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INTRODUCCION

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) se asocia
a diarrsa aguda =n hombres y animales domesticos. Es  la
causa mas fracouents da diarvea de parfodo aorto d2 incubacidn
2n al viajere (31,22, 117,845); 2n algunos paisas
subdesarrollados =5 causa importants de diarrea infantil
endeémica (17,4,44,103); produce diarrea esporadica o
epiddgmica en climas templados o tropicales (101,111,135) y se
asocia a didayvrea (colibacilosis? en corderos, lechones vy

terneras (71).

St ha trabaladeo ampliamente en las diversas
posibilidades de preavancidn dae la diarrea por aste gdrmeny =1
tama de 2studio ha sido doble: antibidticos profildeticos =
inmunizasicn, tante activa, agministrande diversos tipos da
vacunas, cone pasiva, a través de anticuerpos especificos.
Los turistas y las crias de animales susceptibles, bhan
constituido los dos grupos sobre los que se han enfocado las
investigaciones ean a2ste ssptido, dadas las dificultades
existentes para estudiar a los demds susceptibles.

En los viajeros se han utilizado antibioticos
profildoticos con algdn d&xito £53, 103,130, 19,210, sin
embarga, swu utilizacidn acarrea varias desventajlas oomo son
la necesidad de administyacidn diaria del medicamento durante
el viaje, el riesgo de que se desarrollen cepas resistentes
51 generalizar su zmpleo, t4a posibilidad da preszntacisn de
reaccionas sacundarias al medicamznte ¥y  finpalmante 1a
altevacidn de la flora intestinal mnormal.

Dtra forme de intentayr prevenir la diarrea del

turista ha sido mediants la elaboracisn de diversos tipos de

YAQUNAs8.

Las investigaciones s2 han divigido hacia utilizar
vomo inmundganos las toxinas o bian los pili que madian la
adherencia de la bacteria a la pared intestinal. Se les ha
utilizado eon forma purificada o a trawvsEs de bastarias  vivas
a las que se l2s ha introdurcide la informacidn gendtica que
axprasa 2stos antigeanos ya sea por saparade o combinados.

ETESD produce una toxina termolshil (LT), una toxina
termoestable (3T7T) o ambas. La forma de accidn de astas
toxinas es a travgse de la activacivn de AMP (LT) y de oGP
(5T, a travids de adenilciclasa la prim2ra ¥y guanileiclasa la
szaunda, El efecto en la pared intestinal es producir
hipegrsezorecidn de cloro y  bicarbonato y oconsecusntemante
transporte de agua hacia la luz intestinal ocasionando
diarrea do tipo secretor (119,48,31,88,71,52,35,91).

LT es una proteina similar a la toxina del e¢dlara
en pesa molecular (aproximadamente 80,000), especificidad



s2rologica y mecanismo de asooidn (47,46). Se relaciona
inmunoldgicamente con . las  subunidades A vy B de la
enterotoxina del cdodlera (9). i :

ST de estructura polipeptidica, es mas peguefa que
LT muche menor (peso molecular aproximado de 3,50Q),
pobremente ant igénica, ‘raesistente a praoteasas y a
calentamiento a 100 grados centigrados (55). EXisten wvarios
tipos d= ST que difieren en reactividad 2on los difarantas
ensayos (6). Se han descrito dos tipos de enterotoxinas
termoastables (Sta, Stb) (133). Cdmo s=2 describe mids adelante
s2 ha podido producir ST sintdtica (124,15).

Ambas toxinas se controlan por plasmidos (120).

lLa patogenicidad de ETEC estd madiada ademds de las
toxinas por los antigenos de superficie (pili). Estas son
estructuras filamentosas enp la superficie de la bacteria que
median 1la adhers2ncia del gdrmen a la pared intestinal a
travds de receptores 2speci{ficos (54). S2 han descorito varios
tipos de estas estructuras especificas para especie (K8 vy
#37p en lachone2s, K%% en bovinos, ovinos ¥y o2rdos; famtor ds
colonizacidn, FC, en humanos). Estas estructuras son
identificables mediante electromicregrafia como estructuras
finas filamentosas (7,52,1248)y que permiten la adhersnecia  a
la pared intestinal (29,124,57): son especie-especificos
(106,203 s2 asocian a pldsnidos {(30,126,972); y s2 detectan
mediante hemaglutinacidn sensible o rasistent2 a manosa
(7,26,32,54). En cepas provenientes de humanos se  han
descorito tres tipos da pili, FEI y FOII y EB775 (25,23,123),
cada uno con un patrén de hemaglutinacion especifico (33). En
vista de que se han encontrado cepas de ETEC en las que g2
detectan estrusturas filamentosas por alzctromicrografia y en
las que no se ha identificado FCI o FCII por anticuzrpos
egpecificos y cuyo patrén de hemaglutinacidén puede, o no,
coincidir con el descrito para cada uno de estos pili, se ha
sugerido que puzdan 2xistiy otros pili diferentes en ceopas
provenientes de humanos (135,77,43,14,128).

Lus tres tipos da antfgenos dascritos (toxinas
termoldbil y termoestabls, y antfgenas de superficies), han
sido utilizados 2Omo inmunoganos gor diferentes
investigadores con resultados variables. A continuvacién  se
describen los astudios que sg han llevado a cabo en esta area
hasta la fechay asi como la utilizacidn de oada tipo de
vacuna =2n campo ¥ en 21 caso de los antfgenos de sup2rficis,
los estudios que s2 han llevado a rcabo con  inmunizaciion
pasiva. Finalmente se describen los estudios en gue se  han
utilizado bacterias completas.

VACUNACION CON TOXINAS.

Desde 1973, Sack demostro que 1la inyecoidn
paraenteral de LT producfa una antitoxina nsutralizante en
animales (110).



En 1979 Levine y colaboradores (76), realizaran
vacunaciones 2n humanos. S administrd inicialmente Ia cepa
B7 A (LT+/ST+) por via oral, produciendo diarrea =n 7/11
voluntarios. Se les retd 9 semanas después con la misma cepa
y s2 viQ que habia proteccidn en los vacunados al compararlos
can  los controles (1/8 de los vacunados, contra 7712 de los
controlas, presasntaron diarr2al). Al retar a los valuntarios
con una cepa diferente E2528C-1 (LT+/8T-), e vio dque no
habifa prot=ecrnidn. Por 1o tanto, 2n humanos, la protaccidn era
eficaz wunicamentes para cepas hondlaogas y no heterdlogas.

Klipstein y colaboradores han trabajado
extensamente en la produccidén de vacunas a partivy de toxinas
termoldbil vy termoestable. En 1980 produjeron una vaguna a
partir de LT libersads por polimixina y la inocularan a ratas
gnotobidticas (70), La wvia de administracidn fue parenteral
para la erimera dosis y oral =21 refuerzo., Sa demostré
proteccinn  al ratar a las ratas con cepas producteras de LT
(LT+/8ST~ vy LT+/3T+) en forma oral vy observar que al
transporta acuoso, madidoe por bomba peristaltica, 27ra
significativamentes menor 2n las ratas vacunadas que =2n =21l
grupo ¢ontrol.

Pasteriormente (19sl) y contrastando con el
axparimento rzalizadeo por Levine en humanos, 2 demostré que
la proteccidgn 2ra 2factiva contra o2pas de diferente serotipo
de las que se habia obtenido la vacuna (heterdlogas) (62). En
esta ocasiédn s2 utilizd LT obtenida de dos mangras diferentes
(holotoxina Y liberada par polimixinald. La via de
administracidn fus tambign combinada. El> reta sz hizo
inoculanda asas ligadas de rata con una cantidad conocida de
hacterias y comparando la sz2orecidn hacia la luz intastinal
de los animales vacunados con los controles.

La toxina termoestable (ST), dado su pequerio tamaNc
por si sola no era inmunogdnica. En 1981 Klipstein y ools,
describisron la utilizacidn de 3T como haptezno (A3)., 2e
conjugd mediante la reacceidn da carbodiimida a
inmunoglobulina G porcina (RPIG) 2p su forma semipurificada.
En este mismo trabajo se definid que la vacunacidén con cada
toxina era especifica. Asi, la vacunacion con 8T y PIG
protegfa contra la misma toxina ST, contra cepas ST+/LT- y no
caontra cepas LT+H/ST+ ¥y LT+/5T—; por otro lado la  vacunacion
con halotexina LT protsgfa contra la misma LT, ecepas LTH/ST+
y LT+/8T~ y no contra LT-/8T+ o contra la administracidn de
la toxina 3T.

En 1982 se conjugaron LT y ST (&1). LT se utilizs
an forma de haolotoxina y ST 2n su forma samipurificada. Se
estudiaron las diferentes proporeicnes, encontrandose que la
mejor era la de ST/LT 100/1 (?&%4 de 3T por malaridad y 36% de
ST por pesol. Se inmunizaron ratas con el conjugado de ambas
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toxinas por wvia intraperitoneal y oral encontrandd aue el
conjugado era inmunogénico vy - comparable - al. . 824  de’

antigenicidad de LT sola {(medido con antlcuerpos "1n v1tro“J.lj
S2 compard toxicidad m=dida =n =l ensayn ‘de’ células adrenalas .
¥l para LT y por el de ratdn lactante para oT,. en;ontréndose:f‘
qus era menor al 0.15% de las toxinas solas... Al . ratar’a’los

animales vacunadeos con LT, ST Pura y ST samipura,~ﬁasi cnmng
2on Qapas hpterﬁlugas de LT+/5 LT+/ST~ e LT HT+ S8
demostrd proteccidn 2n dichos animales. " -

En 1982, se2¢ hicieron varios estudios‘para_deflnir
l1a cindtica de la respuesta secr2tora (60). Klipstein ~ vacund
ratas 2on holotoxina LT midiando mediante 2nsayo
inmunoenzimatica (ELISA) IgG en suero e IgA en nmnucosa
intestinal. Encontrd que la pura administracidn parenteral,
inducia solamente respuesta sérica, si bien protegia frente
al tratamiento de LT. La pura administracidn oral no inducia
regpuesta sdrica ni saoretora. El mejor programa =2ra 21 que
inzluia wvacunacien inicial parenteral vy refuerzos orales
posteriores. La magnjitud de la respuesta de Iga, el grado de
proteccidn otorgado y la duracidn de la respussta, =2ran
proporcionales al ndmero de refuerzos orales vy a la dosis
total de los tmismas. Por lo tanto, en el modelo de rata era
npenasarino  inmunizacidn parenteral inicial y refusrzos aralsas
posterioras.

