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Cél Células 

FHA ~emagl~.ti~_:Lna .fflame.Dtoá~ 

.FPL ,• Fa·ctor¿'Pro~bt,oÍ:':~·dé:.:ieuCo"d1t·~ais. 

FSH • .. · F~~tok.se~~ibU.~zanJ~ a• la histainina 

.·," 

•HTL;. 

.G. i 

·l'd~Ínj(ú~ii :ica¡or 
·, , •• _::~ :.;::2-..:-· ':;-~: .. ~·· 

'•.íifü . Ins.i:iiíito _Nacional de Higiene 

Le'UCOCitoS 

· LPS Lipopolisacárido 

.•. ml mililitros 

· -mm3 ·: milímetro cúbico 

OMS Organizaci6n mundial de la salud 

PMNs Polimorfonucleares 

TDN Toxina dermonecrótica 

UOP Unidades de opacidad 

X Promedio 

A, B, C y D: En el presente trabajo se utilizaron lotes de producción del INH 

tanto de la producción de rutina como de los lotes piloto; para-

evitar el uso de las claves de este instituo, se decidi6 clasif! 

car los lotes como A, B, C y D seguidos de un número de acuerdo-

a la parte de experimentación en que fueron usados. 
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RESUMEN 



La nec~~Íd~d ·d~ ~~~·'.'J~cri~i:-p-~TtU&sÍ.s me1.10s reactogénica;'_impulsó.,.la _elabo-
. . '. ·.",· 

ración de· est~ tr·~~áj~·. que: ~b~f~.ó;· ~~ ~es_crij,Ción .de". c~at~?· e~pect~s i~portémtes 
en el eStudio -de ~-sta· .. vaCú.ña~ 

Primeramente. se ·.llnaliZ.6 '18: relación entre el fact~r promotor. de leucocito-

sis .las.-P.rtiebas de toxicidad, ·aplicando a ratones la prueba de toxicidad norma! 

m·e~t·e-· empleada en el control de calidad y la prueba del factor promotor de leu­

coc~tos_~s1 y com~arando los resultados de 57 lotes analizados. Los resultados ... 

~e_ ágr~paion en- lotes tóxicos y a tóxicos de acuerdo al criterio de toxicidad de 

,la e-prueba de· rutina y mostraron comportamientos heterogéneos en nmhos grupos.V!!. 

rios lotes correspondían a un sólo lote original con diferente tratamiento tér-

·-_mico por lo que se separaron en diferentes grupos los cuales mostraron un com -

portamiento semejante pero con diferente intensidad en la prueba de FPL, con a!, 

gunas variaciones. Los grupos mostraron disminución de la leucocitosis con el -

tratamiento térmico, pero las muestras con alta leucocitosis difícilmente dism_! 

nuyeron sus cantidades con el calentamiento. 

En segundo lugar se estudió el efecto de la concentración celular en la ac 

tividad del factor promotor de leucocitosis en donde en 11 muestras se llevaron 

a cabo diluciones seriadas de 13 a 5 UOP; estas muestras correspondían a di fe -

rentes muestras celulares la 134, 165 y 509. Mostraron, un comportamiento de -

máxima leucocitosis, en su mayoría al quinto día de inoculación y una disminu -

ci6n paulatina hasta el séptimo día. La mayor toxicidad se vió a las 12 y 13 -

UOP y la mínima toxicidad a las 5 y 6 UOP. La cepa menos reactogénica fué la -

165. 

En tercer planó se evalu6 la actividad del factor promotor de leucocitosis 

durante la producción de la vacuna pertussis por medio del seguimiento de 13 lo 

tes de diferentes cepas, cada 5 horas durante su producción, y analizándolas -



después de una detoxificación a 56ºC por .25 minutos para /O¡~~~¡.r·_l~;:TDN; L~}~-
,. ':'·:· 

pn 134 · UloB tr6 u ria. elevaci6n uláxiIDa del- FPJ.•: a:·~~~: 10 há·r·as ~~.·r.P~-~-~~.c:·q'.~-~n,_/i>~~~-: ~-~ª _:,> 

cepa 509 la elevación máxima fué de las ~O a las '.Jt ho~i;~ ,Y.>~:~~;.l~·,Í§S• J i::a'.35 · 

horas; ··aunque estas dos últimas ·cepas:· ~os·t-rar~~--·_·v~i~re~_:-·:~~Y:(~~~¡a~~'~-:-~ ·lo largo 

de tod~ et· proc'eso. 

