos novedosos
Estainvestigacion surgié como uninterésespecia de
Ministeriode Saud Piblica, por recomendaciondd Co-
mitéAsesor en Précticasdel nmunizaciondd MINSAPR,
y comoun pedidod Ingtituto Finlay d comprobarsela
relativamenteatareactogenicidad y bgjoimpactodela
vacunaantitifoidicade cd ulasenterasinactivadasactud-
menteenusoy loinacces bledel oscostosdelasvacunas
comerciablesreconocidas. Tambiénquedddarolanece-
sidad epidemiol 6gicadd empleoy uso continuado de
estavacunaen Cubay enampliasregionesdd planeta.

Lanovedad cientifica de esta investigacion — desa-
rrollo se sustenta en que eslaprimeravez que selogra
en el paisy en la Region una tecnologia para obtener
una vacuna antitifoidica quimicamente definida y de
subunidades, ficaz, seguray quedichatecnologiacon-
tiene elementos novedosos que la diferencian del esta-
do del arte especialmente enlo concerniente a

- Medio de cultivo del microorganismo.

- Método de purificacion del Polisacarido Vi.

- Métodos de evaluacion del producto final.

- Desarrollo de un modelo animal mas sensibley

adecuado para evaluar preparados vacunal es
antitifoidicos.
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- Otro méritoy alavez novedad cientifico-tecno-
|6gicaesel haber logrado llevar los resultados
de estainvestigacién hastala escala de planta
industrial de vacunasy obtener resultados satis-
factorios.

Conclusiones

- Sedesarroll6 unavacunaantitifoidicade subuni-
dades apartir del Polisacarido Vi de S. typhi con
unatecnologia con caracteristicas propias.

- Se disefi6 e introdujo toda |a bateria de pruebas
analiticas parael Control delaCalidad delavacu-
nay el proceso tecnol 6gico incluyendo un méto-
do inmunoquimico cuantitativo paraladetermi-
nacion delaconcentracion de polisacéridoenla
vacunafinal.

- Sedesarroll6 un modelo animal massensibleaS.
typhi paraser empleado en laevaluacién deésteu
otros preparados vacunales anti S. typhi.

- Seevalud clinicamente el preparado vacunal obte-
nido comparandolo con € mejor existenteen el
mercado obteniéndose resultados satisfactorios.

- Se obtuvo el Registro Médico Sanitario.
Registro No. 1773.

- Se garantizaron | as cantidades de vacuna necesa-
riasparael ProgramaAmpliado de Inmunizacio-
nes de nuestro pais, asi como necesidades de
exportaciones.
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