QOtro de 1los requisitos que s2 habfian definido
hasta entonces, era la neecesidad de neutralizar la acidez
gastrica. Esto se habia logrado mediante Ja administracidn de
cimetidina, En 1983 (69) se utilizaron microesferas sensibles
a pH. Se administrd holotoxina de2 LT en tabletas de celulosa
microcristalina, almiddn y estearato de Mg, asi como ¢con una
cubierta fabricada de ftalato de hidroxipropil celulwsa vy
monoglicgridos acatilados. 52 administrd inicialmente LT =20
forma parenteral y posteriormente se dieyon las microasferas
Ppor via oral. Esta cubierta se desintegraba en pH menoyres de
5, aprofimadamente en 10 minutos. Se encontrd que la
respuesta de I9G sgrica y de IgA intestinal, en esta forma d=
adininistracion, era adecuada, asi como 1la protecciodn
proporcionada frente al reto de cepas productoras de LT sola,
£n 29tea experimanto  se demostrd, tambisgn, quie la
administracidn de bicarbonato oral era ineficaz para protegesr
a la toxina de la inactivacidn por el pH dcide en el modelo
d2 rata.

En 1981, s&¢  Ccompararon las caracteristicas
inmunoggnicas de tras diferentes praparados de L.T
(holotoxina, la liberada por polimixina, y subunidad B) (59).
Sa administraron a ratas  tres diferentes programas de
vacupnacion: wune sé6lo por via oral, otre solo por via
parenteral y el tercero por ambas. Se encontrd que el primero
(oral), no praductfa respussta da anticusrpos ni 21a
protector; =21 segundo (parenteral) estimulaba anticuerpos
sdricas pero la proteceidin gera variabls. La subunidad B no
proteafia para cepas productoras de LT y la helotoxina no
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protegia para cepas LTH+/5T+. El major rdgimen era =1 mixto,
an 21 que sa demeostrd que . los 3 inmundganos  producian
respussta  sdrica y otorgaban proteecidn frante al reto.de la-
toxina sola, oepas LT+ y LT+/3T+.  El aorado de  protagoion
otorgado por cada inmundgeno fufd diferepte.. - La vacuna ' mas
potante era la holotoxina, seguia la obtpnida_por liberau1ﬁn‘
de  polimixina y finalmente la producida :a: partir:: sla:
subunidad 2 de LT. Estos- exper;mentos demostraron “la
inmunogenicidad vy =21 grado de proteccidn otor
compuests, =21 cual tenia la ventaja, . frante 'a los: utlll’ados 
previamente, de no sey torico va que en ensayo de asaligada

de rata su toxicidad era de 0.2% comparado con holotoxina LT
(64).

El problema «que seguia existiendn con ST era la
dificultad de su cbtencién en cantidades importantes. En
1923, se describid la preparacién de ST sintética vy su
coiparacién con ST de origen bioldgico (65). La BT sintética
tenia la misma estructura primaria de 18 aminoacidos que 1la
ST bioldgica. Se compararon en los siguientes aspectos:
toxividad medida tanto en ensayo de raton lactante como en
asa ligada de vata, inmuncog=nicidad medida a traviés de efecto
neutralizante =2 induceidn de IglB sdrica 2 IgA a&n nucosa
intestinal ¥y proteceidn otorgada frente al reto con BT
biologica, ST sintética y cepas productoras de ST. fNo se

encaontvd diferencia entre ambos conpuestos para las
difarentes variables,

En 1983, se produjo una vacuna con ambas toxinas
producidas a partir de 57 sintédtica vy la subunidad B de LT
conjugadas poar la reacaidn de carbodiimida (&64). La
progpoyeidn  de2 cada toxina 2n la vacuna, ge definid haciendo
2quiivalente su poder antigdnico a la adninistracion de oada
componente  por separado. Z2 aoneluyd que la mejor ralacidn
era l:1 (2.2 mg de la vacuna con 1000 unidades antigénicas de
vcada componental. S22 demostrd que la vacuna producia nivelsas
de anticuerpos tanto para la subunidad B como para ST iguales
a los producidos por la administracidon de cada componente por
saparado. S afecto protentor se comprobd al observar que
protegia contra ozpas productoras de LTH+/5T-, LT-/5T+, y
LT+/5T+. Las ¢epas con las que se2 retd eran tanto de origen
porcino como humane, lo cual demostrd protezoccivn heterdloga.
Se midid tambidgn toxicidad d2 la vacuna, tanto 2n asa ligada
de rata, como por ensayo de ratdn lactante, encontrandomse que
la vatuna era &00 wveces menos lOxica comparada a  la
administracidn de ST natiwva.

E!l modelo animal utilizado hasta entonces habia
sido la rata. Se cambidé entonces a conajo a fin de investigar
i la efectividad de la wvacuna combinada {(subunidad B de LT ¥y
ST sintdtica)d, era la misma y para definir si persistia 1la
necesidad de un rdgimen mixkto para la administracidn de 1la
vacuna (B6&6). 52 encontyd que 2n con2jos la administracicn
intraperiton2al y oral o, solamante, por via oral era
samajante 2n cuanto a inducir respussta de 1gA en  mucosa
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intestinal; 1la wvacuna oral no estinuls la formacidn de Iagf
sdrica. Los dos =asquamas  fusron protectores contra 1la
administracidn de ST y L.T en 'asa ligada. En este modelo se
carrohord tambidn la ausencla de toxicidad de la wvacuna, va
que  su administracidén en forma de vacuna y su equivalente de
ST no atenuada, no produjo efecto en asa ligada de conejo. Se
utilizaron tambidn microssferas para la administracidn oral
d2 la vacuna combinada, corrobordndose su efectividad.

Recisntemente s2 ha experimentado con la produccidn
dez moldculas hiperantigfnicas de ST mediante la modificacidn
de sy #2structura estersaquimica. Al utilizarlas como vacunas
en el modelo de rata han resultado ser inmunogeénicas,
protectaras ¥y no toxicas (67). Sa ha buscado asimismo abatir
los oostos de produceidn de la vacuna mediante sintesis de
porcicones peptidicas de la subunidad B de LT. Se ha producido
un conjugado de ST sintética y 26 aminoacidos de la subunidad
B que estimuld la produccion de IgA intestinal contra
componentes de ST vy de la subunidad B. Esta wvacuna fus
protectora sontra una cepa productora dea ST y LT an ratas. La
inmunogenicidad del compuesto fue similar a la de ST con un
S07 de la capacidad inmunogénica de la subunidad B nativa. Se
demostrd tambien que 21 conjugado no fus téxico (5l).

En 1926 2 wvacunaron voluntarios con la vacuna
sinteética formada por 18 amincacidos de ST vy 26 aminoacidos
de subunidad B de LT (63). La administracién fue por via oral
pravia neutralizacidn de la acid2z gdstrica con  cimatidina,
Se emplaed una dosis de 40 mQ. S= encontrd raspussta  local
(IgA an aspirado yevunall) y sistémica (Ig3 an  stuaro)
significativamente por arriba de los controles. Asimismo se
demostro que 1los anticuerpos producidos eran neutralizantes
tanto de ST como de LT &n los modelos bioldgicos apropiados.

En ocuanto a trabajos 2n el campo, la wvacunacion
gspasffica con vasunas producidas a partir de toxinas, se ha
llevado a cabo an cerdas  vacunados con LT ¥ con
provoleragenoids2 (agregado des toxina del colera obtenide al
calantar &Estal,

Furer wvacun¢g cerdas prefiadas con procoleragenoide
an forma parenteral (36). Demostrd presencia de IgG en suaro
2 IghA especifica en calostro. Las wrfas astuvieron protegidas
de ecolibacilosis al retarlas con una oepa productora de LT,
En el arupo control, 70% presentaron diarvea y 5% murieron?
en las del grupo <uya madre habfa sido inmunizada 11%
presantaron diarrea y 0.77% murievon. S22 demostrd  que, al
revacupar a 1a cerda antzs del siguiente parto, la nuswa
camada 2staba igualmente protegida. Dorner demnostrsd
prasentia de antitoxina =2specifica 2n el calostro de  cardas
inmunizadas «con LT, asi como reduccidn en la incidencia de
diarrea y mortalidad 2n sus crfas (13).

En cuanto a ST, Moon vacund en forms parenteral
cardas embarazadas <on ST conjugada a inmunoglobulina poreina
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(287)., Dzmostrd Pressnocia de anticusrpos en suero y calostro,
por radioinmuno=znsayo, sin embargo, estos anticderpos  no
neutralizaban la toxina. Las orias de las osrdas vacunadas:no
estuvieron protegidas al tratarlas con una c2pa productora ds
sT. ’

VACUNACION CON ANTIGENOS DE SUPERFICIE

La primera evidencia d2 la posibilidad da blogqueo
coan anticuerpoes a la adherencia de antigenos de superficie
data de 1972. Jones (S7) encontrd qu2 los lechones a los que
82 trataba con una capa poseadora da antig=no k38 tenfian wun
S50% de mortalidad miszntras que los que se trataban con  wna
cepa k88— morian en un 3%. Este autor vacund conejos con esta
cepa, adsorbid los anticuerpos a una cepa k8g-, obteniende
asi un anticuerpo especgifico para KES. Mediante
inmunof luorescencia encontréd que la cepa k&gt se adherisz a la
mucosa intestinal; esta adherencia se blogueaba al incubar la
bacteria ocon 21 anticuerpo antiks38. Wilson (124, wen 1974
describid un modelo Yin vitro" mediante el cual pudo probar
que los anticuerpos antik&88 eran especificos ya que
hloqueaban vnicament2 &l mismo tipo de pilus. Ruttay eon 1978
€107}, wvacund cerdas antes de parir por via parenteral con
AskBS. A las erias se les permitio lactar y se  les tratd
posteriormente, cocon una cepa kB88+., Se ohservd gque las crias
de las cerdas vacunadas tenfan una mortalidad de 3.2% contra
una mortalidad del 67% de las eorias controles. S22 encontraron
anticuzyrpos nzutralizantes en calostro, Nagy (?0), en 1978
hizo un experimento similar encontrando 56% de diarrea en el
grupo vacunado contra 72% 2n 21 grupo contral., A los & dias
post-reto ninguna arfia de o2rda vacunada tenfa diarrea,
miantras qua 21 23% del grupo contraol contipuaba con diarrea;
"ninguna eoria del grupo de estudio murid, mientras que del
grupo control fallecid el 304, La proteccidn se relaciond con
la presancia de anticuerpos antik82 en el calostiro (media de
1:4338 =2n =2} grupo vacunado contra una media de 1:10 2n el
arupo control). Asimismo ¢l grupo vacunado presentd mayor
ganancia de peso en forma significativa (4.7 gramos/hora
contra 4.2 gramos/horal). En el grupo contrel se2 encontraron
mids bacterias wviables de la misma oespa con gque s2  habia
tratade. Por inmunofluorescancia sz buscaron bacterias =n la
mucasa intestinal, bhdsqueda que fue negativa #n el grupo de
estudio y que hizo patente que en el grupe control las
bacterias adherentes cubrian practicamente toda la supsrficie
del intestino.