Y. por último ~e determin.aron los efeCtos de ~-i-~nt·~cs qUtiliii:os sobre 18. deto­

x~ficació~ de la vacuna pertussis, evaluando ·1a toxicidad, el FPL, la TDN y el -

FSH, a· un lote tratado con diferentes agentes químicos, El lote se dividió y se-

.-le dió tratamiento con glutaraldeh!do al 0.25%, glutaraldeh!do al 0.5%, acetona, 

beta-propiolactona además del tratamiento térmico a 56°C por 30 minutos. El glu-

taraldehído mostró los menores valores en la prueba de FPL, no tuvo actividad de 

FSH ni de TDN y fué atáxico en la prueba de toxicidad. 

En conclusión, los resultados mostrarán que no existe una relación directa-

entre la toxicidad evaluada por la prueba de Pittman y Cox y la determinada por-

el FPL debido a las variaciones biológicas del primer método. 

A mayor concentración celular se encontró mayor leucocitosis en los anima -

les estudiados, con preparaciones dilu{das, por lo tanto al disminuir la caneen-

tración Celular se disminuye la toxicidad. 

La evaluación de la toxicidad por el método de FPL resulta ser más precisa-

y con grandes posibilidades para implementarse en lugar de la de Pittman y Cox.-

La cepa vacuna! más activn fué la 134. La cepa 165 es una cepa ¡)romisor!a para -

la producción de la vacuna pertussis y requiere mayor atención para su completo-

conocimiento. 

La mayor actividad de FPL se encontió entre las 10 y 35 horas de producción 

requiere además, del uso de parámetros adicionales. 

Es promisorio el uso de glutaraldeh{do como agente detoxificador de la vac!!_ 

na. 
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La~-·tOsfeiina es una enfermé:d8d Producidá p~r. Bordetella pertussis que si -

gue ~iendO un- problema de saltid púb~ica en muchos pa!ses del mundo; los efectos 

que produce la enfermedad, los factores de virulencia y los componentes con ac-

tividad biológica del agente etiológico además de la prevención de la enferme -

dad, han sido estudiados para mostrar que tanto 8.pertussis como las vacunas de 

células completas poseen en común la mayoría de los componentes con actividad -

• biológica, sólo que en la vacuna la actividad está reducida. Esta relación ha -

sido usada no sólo para el conocimiento de la enfermedad sino también para el -

mejoramiento de las vacunas actuales,, 

CARACTERISTICAS GENERALES DEL AGENTE ETIOLOGICO 

Bordetella pertussis es un cocobacilo gram negativo, que mide de O. 2 a O.J 

µm de ancho por ~·? a 1.0 -pro de largo, lo podemos encontrar s61o o en pares y -

ocasionalemte en cadenas cortas. 

Las -colonias en el medio de Bordet Gengou (ngar-sangre-papa-glicerol) son-

medianas, lisas, convexas, perladas brillantes y ligeramente transparentes, ro-

deadas de una zona de hemólisis sin periferia definida; tienen una cubierta si­

milar a una cápsula, perdiendo la capacidad de formarla debido a su adaptacióñ-

en medios de cultivo comunes en el Laboratorio. 

Es no fermentativa, catalasa positivo, indol negativo, no licua la gelati-

na, leche- tornasol alcalino y es aerobio estricto. La gran mayoría de las cepas-

requieren para crecer ácido nicotínico, ciste!na y metionina. Utiliza oxidativ_! 

mente a la alanina, asparagina, ácido glutámico, prolina y serina¡ no requiere-

a la coenzima 1 (factor V) ni a la hemina (factor X) para su crecimiento, sien-

do su temperatura óptima de crecimiento entre 35 y 37ºC. (5) 

Las Bacterias del género Bordetella son patógenos de importancia signific~ 

tiva en enfermedades respiratorias de niños y animales. B.pcrtussis B.parapcr 



(7) 

tussis aparentemente infectan sólo a humanos, B.bronchiseptica infecta a muchos 

mamíferos y ocasionalemte al ser humano. (34) 

El método de aislamiento del microorganismo a partir de la nasofaringe con 

siete en una transferencia directa, con un hisopo estéril, de un raspado de las 

paredes interiores y profundas de la nariz, a una caja de pe tri conteniendo me­

dio de cultivo adecuado y el cual debe inhibir microorganismos comensales, em -

pleando para esto generalmente penicilina y diamidina.La incubación se hace a -

35-36ºC durante 3 a 4 días. Algunas veces las colonias no son identificables a­

loe 3 días de incubación, sino hasta el séptimo d!a. La morfología de las colo-

nias es una característica principal para su diagn6stico. (311) 

CARACTERISITCAS GENERALES DE LA ENFERMEDAD 

B.pertussis produce la enfermedad conocida como tosferina y es específica­

mente severa en niños pequeños. Un caso típico de tosferina se caracteriza por­

tres fases, que se presentan después de que un individuo susceptible(especial -

mente un niño no inmune), es expuesto al organismo. Los síntomas aparecen de -

cinco a siete días después de esta exposición. 

La fase catarral es la primera que se presenta, y sus síntomas son simila­

res a un resfriado común, pero asociado con rinorrea, conjuntivitis y tos beni_a 

na aproximadamente durante una semana. B.pertussis puede ser aislada en cultivo 

nasofaríngeo en una proporción del 90% de los casos, sin embargo ILpertussis no 

es considerada en el diagnóstico de una enfermedad respiratoria, dada la ausen­

cia de características típicas de tosferina, y no se realiza cultivo en Bordet-

Gengou a menos que se reconozca que hubo exposición al microorganismo, (44) 

Después de los primeros siete a díez dias se presenta la fase denominada -

paroxística, ya que se presentan accesos de tos de este tipo en número de diez­

ª veinte. El paciente suele presentar cianosis y vómito después del acceso, ad,! 
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más de .cambi()S pato fisiológicos como leucocitos is (linfocito.sis), pérdida de P.!:. 

so, hip.oglucemia {la toxina Pertussis modifica el .f?.etabolismo de la glucosa o -

la ,producción de insulina en animales). y puede o no presentarse fiebre. (13) 

(36) 

Como última etapa se presenta la convalescencia, la recuperación depender§ 

de ·1a "graVedad y curso de la_ enfermedad. La duración promedio de la enfermedad­

es de cincuenta a sesenta días. La infección se transmite por medio de las go -

tas eliminadas al toser o estornudar de los individuos en la fase catarral o d!!. 

!Snt.E?: ·-~-~ primera semana de la fase paroxística. (33) 

Es importante mencionar que- la imposibilidad de cultivar al microorganismo 

duranté la ·fase parox!sticn (el más severo de los estados de la enfermedad) nos 

orienta hac!a la hipótesis de que está implicada la actividad de una toxina o -

producto bacteriano de acción duradera, que se disemina sistemáticamente pero -

el organismo no invade sangre. (36) 

Algunos autores consideran que la toxina o toxinas son producidas por B.-· 

pertussis cuando ésta se localiza en los cilios del epitelio del tracto respi-

ratorio, adherida por medio de sus pili. (36) 

COMPONENTES CON ACTIVIDAD BIOLOGICA DE B.pertussis 

Las actividades biológicas de B.pertussis dependen de un componente que -

induce un. efecto básico, bioquímicamente especifico. Cada evento se atribuye n 

las actividades de un componente bacteriano distinto, con un mecanismo de ne -

ción diferente. Los componentes de B.pertussis con actividad biológica se des 

criben a continuación: 

- Toxina adenilato ciclasa 

Las especies de Bordetella producen esta enzima que tiene diferentes pro­

piedades. Al menos dos formas de la adenilato ciclasa de B.pertussis han sido-
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:identificadas: La p~imer_,a denomirlada enz-ima adenilato ciclase tiene sólo.acti -

v.~da~ enzimática, que es posible medir in vitro y no tiene· efecto sobre células 

eucarióticas. La segunda, denominada toxina adenilato ciclasa, posee actividad­

enzimática, pero además tiene la capacidad para entrar en las células eucariót.! 

cas y catalizar la conversión de ATP endógeno hacía AMPc. (43) 

-.\glutin~genoo 

Loe aglutin6genos fueron definidos serológica y operacionalmente como los­

detenninantes de superficie que producen anticuerpos y pueden aglutinar a la -

bacteria íntegra. Para serv~r como aglutinógenos dichos antígenos deben estar .'! 

nidos a la superficie y presentes en cantidad suficiente para que los anticuer-

pos bivalentes puedan formar enlaces cruzados con dos bacterias <J. la vez. Pres-

ton ( 1982) concluyó que los serotipos 1, 2 y 3 fueron los mejores aglutinógenos 

y después de éstos los 4, 5 y 6. (43) 

-Toldn4 dennonecr6tica 

La toxina lábil al calor (HTL) o toxina dermonecr6tica (TDN) de B.pertu -

!!!!! causa lesión necrótica cuando es inyectada subcutaneamente en ratón a ba -

jas dosis y es letal a dosis elevadas. Se ha reportado su localización en el c!. 

toplasma del organismo (8), y datos recientes indican que alguna porción de la-

toxina está expuesta en la superficie~ Nakase y Endon purificaron la toxina y -

determinaron que tiu pí!SO molecular es de l02Kd con subunidades de 24 y 30 Kd. -

La toxina inhibe la actividad Na+- K+ATPasa. El mecanismo de acción no es claro 

aún. (li4) Por medio del calentamiento a 56ºC de los cultivos> se destruye -

la actividad biológica de esta toxina, y además se distingue del lipopolisac6r! 

do (LPS), el cual es termoestable. Por lo tanto, la actividad tóxica reside in-

tracelularmente. ( 24) 

La hemaglutinina filamentosa (FllA) es una proteína en forma de varilla. 