En 1978, Morgan (89, vacuno cerdas con
vcaoneentrados de pili diferentes (987FP+ y k99). Encontrd que
habfa protaccidn 2n los lechones, tranmsmitida a travds del
calostro wcuando s2 les r2taba con la misma c2pa o Ccon un
serotipo diferente pero con 21 mismo pilus, y no asi cuando
el reto  =2ra con una cepa poseedora de un pilus  diferente,
Demostréd  la eresencia de aglutipinas especificas en el
calostro. La proteccién en los lechones se demostrd  por
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menor  mertalidad, idigual o menotr incidencia de diarrea as{
come  diarrea de mds corta duracisén y mayor ganancia de pesao
an los grupos de estudio comparados con los grupos controles,.

Continuando con estudios llevados. a  ecabo a2n
animalas, Acres y colaboradores (1), =2n 1279, llevaron a cabo
estudios en vacas a las gque vacunaron con un purificado de
antigeno kP9, Damostraron proteccidn significativa en  las
terneras retadas oon la cepa homdloga =2n cuanto que no hubo
mortalidad en 21 grupo vacunpado y la incidencia de diarr=a
fue menor. En este experimento s¢ compare la eficacia de
vacunacidgn con kP2 purificadn, ocon la administracidn d= suna
m2zela de varias ocepas k®?+ y de2 un homogenizado de upna  cepa
k99+ demostrdndose marvor efecto protecstor al vacunar ¢on el
purificado. La proteccidn se correlaciond con los tfitulos de
anlicuerpos antik?¥ en calosire, encontrandose que cdando el
titule =ra mayor de 131000 la mortalidad sra del 4.3%4 ¥
cuando era menor a esta titulacidn la mortalidad era del 30%4.

En 1973 s2 llevaron a cabo estudios en voluntarios
qua demastraron la patogenicidad del factor de colonizacidn
an capas de ETEC en infscciones en humanos (29,113}, S
administrd una cepa FC+ y su variante de laboratorio sin este
anlfgenn (FC~) a 27 voluntarics en estudin dohle c¢iega. Se
encontrd que a los que se les hahia administrade la cepa FC+
a una coneentracidn de 100 millones de unidades formadoras de
colonias/ml, &/7 presentaron diarrea, contra 0/7 a los que se
administrd la cepa FC-. Asimismo la sintomatologia abdominal
fue mayor an 21 primer grupo (3/77). Soclamenta los voluntarios
del primer grupo desarrollareon anticuerpos contra FC (4/7) LT
(4/7), y antfgeno somdtico (A/77) ¥ 2n 211os la exera20idn  de
la bamteria por las heeces fue mds prolongada (7/7 al  sexto
dfa contra 1/4 al tercey dia). Por lo tanto, la presencia de
FC se relaciond con mayor sintomatologia, eXcrecitHn mas
prolongada de la bacteria y positividad de anticuerpos.

En 1273 Evans y owols. (25), determinaron 1la
presencia d2 FCI en cepas aisladas de turistas. Sa
inmunizaron conejos por via subcutdnea 2 intramuscular con un
cancantrado de FCI obtenidandoss un anticuerpo especifico
madiant2 al ocual s2 detectd FCI =2n 25/2% (3484) cepas de ETEC
aisladas de turistas con diarrea v de 2711 (18%) cepas
aisladas de turistas asintomdticos. El pwse=r o no FCI  2ra
independiante de los demids antigenoss somdticos y flagelares,
Inoculando congjos recign nacidos gon  bacterias FCI+  ge
demasterd por inmunofluorescencia la adherencia de las
bacterias al tercieo antervior del intestino delgado, lo cual
s2 oorrelaciond oon la aglutinacicon de las mismas cepas ocon
2]l anticderpo espacifico para FCI y -on la prasencia de pili
por microscopia =2lsctranica.

Posteriormente, g2 demostrd también =n 2apas

aisladas de casos ocon diarrea, wun FC diferents, FCII, 21 ocual
gse identificd mediante un anticuerpo especifico obtenido en
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cn2jos y por hemaglutinacivn diferentz2 a la descrita
praviamente para FCI. Mediante inmunoflusrescensia indirecta
s2¢ encontrd que mediaba la adherencia a la muceosa intestinal
del caongjo recién nacideo (23).

Camd se ha mencionado hasta aqui, en varios
exprrimentos, g2 demostrd qus la administracidn de FC
purificade era inmunoggnico por via parenteral 2n conejns.

En 1981 Da la Cabada y cols. {(3) administraron por
via oral un concentrade de FCI a conelos retandolos
posteriorment® con una cepa hamdloga (FCI+) y una heterdloga
(FCII+). Se demostrd que el purificado era protector para la
cepa homélogda comparado  tanto con el grupo dque no  habia
recibido  vacuna comd con el que se inmunizéd con la bacteria
completa. La protzccidn otorgada =ra proporcional a la dosgis
administrada del concentrade de FCI. La proteccion se
manifostd por mepor volumen intestinal al re2tar con la o©apa
homéloga y por manor concentracién de unidades formadoras de
colonias recuperadas en las heces de los animales en estudio.
Asimismo, s2 vid que no habfa proteccidgn al retar con  una
cepa haterdloga (FCII+). En 2ste estudio se menciona tambidn
que hubo respuesta seroldgica para FC o=2n los  animales
vacunadoas, comparados con 21 grupo control.

Boedeker vy eolaboradores inocularon con diferentes
dosis de FCII asas intestinales de congjos externalizadas
quirdrgicamente. Encontraron que 1 y 2 mg en 3 dosis
estimulaban la produccion de IgA en la mucosa intestinal e
196G 2n suero (5).

En 1984 Evans vy colaboradores (227) inmunizaron
voluntarios con un preparado da FCI y FRII. Encontraron qua
la administracidn oral de 8 mg de cada factor en voluntarios
sinm anticuerpos sericos previos no era inmunogénica ni
protectora. En cambivo, lo fug la administracidn parenteral de
200 microgramogs de FCI a 5 wvoluntarios ocomo  tambign la
administracidn de 1 mg por via oral en 8 de 11 wvoluntarios
con niveles de antiguerpos pravios. Al adwministrar un regiman
mixta {parenteral y oral) a sujetos sin contacto previo con
ETEC, s2 aobtuvo respussta secrestora #2n 4/8 (O/8 =2n =21 grupo
control)., Al  administrar a esle grupo la cepa rveto hubo
diarrea an 4/3 sujetos contra &/8 a2n el grupo control si bien
3 de los sujetos que no presentaron diarrea fueron los que
tuvieron niveles altos de anpticuerpos =2n saliva. Estos
resultados sugieren en forma pPreliminar que la administracidn
de FC en humanons puada ser inmunogsnica y protectora.

En lo que s2 rafiere a estudins 2n campa, 2n variocs
pafses se han wusado vacunas comerciales en animales,
praparadas a partir de bacterias muertas, tratadas por calor,
purificados de LT de antigano k88 y combinaciones de los
migmos. Sodarling y colaboradorss (123) valoraron 21 efacto
que tiene en e)l campo la wvacunacién con antigeno kE8E.

4



Encontraron gue el efento de vacunar a las cardas es de corta
duracion ya que la proteceidn en los lechones dura dnicamente
dur-ante los 3 primeros dias de vida, " si biep 25 2n este
pericdo cuando hay mayor morbi-mortalidad por colibacilosis.
Encontrareon también que la proporeidn. de infecciones por
capas poseedoras de otros pili " (kP9), 0 por caudsas no
identificadas, era mayor. o o

En cuanto a la utilizacien de vacunas mixtas
Snodgrass ¥y  colaboradoraes (122), describi=2ron una  vacouna
preparada a partir de k99 v rotavirus. Se demostiré proteccidn
an las orias del grupo des sstudio y presencia de anticusrpos
especificos en calostro y leche.

En lo que se refiere a estudios con inmunizacidn
pasiva, M. Ahren y colabaradores (2), demostraron, al probar
anticuerpos anti LT, antifCI, antiFCII y antilipopolisacarido
2n asas de intestino de copnejo ratadas con cgepas LT+, que
existe efesto sinergista entre ellos.

En 1983 Sharman y colaboradores (115), eropusieron
la administracidn de anticuerpos monoclonales en  lugar de
vartunacidn de las madres, dada la renuencia de los ganaderos
a apreciar las ventalJas de la vacunaciédn. Se encontvd que en
ternaras a las qu2 se administrd anticuerpo maonoclonal
antik?? al ratarlas con la cepa homdloga s2 disminufan 1os
2fectns mis graves, deshidratacion y muerte (294 contra 82%),
aunque la incidencia de diarrea era la misma 2n 21 grupo de
estudio ¥y el control.

VACUNACION CON BACTERIAS COMPILETAS

La utilizacidn de bacterias completas nos remonta a
considerar las que se han empleadso para preveniv el codlera.
La vacouna disponible comercialmentsz utiliza bacsterias muertas
Yy s2 administra en forma parenteral. La proteccidn que otorga
#g ocorta 2 incomplata. Se ha buscado desarrollar cepas no
toxigénicas 4que se2an inmunogénicas y que se administren por
via oral. La mis prometedora es una mstante de la cepa E1 Tor
Ogawa 3083 (Texas Star) que produce exclusivamente la
subunidad B de la toxina del cdlara. Su administracidn  en
voluntarios ha estimulade la produccidn d= anticuerpos
vibriocidas =n =21 5% y antitoxinas =2n 21 25%. Al ratar con
una cepa toxigénica 1 de 7 voluntarios vacunados presento
- diarrea contra 7 de 10 controles. La desventala ha sido que
su administracicn produce diarrea (8/42 voluntarios) y que neo
evita la exorecidn fecal de la cepa reto (74).

Madiante teécnicas de recombinacion de PDNA se han
pProducido otras cepas A-B—- y A-B+ para explorar las preguntas
quz  han surgido ep esta 4rsza y qua gse yeafieren al  mecanismo
de produccidn de diarrea por cepas no productoras de toxina
completa vy, al papel de la subunidad B como protectora (39).

Claments y colaboradorss an 1984 (10) construysyran
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una  vacuna bivalente uwtilizando la sepa muatante 1y2la  de
Salmonella typhi como veceplor del plasmide con 21 gene qua
contiene la informasisn para producir la subunidad B de LT de
ETEZ. La cepa obtenida, SE12, produjo subunidad B idéntica a
la de ETEC. En ensays 2n ratdn demostrd ser ocapaz de indunir
faormacidn de antitoxinas. Al mismo  tiempo mantuvo su

sensibilidad a 11a galactosa Yy su utilidad ecomo wvacuna
antitifoidica.

Yamamato vy colaboradores en 1985 transfiriaron un
plasnide con la informacidn sobre FCI y ST a una mutants de
ty2la resistente a estreptomicina (1346). La cepa obtenida
produJo FCI ¥y 5T. A partir de estos experimentos se ha
postulado la posibilidad de producivr una cepa productora de
factores de adherencia v poroiones de toxinas que pueda  sey
utilizada como vacuna e induzeca la formacidn tanto de

antitoxinas ocomo de anticuerpos oontra los factores  de
colonizacion.

Levine y colaboradores (75) han llevade a caho
investigacionezs =n humanos con la gepa atenuada E 1392-75-24A,
la cual 25 una mutante no enterotoxigénica, FL II + de una
cepa praviamente anterotoxigfnica. Aunque aproxXimadamente =21
207 de los sujsetos a los que se les administréd daesarrocllaron
diarresa leve, =amstimuld la produccicsn de anlicuerpeos anti FC
II tanto locales como sdéricos ¥y una  sodla dosis resulid
protecstora frente al reto por ETEC en voluntarios., En base a
estos resultados preliminares estos autores estan llevando a
rabo  e¥perimentos  para introducir en la  ecepa mencionada,
mediante técnicas de recombinacicn de DNA, la informacidn

gongtica que codifica otros antigénos tales como la subunidad
B.

En vesumen, los estudios llevados a cabo orientados
a la producrcion de wvacunas obtenidas a partir de  las
enterptoxinas de Escherichia coli, han llevado a la obtencion
de una vacupa fabricada a partir de la subunidad B de LT
conjugada a ST sintética, que en los mod2los de vata y de
conejo ha probado ser inmunogénica, protectora tanto para
cepas homdlogas, como heterdlaogas ¥y no touica. Los astudios
en voluntarios han mostrado que esta vacuna es inmunogénica vy
1os anticuerpos producidos neutraliza la actividad bioldgica
de la vacuna. La ide2a de que una vacuna de =2ste tipo sea dtil
an =21 hombre, sg2 basa =2n que diversos grupos han demostrado
la praesencia de antitoxinas en humanos . En poblaciones con
diarrea por ETEC enddmica se ha encontrado que la frecuencia
de antitoxinas aumenta conforme a la edad y alecanza un nivel
zonstante a partir de 1los 2 aFNos de zdad. (112). En grupos
con diarrea del turista, se ha encontrado gque los niveles de
anticu2arpos Basales 2 relacionan 2n forma inversa <on la
presencia de diarrea por ETEC y que la elevacién de los
titulos se asocia al aislamiento de la bacteria (34). Por 1o
tanto, es de suponerse que astos anticuerpos sean protectores
Y que una vacuna que estimule la produccidn de antitoxinas en
humanos taenga efecto protactor.
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Poy otro lado, los experimentos llevados a cabo en
animales utilizando wvacunas producidas A partir de  los
anligenos k88, k97, 937F han demostrado que son inmunogeénicas
y no téxicas. S22 ha demostrade también que los anticuerpos
espacificos, transmitidos a traves del calostro a-las cerias,
son protectores.

En lo que se vefiere a FCI vy FCII 1los astudias
vzalizados ban demostrado su patoganicidad en humanos. Se ha
denostrado que la vacuna producida a partir de un concentrado
de FCQI y FCII =2s inmunoggnica administrada parsntearalmente en
conzjos, Asimismo se ha demostrado que la sola administracién
ral de FZI en conejos es inmunoggnica, no toxina vy otorga
proteccidn  frante al reto de una ecepa posaedora  del mismo
pilus. Estudios prelimipnares en humanos sugieren que la
adninistracidn ds las factores de colopizacicdn por via oral
25  inmunogEnica y protectora (27). Finalmanta los avancaes
teocnoldgicons han permitido incorporar secusncias de genas
especificos en microorganismos vivos, calonizantes no
patoggnicns tales como E. eali o 1a mutante tyR2la de
Salmonella typhi que permitirfian la llegada de los antigenas
clave a la mucosa intestinal donde la respuesta parece ser
mas efectiva.

Objetivo

El ohjetivo del presente trabaljo fue estudiar la
mapacidad inmunogdnica 2n fase aguda de un  concentrado de
factores de colonizacidon (FCIL y FCIL) administrada por  via
oral a wvoluntarios asi camo la posible presentacion de
reaccionegs adversas al mismo y el grado de protecoitdn que
pudiera otorgar frente a la prasantacisn da diarrsa por ETEC
portadora de FCI o FCII.

FUNDAMENTACION

§i hien se acepta que las medidas de sanzamiesnto
ambisntal tales como dotacidn da agua potable ¥y disposieildn
adecuada da excretas son suficizntes para vaducir la
incidencia de infecciones intestinales, requieren d=
planeacidn, infragsstructura y racursos con l1os que no se
cyenta adn en forma completa en los paises en desarrollo.

Por este motivo, s2 han buscado otro tipo de
astrategias para 21 contreol de la diarrea infecocigsa, causa
de aran morbimortalidad en nuestros paises. Una da estas
estrategias consiste an aumaentar la inmunidad del hudsped a
base de vacunacidn con bacte2rias  inactivadas =] can
astructuras bacterianas relaciconadas c¢on Procesos de
patogenicidad (13).

En wvarios estudics (4,114,104,25,17) llevados a

=abo en paises an desarrollo, incluyendo =21 puestro, se ha
encontrada que un porcentale importante de diarrea en nifos
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nenores de 2 aflos  son debidas a Escherichia coli
anterotoxiggnica (ETEC) . En nuestro medio sa las ha
encontrade con frecuencia de 16% (17), 21% (104), y 477 (23).
En un solo estudio (93) llevado a cabho en niFdes de nivel
socioseconomico medio esta frecuencia ha sido menor, del 7%4.

En poblaciones donde la diarrea por ETECR 25
endémica, se ha encontrado que desde temprana edad existen
nivelas de anticuerpos contra FG. En 80 niNos seguidos desda
21 mnacimiento por Ruiz-Palacions y colaboradores, 407 tenian
niveles de anticusrpos para FC al amo de edad y 804 A los dos
arflos (105).,

Comno -1 ha mencionacdio anteriormente eriste
avidencia experimental que apoya la corvalacidn e2ntre  1la
raespuasta inmune local y sistgmica a e2stos factores ¥y la
resistencia adquirida contra diarrga producida por  las
bacterias que los producen en modelios animales y datos
praliminares de qua 1o misnmd Dcuwrra 2n humanos por =25te
motivo el producivr una vacuna que estimulara la produceidn de
apticuerpons protectorses en niNos mencres de 2 afos ¥y qua
previniera la diarrea por ETEC constituiria una de las
estrategias a las que nos raeferfamos anteriormente y  que
podria disminuir la morbilidad por diarrea infzociosa debida
a ETEZ en este grupo de edad.

La administracidn oral del antigeno parece seyr la
mas adecuada ya que s2 ha demostrado que la inmunizatidn oral
astimula 1a produccion de anticuerpos logales can mayor
intensidad gque la inmunizacion parenteral (50). FPor este
maotivo, parece ser mas util esta via, cuando 21 modo natural
de infecoidn es el oral como es 21 ¢aso de la diarrea por
ETEC. La utilizacidn dal factor de colonizacién como antigeno
aoral tendria las siguientes ventajas: s2 produce mediante un
mdlodo relativamante sencillo, intaracciona en forma difusa
aon la membrana intestinal y aparentemente no tiene toxicidad
inharente.

l.as investigaciones en humanos con productas
bazterianos de Escherichia ocoli se ensuzntran  an fase
experimental por lo que consideramos que la administracién
del inmundgencs a voluntarios suseeptibles serfa la mas
adacuada. Ya gque la poblacion adulta sp nusstro maedieo a=n su
mayoria posee anticuerpos estimulados por la exposicidn
enddmica a ETEC, saria naoesario administrdrsalo a
voluntarios provanientes de una poblacidn no saxpuasta an
forma endédmica como son los turistas norteamsricanos. De aqui
que seleccionamos para nuestyo estudio a un grupo da
valuntarions m2Xicanos 2n los que npo 1] dempstraran
anticuerpos antifactor de colonizacidn vy a un grupao de
voluntarions norteamsricanos que no tenfian 2xposicidn endSnica
al germen con 21 fin de2 investigar si la administracidén de
una mezala de factores de colonizacidgn (FCI y FCII) era
inmunogédnica. S busced evaluar asimismo la aparicidan de
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reacciones todxicas atribuibles a 1la administracion del
concentrado y el agrado de proteceidn que pudiera conferir
para la presentacicsn de diarrea por  Escherichia cali
enterotoxigénina portadora de los factores de colonizanidén
admninistrados,

En estudios en los que se ha investigado 1la
pravalencia da FCI y FCI1 sa ha obszrvado que 2ntre laos  dos
abarcan un 25% a 47% de las ETEC aisladas. Especificamante en
ocrpas de ETEC provenientes de turistas norteamericanos
viajando en nuestro pais corresponden 4 un 47%4 {103). For lo
tanto, un inmunégenso preparado a partir de estos antigenos
podria preveniv un 254 a un 474 de la diarrea por ETEC en
viajreros,

El estudic se dividié en las siguientes partes:

1} Practica de pruebas de seguridad general en el
concantrado de FCI y FCII segdn los lineamientos de la FDA
(11), a fin de definir su pureza, toricidad, pivaogenicidad y
esterilidad.

2) Administracidon del concentrado. $Se divididé en
dos fases:

I> Realizacidn de un estudio pilotao, en voluntarios
mexicanaos, buscande la dosis inmunogénica del concentrade y
posibles reRacciones adversas.

1) Realizacidén de un estudio, a mayor escala, an
turistas norteam2ricanos a fin de definir:

i) Inmunogenicidad sgrica de2 la dosis sscogida.
ii) Reacciones adversas al concentrado.

iii) Efecto del concentrado sobre la aparicidn de
la diarrea por ETELC,

MATERIAL Y METODOS
PRUEBAS DE SEGURIDAD GENERAL.-

Za llevaron a cabo las siguiantes pruebas =2n el
concentrado de FCI y FCII.

Prucha de toxicidad: Se inocularon con material
proveniente del envase final del concentrado cuatro ratones
sanos, de peso menor de 22 gramos y dos aobayos  sanos, ds
peso menor de 400 gramos por via intraperitoneal (0.5 ml, 100
microgramos/ml de cada uno de los FC en los ratones y 2.9 ml,
a la misma concentracidn =n los cobayos). Se observaron an
forma cotidiana porr 10 dias y se pesaron inmediatamente antes
de administrar la vacuna ¥ el tiltimo dia de observacidn.
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Pruebas de esterilidad: Se cultivaron en medio de
tioglicolato S ml del material antes de envasar vy 1 ml del
material proveniente del envase final (probandose =21 1074 de
los envasas) vy  s2 incubaron a 37 gradas centigrados;  se
cultive también 1 ml del material proveniente del envase
final (probindose también el 10%L de ellos), en media de soya
tripticasa inecubdndose a 37 grados centigrados. Se observaron
durante 10 dias examinandoles visualmente los dias 3,4,5,7 vy
3.