·Es lla~ada_ as!_ por su.:.capacidad para· aglutinar. una variedad de. eritrocitos. En 

::las·-etapas. tempranas del crecimiento en medio l~quidO, la FHA_está asociada· a-· 

las 'células, pero más carde en su crecimiento la mayol:- cantidad se localiza en 

el medio extracelular. (40) (44) Al examinar bajo el microscópio electrón!-

ca la superficie de B. pertussis en fase· l, se ha· encontrado la presencia de f.! 

lamentos finos pertenecientes a los_ pili. Estos se localizan adheridos a las -

célula& en los estad.íos tempranos_ del cultivo en medio l!quido o sólido. Des -

pués ._de 24 __ horas ~e crecimie~to, los pili son escasos en la superficie de las­

célúlas aumentando· su coOcent"ración en el medio de cultivo (24) (28). 

0'El !.;cremento en, el medio, de cultivo de pili y FllA no es debido a la li -

- sis ~~~i-~i~r.~:~.~ro_~~i.--~n poco a la pérdida natural y tal vez a algunos estados-
-; . º,,,·-- ._,, 

deLCiclo· de ·crecimiento, as! como a una síntesis desequilibrada, un evento -

-;quii_~-pa~-e~-,~ 8fectar la membrana celular de B.pertussis • El líquido s~brenadan-

·~e 4el cy;ecimiento de B.pertussis contiene FHA que induce inmunidad activa en­

e! ratón contra ésta misma bacteria. (24) 

-Lipopolisac(rido ·y componenue asociados 

El lipopolisacárido (LPS) de B.pertussis tiene varios rasgos que lo dis -

tinguen de las endotoxinas de otros organismos Gram negativos. Esta compuesto-

por dos lÍpidos distintos, el lÍpido A y el lÍpido X, as! como por dos dife -

rentes cadenas de oligosacárido (tipo y II) que contienen de doce a dieci -

seis unicÍades de monosacárido cada uno. Diversos investigadores han demostrado 

que B. pertussis tiene dos lipopolisacáridos inmunoquímicarnente distintos. El-

lipopolisacárido intacto de B.pertussis tiene las propiedades atribufdas a las 

endotoxinas de otros microorganismos gram negativos, como son la pirogenicidad, 

hipersensiblidad a histamina (44), capacidad de causar shock y leucopenia se -

guida por leucocitosis y de proteger en forma no específica contra las infec -

cienes (24). Los componentes fraccionados del lipopolisacárido tienen propied!!_ 
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:de-~_:·i~~nd-~-~e~-~~-Í~~;/ L~~~f~~:i.é16·n ;:~¡~~~~~-~~-;:~--~-~S'~nt~ las- actiVidadea· com~ites de en 

'dotoxina, pero el: Úptdo -... tien~ ~·;~ •• ¡¡. capacid~d de producir' pirogenicidad o­

to~i~iÚ~. Siii. ~;~~r~J, ei lf¿ido A- t¡ene ~~a g;an actividad adyuvante y anti­

·.viral. 
.~ ~·; ·, 

;>,.-. :.::·· ' 

\La. fé3c<=:ión oligosacárido causa mitosis en linfocitos de ratón, es una a~ 

-~-i~~-do~--~Ql~~lonal de esplecnocitos de conejo y estimula la secreción de intc!: 

~ieuciñ~-I_ ·en .monocitos humanos. Otro componente de B. pcrtussis con actividad-

extraña es un lípido recientemente descrito, que contiene ornitina. La mólecu­

-la_-in_tacta causa hemaglut_ii:ación, pero la eliminación de la porción de ácido -

hex8decanofco de este l{pido resulta en ln- disminución de esta actividad. La -

.forma modificada, sin embargo, es hemolítica. (44) 

-~itotoxina traquul 

Este es un pequeño péptidd descubierto y aislado por Goldman y col. (44) 

Su composición de aminoácidos indica que puede ser un derivado del peptidogli-

can bacteriano, y es producida tanto por las cepas virulentas como avirulen -

tas •. Esta toxina es específicamente tóxica para las células ciliadas 1 aparent~ 

mente inhibe la s!ntes1.s de DNA, pero el mecanismo de acción molecular y las -

beses para esta especificidad de las células blanco es desconocida. 