Fruebas de pirdgenaos: Se inooularan
intravenosamente 32 conejos sanos, maduros, con Fnl/kg del
connentrado (100 miorogramas/ml de cada wuno de  los FC)
utilizande wuna vena del pabellén auricular. Los conejos se
mantuvieron en Jaulas individuales, a temperatura uniforme,
sin estimulos y sip alimento durants la prusba, cdnicamanta
20on agua.  Se las  tomd 1la temperatura por via ractal,
introduciendn =21 termdmetro 7.5 em, signde su temperatura
basal menor a 7.8 grados centigrados. El registroe s2 hizeo en
los 40 mfnutos previos al indsule. La administracicn del
contentrade se raalizd en 10 minutos. Para su administracidn,
21l econcentrado se calentd a 37 grados centigrados. 35S
registrg la tamperatura 1, 2 ¥y 3 hrs. despuds de la
administyacidn,

Se realizd asimismo prueba de amebocito de Limulus
Folyphenus.

Prueba de identidad: Se lleve a cabo
inmunodifusidén, inmunoelectroforesis e isoelectroenfoque, a
partirv del primer pico obtenido de la cromatografia en DEAE
Saphacel (31).

SERDLOGIA

Se midio IgG anti FCI y FCII mediante el método de
ensayo lnmunoenzimdtico (ELLISA), como s2 describe en (78).
En resumen, el ensayo corresponde al método indirecto v
consiste en 1los pasos siguientes:

1} Sensibilizacién de la microplaca de titulacien
con 1mcg/ml del FC de ETEC correspondiente, obtenido como sa
describe en (81).

2) Incubacidn.

3) Lavado

4) Colocacion del suero praoblema, 2 dilucién
sariada a partir del 1/200,

S) Lavado.

&) Calocacidon de antiinmunoglobulina G, marcada
con fosfatasa alcalina.

7}  l.avadno.

8) Adiciéon del sustrato p-nitrafenil-fosfato.

?) Detencidn de la reacidn con NaOH.

10} Lectura a 410 nm,
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Se consideraron positivas todas - las mediciones
iguales o mayorses a una absarbanwla de 0. 20. : T

Se considero que ex;stia setnconversidn si exlstia_
glevanidn de dos o mds titulacionas.

COPROCULTIVOS

lLas muestras de heecezs se sembraron en los medios de
MoeConkey, Tergiteol, $5, Campy Rap y TEBS, practicande
hdsqueda de leuwcagitaos y examen coproparasistoscdpico.
Ademds de ETELC se investigaron campylobacter, salmonella,
shigella, yersinia, aeromona, vibrios, E. histolytica vy
giardia (73, EFPEC identificadas mediante serologia vy
rotavirus mediants esnsayon inmunoapzimdtico (ELISA) (139).

ENZAYDS DE ENTEROTOXINAS

Diez colonias lactosa positivas en el MceConkey se
rese2mbraron  en agar sova tripticasa, =n tubos de tapdn de
jat=1-T=F-W Ze  llews a cabo la identificacidgn de enterotoxinas
mediante el métode de bdsgqueda de efacto citopdtico  mn
odlulas adrenales para LT (10%) ¥y en prueba hecha en ralbdn
laztantr para ST (40), =n las diez ocalonias a la vez.

ENSAYO DE HEMAGLUTINACION SENSIRBLE Y RESISTENTE A MANOSA

Las mapas de ETEC s2 aglutinaron con eritrocitos de
diferenles especies, con ¥y sin manosa corvelacionando el
patrdn de hemaglutinacidgn con algune d2 lns siete tipos
dascritos (33).

PREFARACION DEL. CONCENTRADD DE FCI Y FCII.

S2 prapard un concentrado de factor de colonizacidn
I ¥y Il mediante el mf€todo descrito por Evans (24) modificado
por Mactias (8l). La modificacidn principal consistid en 1la
utilizacidn de la resina DEAE-Sephasel en lugar de DEAE-
Sephadex,” dado que se observd mejor resolucién con  suU
utilizaciuvdn,

El concentrado de FCI se prepard a partir de la
cepa  H-1047, (O78:H11) y =1 concentrado de FCII a partir de
la cepa PB-176, (0&6:H14)., La metodologia empleada en ambos
casas fue similar, procesandoe cada factor de colonizaciodn por
sgparado. Las oolonias seleccionadas se cultivaron en agar
CFA en grupos de 100 en botellas de Roux. Después de 48 hrs
los cultivos se homoganizaron y centrifugaron. El
sobrenadante con FC se filtrdé a través dg una membrana
millipore de 0.65 nm de poro. El filtrado se precsipitd con
sulfato de amonio al 20% de saturacicn por 30 min. a 4 grados
cantigrados; posteriormente se centrifugd a 17,000 rpin por 20
min. a4 4 grados cantigrados. El precipitado se desechd y =21

.
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sobrenadante se pracipitd nuevamante con sulfato de amonio al
40% de saturacidn por 20 min a 4 grados centigrados, se
centrifugd nuevamente a 17,000 vypm durante 220 min a 4 grados
centigrados; el sobrenadante se desechsd y ¢l precipitadao sa
resuspendid en amortiguador de fosfatos a 0.09 molar a eH
7.2, dializandose en forma exhaustiva. Se purificsd el FC
mediante ecromatografia de intercambio iénico en DEAE Sephawal
(Fharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suecia). La concentracidn
de fantor de colonizacidn recupsrada fua de 1.5 mg/ml. Sea
esterilizd por membrana millipore 0.02 en campana de flujo
laminar. Cada dosis del concentrado s2 colocd en frascos
goleros. Fara la fase I ge prepararon frasoos golsros qua
contenian 5 ml de la mezcla a8 uwuna concentracién de SO
microgramss/ml de cada uno de los pili purificadosy; para la
fase II s= prepararon frascos goteros quez contenian S ml  a
una concentracidn de 100 microgramos/inl de cada uno de  los
Ppili purificados. El placebo se prepard con 5 ml de solucidn
salina tambign 2n fraseco gotero. Laos envases se mantuvieran
en refrigeracisan a 4 grados centigradaos.

Evaluacicdn de la estabilidad del concentrado de FCT y FCII.

Una wvez envasado el concentrado de FCI y FCII se
midid mediante el métode de ELISA ya descrito, la
concentranidn de cada factor de colonizacidn en .01 ml tomado
de cada envase una semana antes y una semana después de sy
administracisn,

VOLUNTARIOS

Participaron en la fase I cincuenta voluntarios de
origen mexicann sanos, de ambns sexos, mayoyres de 18 aNos a
quienes se les determinaron nivelss de anticuasrpos ¢ontra FCI
y FCII en suaro. 0De estos 50 sujetos se seleccionaron S
sujetes sin anticuerpos anti FCI eara administrarles el
concentrado.

En 1la fase Il participaron 50 sujetlos sanos, de
ambos sexos, estudiantas norteamsricanos, con no mds d=2 una
samana de estancia en Méxieco, mayores de 132 afog, 5in
sintomas intestinales agudos, créonicos o recurrentes. Se
excluyeron muieres embarazadas y sujetos alérgicos a sulfas.
Antzs de ingreasar al =2studio sa2 les practicd historia elinica
completa asf oomo 1lops siguiszntas axamenes: citologia
hamdtica, glucosa, urea, creatinina, deido drico, y general
de arina.

Los voluntarins de la fase II se dividieron en dos
arupos, un grupn de estudio vy uan griypo testigo, asignandose
cada sujs=to a alguno de 2110s mediantz ndmeros alsatoricos 2n
forma doble ciaga. (Se explicd 21 astudio e2n detalle y sz
obtuyo del consentimiento esorito testificado de todos los
sujetos participantes).
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Administracidn del concentrado de FCI Y‘FCII

En la fase I se administré €l cdoncentrade a los
sujetos los dfas 0,2,3, y 5 del estudio a.dosis de 125, 25~
25325 mirrogrames de cada factor de colonizacidn.

En 1a fase II se administrd =1 concentrado o 1
planabo loas dfas 0,3,5, ¥y 28 del estudio, a dosis da
250,950,950 y50 microgramos de cada factor de colenizacidn
respectivamente. Todos  los voluntarios tomaraon 200 ml  d2
agua con | gramo de Na HCO3 y tres minutas después ingirieron
21 coneentrado. Los sujztos s2 encoptraron gn ayuno de & hirs
y na tomaron alimentos durante las 3 hrs. siguientes.

SEGUIMIENTD CLINICO

l.a fase I se2 llevéd a cabo en la Cd. de | México
permanecianda los sujfetos ambulatorios. Se les siguid por 15
dfas a partir de la administracidn del coneesntrado.

lLa fase II se llavd a cabo sn la Cd. de Guadalajara
paermaneciando 1os sujetios ambulatorics. 32 les administrd =n
forma profildetica Cotrimoxasol desde dos dfas antes de
ingerir a2l concentrado a dosis de trimetoprim 20 mg vy
sulfametoxasol 400 mg dos veces por dia durante 10 dias. EI
motive fug proteger a los sujetos durante 21 periode inicial
de inmunizacidn antes de gque existiera tfitulos significativos
y avitar qus fueran inmunizados 2n formna natural durante esta
pariodo. Se siauieran a los sujetos por 3303 dias a partir de
la ingestién del concentrado.

En todos los voluntarios se practicaron revisiones
clinicas en forma cotidiana, exceptuaando laos fings de semana
durante los cuales los suyjetos podian asistir a un
consultoriao en caso de requerirlo. Se llevd ragistro de 1a
sintomatolagfa referida. En waso de diarrea, la cual se
definid como mas de 4 evacuacionegs en 24 hrs. o mds de 3 en 8
hrs. de caracteristicas anormales, acompafNadas de sintomas
gastrointestinales se practicd coprocultivo. Se tomaron
muaslras para medicidn de anticuerpos séricas los dfas 0,14 a
las sujelos de la fase T y 0,14 v 35 a los de la fase II.
Asimismo se tomd muestra para exdmenes generalas  (enumerados
anteriormente) laos dfas @ y 35, A juicio del invastigador se
dic tratamiento en caso de diarrea el cual fue wvariable:
Pepto-bhismol, loperamida, cotrimoxasol, furoxona, trimetoprim
0 ampicilina. .

ANALISIS ESTADRISTICO

Los resultados se analizaron pov la prueba de i
ctuadrada.
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RESULTADOS

L.os rvesultados obtenidas en las pruebas de
szauridad general fueron los siguientes:

Pruabas de todicidad: Todos los vatones aumentaron
de peso (Tabla 1). £l promedio del incremento fue de 5.2 g 2n
compavacidn con 4 g del vatén control: los dos cobavos
aumentaron de peso, el promedio del incremento fue de S2 g
comhparados con 40.0 g del control. (Tabla 2)

Frueba de esterilidad: No hubo desarrolle en 1los

medios de tioglicolato y soyvya tripticasa durant2 los dias de
prusha.

Pruaeba de pirogenos: Lta prueba en conejos fue
positiva. Se observd aumznio de la temperatura en los 3
conejos mayor a 0.4 grados centigrados siendo la suma del
incremanto mayor a 1.4 grados centigrados.

La prueba de amebocito de Limulus polyphemus
también rasultd positiva, No  hubo cuwantificacidn da
endntoxinas por ests mdtodo.

Prueba de identidad: Al vrealizayr las pruebas
confirmatorias de pureza del FC se obtuvor: En inmunodifusion
dz Duahtarilony s2 demostrd una banda al probar el pyimer pico
de 1la cromatografia contra el anticuerpo especifico. Al
Ilevar a cabo inmunoslectroforesis también contra el pica 1
s2 observaron 2 bandas. En la pruebha de enfoque isoelgctlrico
tambidn se obtuvieron 2 bandas.

Evaluacidn de la estabilidad del concentrado de FCI v FCII,

Se enceontréd gque Ja concentracion de FCI vy FCIL
anles de administrar el preparado vy en el material residual
despufs de haberlo adminisirado fue la ésperada (D0
microgramos/ml =2n los envases utilizados en la Fase 1 y 1400
microgramos/ml en los utilizados en 1la Fase 11).

FASE 1
Resultados de Serologia

Los titulos de anticuerpos basales ¥y a los 14 dias
s muestran en la tabla 3. 475 sujetos elevaron mniveles
séricos =an forma significativa (das o mds titulacionss) para
FCl y 3/5 para FCQII.

Tolerancia al concentrado de FCl y FCII

Ningdn sujeto presents sintomatolomgfa atribuible a
la administracidn del cancentrado, no hubievon complicacionas
D raaccionegs adversas.
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FASE I1

Se asignaron 26 sujetos al grupo de estudia y 24
sujetos al grupo testigo. En 21 grupe de estudio €1 rango da
edad fue de 19 a &0 akos, con una media de 33 aNos, en el
tastign de 20 a 68 afinos, con una media de 24 afos, =2n  al
grupo de estudio hubieron 19 mujeres v 7 hombres, en 1 arupo
testigo 17 mujeres y 7 hombres. (Tabla 4)

Durante el perifodo de seguimiento 14724 sujetos
(93.48%) en 21 grupo de estudio y 12/24 sujetos (50.0%4) an el
grupo  testigo presgntaron diarrea {(p mayor de G.9, no
gsignificatival, (Tabla $) constituyendo wun total de 15
episodios diarreicos 2n 21 grupd de sstudio y 14 episodios en
el grupo testigo (p mavor de 0.9, no significativa)

En 21! grupo de 2studio 13 sujetos presentaron  un
episodio diarveico, y un suyjeto 2 episodios; en €1 grupo
testigo 10 sujestos prasantaron un episodio ¥y 2 sujetos dos
episndios, (p mayor de 0.5, no significativa) (Tabla &).

Tres muestras no se cultivaron, 2 del grupo de

estudio y ™ del grupo testigo. En 21 grupo de estudio se
prasentaron 7/13 episodios por ETEL, {53,24%4), 5/13 cultivos
negativos (38.458%) y 1713 oon etioclogia minta

(ETEC+Shig=211a). (7.6%%). En 21 grupo testigo hubisvron 4/13
cultivos por ETEC pura, (30.78%), 3/13 por Shigella (23.07%),
1/13 por Salmonella (7.6%%4) y 1/13 nagativo (7.69%4). Cuatro
cultivas fueron mixtos, (30.76%), (dos por Shigella + ETELC,
umna por Salmonella + ETEC, y uno por Plesiomaona + ETEC). No
se encontrod diferencia significativa entre ETED v las demas
etiologias en amhos grupos. En 21 grupeo de estudioco se
alslaron 8 cepas de ETEC y una de Shigella, siende 5 cultivos
niagativosy; an el grupo testigo se aislaron 8 onepas de ETREC, S
de Shigella, 2 de Salmonella, 1 de Plesiomona y s2 tuvae un
cul tivo negativo. (Tabla 7).

En cada grupo se aislaron 8 cepas de ETEC. La
distribucidn de enterotoxinas fu2 la misma an ambos grupds: &
termoestables, 1 termoldbil y 1 termolabil/termaestable.
(Tabla 3).

Se realizé hemaglutinacidn en las 1é cepas aisladas
de ETE®Z, ocho aisladas del grupo de =2studio y ocho del grupo
testigo. En seis del grupo de 2studio y #n cuatro del grupo
testigo no se demastrd hemaglutinacién resistente a  manosa.
Lag dos cepas positivas del grupo de estudio correspondieron
a los patronss VA una de e2llas vy la otra tuvo dos patrones de
hemaglutinanion VG vy VA. Las cuatro cepas restantes del grupo
testigon correspondieron a los patrones IIIA {(dos cepas), VA
(urna cepa), y VC (una cepal). Ninguno de sstos patrones se ha
asmciadao a FCI y FSTI (33).
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Durante el tiempo en que s& administra el
ootrimokazol se2 presantaron dos 2pigodins diarreicos, ambos
con cultivo negative, uno en cada grupo. Ninguno de estos
apisodicos se considerd =2n el andlisis. E1 promedio de dfa de
inicio de la diarrea en 21 grupo de estudin fue de 20.73 +/-
&6.4; al del grupo testigo fue de 21.64 +/— F.74. (p mayor de
0.5, no sigpificatival.

De las 24 suijetos del grupo de estudio 5 (19.2%4)
2lavaron sus titulos en forma significativa (dos o mds vecas)
para FCI y/o FCII: en =21 grupo testigo 1 de upn total de 24
sujetos (4%) elevd sus titulos en forma significativa. La
distribucidn de respuesta para FCI y FCII fue la siguiente:
En el grupo de estudio: Un sujeto elevé anticuerpos tanto
para FCI agoomd para FCII, dos sujetos tuviszron anticuerpos
para FCI y dos para FCII. El sujeto testigo presento
glevacidn para anticuerpos para FCI. No hay diferencia
significativa en cuanta a seroconversion entre los dos
arupos. ' .

Un sujete a2n el grupo testigo presentéd eritema
papular disaminadeo a tdrax, cara y extremidades =21 dfa 10 dwel
estudio, un sujeto 2n 21 grupo de estudio pressntéd prurito en
toda la superficie ocorporal, con duracidn de 24 hrs, =] dfa
12 del estudin. No s2 reportaron otros sintomas atribuibles
a la administracidn del concentrado o del placshbo. Uno de los
sujelos an el grupo testige se  encontrd con anemia
ferropdgnica en las deaterminaciones basales, la »mual se
carrigio c¢on hierro oral. No hubo otra alteracidn en los
examena2s practicados.

DISCUSION

En este trabajo se describe la preparacién de una
mzzela de factores de eolonizacicdn (FOI y FCII) de ETEC y su
administracidn por via oral a dos grupos difarentes. La
administrancidn del concentrado a voluntarios provenientes de
una pohlacidén an la que la infeccidén por ETEC es endémica
estimyls la formacidn de anticusrpos detectables en  suero,
IgG antiFCI e IgG anti FCII. En cambio, la administracion del
concentrade al grupo no axpussto a la infaecidén por ETEC an
forma enddmica no estimuls la  formacidn de anticuerpos
sdricos. En ambos grupns se demostrd la ausencia de toxicidad
del preparado. En 21 grupo no enddmicamente axpusrsto no se
pudo  correlacionar la administracidn del vconosentrado con
protecaidn sspeoifica ya que las cepas productoras de diarrea
en aeste grupo no fueron portadoras de FCI o FCII.

La administrasidn del inmundgena por via aral G2
basa en la evidencia de que el tejido linfoide asociado al
intestino se estimula mas eficazmente por la administracidn
local del antigeno que por via parenteral. Oasde  los
exparimentos de Craig (12) que en 1971 postuld la hipdtesis
de Qque por wvia oral podfan inmunizarse mucosas, axiste
avidencia de que 2l compromiss de los inmunoblastas cuandoe la
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administracidn d2l  antigeno 2s por via oral oourvre 2n la
MicDsSAa. Aparantemante las  inmunablastos  se 2nceusnbran
astablegidos en 21 intestino. Eil epitelic intestinal de las
nriptas s2 ha aspacializado (94) para efectuar 21 muestraon y
salacoién de los-antigenos especificos (93) los cuales son
presentados al inmunoblasto por los - macrofagos.
FPastariormante 1ms linfogsitos ya comprometidos  racirculan
(49,42) por el conducto tordacico a ganglios  mesantéricos,
haza, placas de Peyer y demas tejido linfeide localizado  a
gléndulas exocrinas (tracto respiratorio, salival, gléndulas’
mamayrias). ‘ T ‘

Diferentes autores han demostrado la eficacia de 1la
estimalacidgn oral para la producecidn de -anticuerpos locales y
21 hacho de que dstos ¢2 correlacionan m2jor que los sdricos
coan protecoidn espac{fica oontra infecciones locales
(132,133,112, 83).

S2 ha estudiado la respuosta inmune sérica y local
2n  pPoblacionas andéEmicamante expusstas a la infeceidn por
ETEC (125)., Se ha encontrado que existe respuasta tanto =2n
mucosas medida en  secrecidn intestinal, saliva vy leche
materna, como en suerao,

La respuesta gque encontrameos en los mexicanos
probablements sea del mismo tipo y comparabl: a la obtenida
por  Evans (27) 2n voluntarios con historia de infeccidn por
ETEC. £n niestro 2gtudio  encontramos producsidn cla
anticuerpos sdricos, los cuales s2 ha visto g2 correlaciopan
con la praduccidn de anticuyerpos locales. Si bien atribuimas
la respuesta seroldgina datectada en 21 grupo de voluntarios
mexicanos a la administracion del concentrvado de facteres da
colonizacidn, no podemos descartar que haya sido debida @
infecciétn asintomatica por ETED ya que este grupo no recibio
cotrimokasol que lo protegiera de infeccidn natural durante
al periodo transcurrido entra  la administrasian el
concantrado Y 1a eleavacidgn da 1os titulos.

Estos rasultados sugieren que 1la praszntacion
melecular y  bioquimica dal antigeno s la  adeguada  para
producir raspussta inmune ., Las prushas de identidad
carroboraron la presenvcia de FCI y FCII a través de
inmunodifusidn, inmunoelectroforesis e isoslectroenfoque. E1
hecho de aque se hayan observadao dos bandas tanto madiante
inmunoelectroforesis como por anfogque isosldctrieo en  las
pru=bas de identificacidn de ambos antiganns puade tanar
varias explicacionsgs. En =21l caso de FCI pudiera debarse a
fraccionamiento de la proteina. N podemos descartar el que
el producto final no haya sido totalmente puro y  que
axistiera alguna otra proteina que se identificara madiante
el anticuerpo wutilizado dado qus g2 utilizaron anticusrpos
policlonales. En e1 caso de FC11, ademdas de las hipbtesis yva
mancionadas, la idzntificacidn de dos bandas pudo haber
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correspondido 2 1as antigenns descritos por Cravioto vy cals
{149. Este investigadar observo - que2 en pruebas . de
inmunodifusidn para detectar FCIT, practicadas a cepas FCIT+,
con serotipo 0&.H14 se identifican. . dos . lineas de
pracipitacicin correspondientes a dos componentes antigdnicos:
componantes 3 y compeonente 2 ¢ 3. Smyth . (121). v Svennerholm y
Ahren (127) han descrito hallazgos similaras.” Smith - utiliza
la designaci¢gn CS1l, CS2, y CS3 para designar - los - mismos
componentes descritos por Cravicto y cols. Por lo.tanto la
identificacidn de dos bandas en las pruebas practicadas al
concentryado de FCII pudeo haber correspondido a estos
ant igenos. Lo anterior hace svidenta que ¢s necesario  tanto
m2jorar la téonica de purificacioén come llevar a caho una
me j o idantificacién de 1los productos finales para  su
utilizacidgn comd inmundgenay.

Se ha encontrado 2n los diferentes sistemas en que
s ha =2studiado inmunizasidn de mucosas que 21 tipo de
respussta gue se encusptre depsnde =n gran parte del astado
inmunolégico previo del hussped; este fantor seguramenta
influyd an la falta de respuesta sérica que obtuvimos en el
grupo de voluntarios norteamericanos.

En varios estudios <2 ha demostrado qus la
administracidn repetida de antigeno por via oral bloquea la
produccion  de anticuerpos séricos. Experimentalmente sa  ha
visto que cdlulas T provenientes de placas de Paeyer agregadas
a cultivos celulares también de placas de Peyer suprimen 1la
sintesis de IgG e IgM mientras que estimulan la formacién de
IgA (22). Otros autores han encontrada que la administracién
oral de ovalbdmina induwse la produceican de IgA y suprime  la

de 19 C100). La administracidan oral da ant fganos
provanientes de pnoumococo induce la formacidn de anticueyrpos
lozales, principalmente  1gA4, an ausancia da2 anticuerpos

séricos. (84). Por 1lo tanto, puede existir disoclacidn
completa entre el sistema inmune de muocnsas y <! sistdmicon;
2s decir, pueds existir tolerancia sistegmica que corxista con
raspuesta secretora activa. La induccidn de tolerancia se2 ha
Aatribuido Al desarrolloc de ecodlulas T supresoras o a  la
prasanoia de  factores inhibidores e2n 21 suaro gque se
originarian en el tejido linfoide asociado al intestina como
respuesta a la administracidn del antigeno. (129). Este
fensmene seria la imagen en espejo de la supresion que existe
de 1a respuesta local frente a la administracion parenteral

del antigena (97). La ausencia de respussta sdrica que
obtuvimes en 21 grupo de norteam2ricancos podria corresponder
a un fendmenos de tolerancia oral, inducido por la

administracidn del inmundgena.

Es necesario por 1o tanto, hacer mis estudios que
definan la ecindtica de la respuesta inmune en poblacidn no

gxpuasta a la adnministrazidn local de factores de
colonizacidn  as{ como epncontrar métodos practicos que midan
saoracidn intestinal. 1) astae respacto 1oy estudios



practicados no han defipnido - pardmetros - élaramente
re2lacionados con  seorecidn intestinal medidos en. otras
searaciones (125), B '

Posterior a la realizaciaon de nuestro estudio,
Evans (27) administrd 8ma de FZI y FCII sin obtsner
respuesta sérica ni local en valuntarios no expuastos
previamentes la dosis administrada fue varias veges mayor que
la administrada por nosotros. La falta de respussta  podria
debers2 a qug 2n estos sujetons la presentacian del antigeno
as inaficaz para producir sstimulacidn de linfoblastos en la
placa de Peyer. Un fastor del hudsped qu2 puido  haber
contribuide a disminuir la cantidad de antigeno disponible
rpara la estimulacion del tejido linfoide intestinal residid
2n la aecidez gdstrica y la actividad proteclitica del
contenido estomnacal. Existe evideneia "in vitro" de que tanto
la antigenicidad coma la estructura proteica de FCII se
alteran con l1a combinacisgn de dnido (PH 1.3) y pepsina (114},
1o cual explinaria al que el aumento de la dosis del antigeno
no haya sido =ficaz para mejorar su imunogenicidad. En vista
de <que aumentar la dosis parece no sa2r dtil, puede sevrlo la
vwombinasidn del antigepno con  adyuvantes. Existen  varias
systancias gque se han empleado como adyuvantes orales como
son 1os liposomas, al dipgptido de muramilo (MDP), 1la
avridina v la combinacidn de 21llos.

lLos liposamas s0on astructuras microscopicas
formadas por una o mds bicapas concgntricas de  lipidos que
rodean un campartimento acunso, Existen varias hipdtesis que
intentan explicar su utilidad como adyuvantes oralesgs. Sa
supone que pusdan actuar modificando la superficie molecular
del antigeno o disminuyendo la necesidad de estimular a los
macrdfagos (37). Existe evidencia de que puedan resistiv
extremos de pH y la presencia de sales biliares y lipasa
pancredtica y absorberse a travds de la pared intastinal
(102)., Tienen inmunogenicidad intrinsaca baja, aparentemente
debido a la pobre inmunogznicidad de fosfatidil—-colina que es
uno de sus principales constituyentes., Se ha demostrado su
utilidad coms adyuvantes orales en diferentes sxperimentos
(16,37}, Finalmente aexiste evidancia de que 50N
indepiandientes dal sistema de codlulas T 1o oual tiana
ventajas =2=n 21 sistema de I9A que depend2 en gran madida de
agquél (131,137,132).

La estructura minima activa como adyuvante de los
péptlidoglicanns bagterianos es el MDF. Su mecanismo de accion
parece ser a través de un efecto directo en las oélulas B
imitando la funcién de las células T arudadaras {37). Se ha
administrado por via oral combinado con albumina bovina vy
liposomas demostrandosz potenciacion de la produccidn de IgaA
salival camparada con cantroles (37).



En experimentos relacionados copnp la toxwina del.
wdlara, Piesrce (9%) damostrd potenciacidn al administrar por
via oral toxina del colera asociada a liposamas a los gque  se
les habia incarporado lipido A. El mismo autor (22) encontrd
yue la administraciton simultdénea deo avridina C(amina lipoidea .
sintétical administrada oralmente en forma de suspension
liposomal Junto con toxina del edlera disminufa las dosis
requar idas para aobtener upa respussta lacal de2terminada.

Existe por lo tanto evidencia que apova Ia
utilizacidn de adyuvantes orales para potenciar =21 efgcto  de
antigenos que se administren por la via oral.

El inmundgeno utilizado en nuestro estudio no
presentd toxicidad lo cual aunado a sy preparaciédn mas
sencilla que los inmundgenos parenterales permitiria su
wtilizacidn en estudins pasteriores.

lLa pPresentacién de eritema papular en uno de los
sujatos del grupo testigo fue atribuido al c¢cotrimoxasol vya
quz cedid al suspendeyr 2l medicamznto. En cuanto al prurito
prasentado por ¢l voluntario del grupe de estudio, no
contamos  con Wna explicacidn para =21 mismo, Yy dado qu= fues
fugaz y sin manifestaciones de eritema o pdpulas 1o
consideramos inespecifioo.

En nuestro estudio no fue evaluahle la proteccidn
otorgada por 21 concentrada de FCI y FCIT a los sujetos qua
los recibieron ya fue en las cepas de ETELD aisladas de los
apisodins diarreicos que prasentaron tanto los sujetos ds=1
grupo da estudin como del testigo no demostramos la presencia
de FCI ni de FZII. En =2studios previos se habia identificado
hasta wn 47% de caepas de ETEC, provenientes da turistas
nortesamericangs a2n  México como portadoras de FCI o FCII
(103). En nuestro estudio, =1 &62.9% (10/14) da las cepas de
ETEC no tuvieron un patrdn identificable por hamaglutipacicn
rasistente a manosa y 2l restante corraspondid a 1os patrones
II1 vy V. Ninguna carrespondid a los patronses I y Il qua se
han asociado con FOI vy FCIT C33). Este hecohoe oconfirma
diversos eastutdios en los que se han encontrado cepas de ETED
en las que no sa identifican FCI o FCII a pasar de contar las
cepas ocon estructuras filamentosas (135,77,43,84). For lo
tanto y apoyando los argumentos de Ruiz—Falacios an (103), =25
prohable que FCI y FCII no se2an los  Gniceos factores de
cxlopizacidn quz2 median la adharencia en cepas de ETEC
provenientes de humanos y que la prusba de hemaglutinacién
reasistente a manonsa no detecte sstos otros factorss.

En cuante a la metodologis utilizada para 1la
identificacidn de toxinas debemos seralar que se hizo en =1
conjunts de diez calonias lactosa positivas aisladas por
episodio diarr=2ico, 1o cual impide congeer la proporcidn da
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colonias productoras de cada toxina por muestra. En la
actualidad s2 ouenta con otras mitodos, identificacidn
mediante anticusrpos a2spactfiocos, (20), quaz permitan la
identificacidn individual de cada eolonia por mussira.

En lo que se refiere al metaode de hemaglutipacidn
utilizado para detecridgn de factores de colonizacidn tiene
deficiencias comparado cop  otras tdonicas disponiblasg
actualmente como =25 1a de 2nsayo inmunoenzimitico en rédplicas
de . nitrocaelulosa (72), l.a tgenica de hemaglutinacion
comparada con esta ditima =2s poco sensible (S84 vs 9¥4)  para
la deteccidén de FCII. En cuantoe a la sensibilidad para
deteceidn de FCI, comparada con la prueba mencionada es  de
IL vs 974, Yy en cuanto a espevcificidad es d=e 9274 vs 994 an
21 gaso de FCI y 254 vs 1O0% en el caso de FOII (79). Por lo
tanto, pudimos haber tenido un problema de falsas negativas
en el caso de FRIIL La tdonica de hemaglutinacidn depende
adamnds de que 21 antigeno se axpress an la suparfinis de 1a
bacteria, caracteristica gque puede perderss espontanzamante,
situacién que en caso de haber ocurvido también nos hubiera
impedido la identificacién de los gérmenes portadores de FCI
o FCII. Sin embargeo, fue utilizada por nosotros por ser la
dnicsa disponible en 21 momanto d2 la realizacisn del estudio.,

l.a produccidn de un inmundgeno fabricado a partirv
de factores de colanizasidn, debard fundamentars:e 2n una
mayor caracfterizacgidn de los diferentes tipos de pili
existentes. Es probable que tenga que abarcar otros pili
ademds de=2 FCI y FCOII. Un producto palivalente podrd actuar
adn «cuande la distribucicdn caracteristica de Ios pili an
determinada ragidn se modificara lo aual es de asparar dado
que e#stos antigenos estdan mediados por plasmidos. Finalmante,
la combinacidn con otros antigenos (toxinas y sus fracciones)
Yy la utilizacidn de bacterias completas a las que se
introduzca la informaci®n genétics adecuada son atras
posibilidades gque habran de tomarse en cuenta para la
produccian de un innmunédgenc que prevenga la diarrvea por ETEC.

24



TABLA 1

Prueba de toxicidad en ratén

Ratén No. Peso inicial Peso final
1- 19.0‘9 23.5 g
2- 20.0 g 26.5 g
3- 18.5 g 25.0 g
4- 19.5 g 25.5 g
5- {( control ) 19.5 ¢ . 23.5 g

InSculo de 0.5 ml. con una concentracidn de 100
microgramos/ml. de FCI + FCII..
Resultado: Aceptable

27 -



TABLA 2

Prueba de toxicidad en cobayo

Cobayo No. Peso inicial Peso final
1- 326.0 g 385.5 g
2- 326.5 ¢ 371.0 g
3-( control ) - 340.0 g ‘380.0 g

In6culo de 2.5 ml. con una coﬁcentraciﬁn de 100
microgramos/ml. de FCI + FCII.
Resultado: Aceptable
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Inmunoglobulina G sérica

TABLA 3

anti FC/I

y FC/1I

de

E.coli

Enterotoxigénica en 5 sujetos mexicanos vacunados Técnica de

{ELISA)

Fase

FC/1

Sujeto No. la.
1- NEG.
2- NEG.
3~ NEG,
4 NEG.
5- NEG.

2a.
800
800
200
NEG.
400

FC/11

la.
800
NEG,
NEG,
200

200

2a.
800
400
800
NEG,
800
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TABLA 4
Distribucidn por edad y sexo {grupo de estudio y testigo

Fase I1I
Estudiantes Norteamericanos

Estudio Testigo
Nimero 26 24
Edad
Rango 19-60 - 20-68
Media 33 33
Sexo ]
Mujeres 19 17
Hombres 7 7
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TABLA 5

Incidencia de diarrea en estudiantes Norteamericanos.

Fase 11

Estudio : Testigo
Sujetos
Con diarrea 14 12
Sujetos
Sin dianrea 12 12
TOTAL 26 24
P: NS
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TABLA 6

Nimero de episodios diarreicos. (grupo de estudio y testigo)

Fase I1
Estudiantes Norteamericanos
Episodios Diarreicos Estudio Testigo P

{No.)

1 13 (50.0%) 10 (41.66%) NS

2 1 ( 3.8%) 2 ( 8.33%) NS
. 0 12 (46.15%) 12 (50.0 %) NS

Total 26 24
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TABLA 7

fFrecuencia de enteropatdgenos aislados en los episodios

de diarrea

Fase 1I1
Estudiantes Norteamericanos
Grupo de Estudio Grupo Testigo

Gérmen .

' (13) (13)
ETEC _ 8 8
Shigella 12 5b
Salmonelia 0 2¢
Plesiomona : 0 12
Negativos 5 1

{ ) Nimero de episodios diarreicos
a Asociados a ETEC
b 2 de 5 asociados a ETEC
c 1de 2 asociados a ETEC
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TABLA 8

Tipos de Enterotoxinas. (Grupo de estudio testigo)

Fase 1I
Estudiantes Norteamericanos
Enterotoxina Grupo de Estudio Grupo Testigo
(8) (8)
5T 6 (75.0%) 6 (75.0%)
LT 1 (12.5%) 1 (12.5%)
ST/LT 1 {(12.5%) 1 {12.5%)

( ) No. de cepas afisladas
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Anexo 1

Forma de Consentimiento

Fase 1

IMUNOGENICIDAD DE LOS FACTORES DE COLONIZACION
I y II DE ESCHERICHIA COLI ENTEROTOXIGENICA EN VOLUNTARIOS,

Forma de consentimiento escrito:

1)

2)

3)

4)

Estoy dispuesto a participar en el estudio de inmunizacidén con
factor de Escherichia coli enterotoxigénica 1levado a cabo por
el Departamento de Infectologia (Jefe Dr. Guillermo Ruiz-Palacios).

La patogenicidad de Escherichia coli enterotoxigénica depende en
parte de la adherencia de la bacteria a la pared intestinal la
cual estd dada por el factor de colonizacidén y en parte por la
actividad de sus enterotoxinas. El1 préposito de administrar un
concentrado de factor de colonizacién es el de estimular la produc-
cibén de anticuerpos especificos que impidan la adherencia de la
bacteria y por lo tanto eviten su patogenicidad. Los objetivos
inmediatos del trabajo son en primer lugar determinar la tolerancia
al concentrado de factor de colonizacién y en segundo lugar deter-
minar la dosis necesaria para que efectivamente sea inmunogénico.

El estudio consistird en 1la administracién oral de un concentrado
de factor de colonizacidén puro (I ¥y II) en cantidad total de 200
microgramos por cada uno divididos en 4 tomas los que se adminis-
trardn los dias 10,12,13 y 15 de junio. Es de mi conecimiento que
se ha administrado la bacteria completa a humanos produciendo
diarrea en personas susceptibles., Es de esperarse que la adminis-
tracién de los factores de colonizacién no la produzca ya que la
diarrea es causada por las toxinas producidas por la bacteria.

El estudio incluye la toma de sangre (5 c.c.) los dias 10 y 24
de junio; ademAs de recoleccién de heces en caso de diarrea en
cualquier momento del estudio. La vigilancia clinica estard a cargo
de la Dra. Ma. de Lourdes Garcia y del Dr. Guillermo Ruiz-Palacios;
la preparacién y administracién del antigeno a cargo de la Quimica
Srita. Rosa Ma. Maciss.

Al dar mi consentimiento comprendo que mi participacién en este
estudio es voluntaria y que puedo darme de baja en cualquier momento
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3)

6)

Me serd notificado cualquier hallazgo importante que se descubra

durante el estudio y que pueda estar relacionado con mi anuencia
para continuar en &1.

Se me ha informado que el nimero total de participantes en el estudio
es de 5 personas,

Nombre y firma del voluntario.
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INMUNIZACION CON PILI DE ETEC

NOMBRE
FECHA DE NACIMIENTO

SEXO

RAZA

OCUPACION

CONSENTIMIENTO

DATOS FAMILIARES .«
DIABETES
HIPERTENSION
HEMATOLOGICOS
NEOPLASICOS
OTROS

DATOS PERSONALES
ALFRGTA
DROGA

. ALCOHOLISMO

TABAQUISMO

INMUNIZACIONES PREVIAS

ENFERMEDADES PREVIAS

ANEXO 2

FORMA DE REGISTRO
FASE 1 v FASE 2

51

ST
SI
51
SI
5T

51
51
81
SI

ST
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NO

NO
NO
NO
KO
NO

RO
NO
NO
NO

NO

FECHA

ESPECIFIQUE

TIPO FECHA



FECHA

ULTIMO EP1SODIO DE DIARREA
FECHA DE ULTIMA MENSTRUACION

ANTICONCEPTIVOS SI NO ESPECIFIQUE
HISTORIA CLINICA NORMAL  ANORMAL
0J0S, OIDOS, NARIZ GARGANTA

GASTROINTESTINAL

RESPIRATORIO

CARDIACO

VASCULAR PERIFERICO

GENITO URINARIO

REUROLOGICO

ENDOCRINO

MISCULO ESQUFLETICO

LINFATICO

DERMATOLOGICO

EXPLORACION FISICA
PESO )
ESTATURA

PULSO
RESPIRACIONES
TENSTION ARTERIAL
TEMPERATURA

NORMAL ANORMAL

0JOS, OIDOS, NARTZ, GARGANTA
GASTROINTESTINAL
RESPIRATORIO

CARDTACO

VASCULAR PERIFERICO

GENITO URINARIO

NEUROLOGICO

ENDOCRINO

MUSCULO ESQUELETICO

LINFATICO
DERMATOLOGICO

i}

GERMEN



ANEXO 3
Forma de seguimiento de diarrea
Fase 1 y Fase 2

LLENESE EN CAS0 DE DIARREA

FECHA VoL S 55 SL L MOCO SANGRE CoLICO PUJO | TENESMO FIEBRE
la.
2a.
3a.
4a.
S5a,
6a.
7a.
8a.
Sa.
Clave: Vol.: Volumen
s : 561ida
SS : Semis6lida
SL : Semilfquida
L : Lfquida
+ = 51
- = NO
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ANEXO &
FORMA DE CONSENTIMIENTO
FASE 2

INMUNOGENICITY OF ORAL VACCINE AGAINST ENTEROTOXIGENIC E. coli

I'm- being asked to participate in a research study of an oral
vaccine, This vacecine is made from surface structures (pili) of E. coli
germ, These pili allow certain E. coli germs to remain in the gut and
cause diarrhea, I will take oral doses of purified pili to see whether
my body will make a protective immunologic {antibody) response. If 1
do make antibodies, it is possible I might benefit by being protected
apainst diarrhea caused by E. coli, which accounts for 40 to 50% of
diarrhea in newly arrived US adults in Guadalajara.

I understand I will be assigned randemly (like the flip of coin)
to 1 of 2 treatment groups. One pgroup takes 4 doses the other group
receives a placebo ({inactive and not effective) vaccine. Therefore,
my chance of receiving a potentially protective vaccine is 50%.

During the 6-~week study I will need to give a total of 3 bloocd
samples to check on my body's response to the vaccine. Each blood sample
is 2 teaspoons, and I understand blood taking can be painful at the
site of the needle puncture where a bruise might also occur.

The pili vaccine has been tested for side effects in volunteers
in Mexico. "It contains no live germs and should not cause fever or
other bad side effects, but I understand one other purpose of this study
is to watch out for possible but unlikely side effects of the vaccine.
For this reason I will need to make daily 10-minute visits to the
diarrhea clinic {(except weekends) and keep a dairy of how I feel. If
I should develop diarrhea, I will need to submit an additional stool
sample immediately for analysis; I will be treated at no cost, and I
will continue with the study as usual.

Alternative approaches to the prevention of diarrhea do exist,
including use of antibiotics or Pepto—Bismol but neither approach is
recommended by the dinvestigators for 1longer than 1 or 2 weeks.
Alternatively, I might prefer to take no form of prevention at all and
treat diarrhea that might occur with such medicines as antibiotics or
Pepto-Bismol.

My participation in this study is wvoluntary, I may withdraw my
consent: at any time without jeopardy to my participation in other
research studies which the investigators might be conducting. All the
results of this study will be treated in strict confidence and should
they be published, my name will not be used. I have been informed that
should T suffer any physical injuries as a result of participation in
this research activity, all the necessary medical facilities are
available for treatment. I understand however, that I cannot expect
to receive any payment for Thospital expenses or any financial
compensation for such an injury.
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1 will vake a known preventive of diarrhea, trimethoprim/sulfa
methoxazole ( septra, bactrim ), dailvy for 10 days to give the vaccine
a chance to work. I am not allergic to this drug or sulfa and have read
the product brochure about side effects. The drup will be stopped if
reactions occur.

I have had an opportunity to read this form and my questions
have been answered.

gi gnature Eat:e

Witness Date
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