•Factor sensibilizante a la histamina (FSH) 

Parfentjer y col. (17) establecieron que en los ratones previamente inye~ 

·tados con vacuna pertussis o extractos de pertussis se presen'taba un shock le-

tal, debido a que se causaba una elevada sensibilidad a los efectos letales de 

la amina, en tanto que en la rata (normalmente resistente) se presentaba sólo-

una ligera sensibilización. (24) 

Dentro de las cepas de ratón sensibles a la histamina, las hembras gene -

ralmente son más sensibles que el macho. La edad también puede ser un factor -

importante, lo mismo que la dieta del animal y la v!a de administración emple,! 



da. (28) 

E;l. mecanismo de acción d~l FSH es incierto, pero parece estar relacionado 

con abérra'Ctones en el metabolismo de la histamina, como son la depresión en -

los Íl.iveles de histaminasa o incremento en los niveles de histidina descarbox.1 

lasa. Algunas evidencias sugieren que el FSH es una lipoproteína de cerca de -

90 000 D (16). La actividad de FSH se destruye por el calor, fomalina y alg.!!_ 

nas enzimas proteol!ticas, como la tripsina y una proteasa del Bacillus subti­

lis. La sensibilidad a la histamina es posterior al período de leucocitosis, -

por lo tanto, los fenómenos FSH y FPL son independientes entre sí. (25) 

-Factor Promotor ·de Leucocitosis 

Dos proteínas han recibido particular atención en la patagénesis e .inmun,! 

dad de B. pertussis: el factor promotor de leucocitosis (FPL), y la· hemagluti­

nina filamentosa (FHA), observándose que el FPL es claramente distinto del pi-

li hemaglutinnnte de B, pertussis. ( 26) 

El FPL, cuyos sinónimos son toxina pertussis, pertue!geno, proteína acti­

vadora de los islotes, toxina promotora de linfocitosis y factor sensibilizan­

te de histamina, es una proteína globular oligomérica compuesta por un 8-..:Jlig~ 

mero pentamérico involucrado en unir a la toxina con la membrana, y un A-prot~ 

mero que tiene una actividad de ADP-ribosil transferasa. (28) 

El FPL aparece como estructuras filamentosas, ordenadas ~n fonDa circular 

cuando s~ observa bajo el microscopio electrónico (28). Es sensible a enzimas­

proteol!ticas y no se afecta por el peryodato, lo que sugiere la ausencia de -

un grupo carbohidrato, esencial para la actividad biológica. Es insoluble en -

agua, reguladores isotónicos y requiere un pH alcalino mediante la adición de-

0. 5% de NaCl IM o regulador urca para solubilizarlo. Algunos autores han enco!l 

trado que la preparación contiene aproximadamente un 50% de lípidos, sin emba!. 

go, se ha podido aislar FPL de B.pertussis fase I que no contenía lÍpidos. 
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(24) 

Empleatldo la·técnica.de doble difusión en agar con suero anti-pertussis he 

téróespec!fico ha podido determinarse que es un componente inmunológicamente -

reactivo. Contiene pocos o ningún lípido y aproximadamente 1% de carbohidratos­

co~ 14.5% de nitrógeno, lo que sugiere, que este factor es, de hecho una prote­

!n8. En el FPL purificado y tratado con dodecilsulfato de sodio y 2-mercaptoet!!, 

nol, y .sujeto a electroforesis en gel poliacrilamida se han localizado 4 bandas 

de polipéptidos con peso molecular de 13, 400, l 7, 400, 19, 300 y 23, 500 D determi-

_···nfindose entonces un peso molecular final de 73,6000, aunque hay evidencias de -

que los 4 Polipéptidoa no estan en praporcH5n equimolar, sino de que se encuen­

tran dos- moles del polipéptido mayor por cada uno de los tres, lo que indicnr!a 

un total de aproximadamente 87,000 D. (24) 

La estabilidad en la actividad de FPL y FHA fue idéntica a diferentes pH.­

Cuando se determinó dicha actividad entre pH 2 y 11 se observó pérdida de la -

mis,Üia en FHA _as! como turbidez de la solución, lo que indica una agregación mo­

Í.e~~~ar •. Al ajustar el pH la solución se vuelve clara nuevamente. 

Por otra parte, la actividad no decrece al exponerse a temperaturas infe -

riores a 56°C, pero e! disminuye un 50% a 70ºC y si se pierde entre los 80 

lOO'C. (27) (39). Sin embargo, cabe indicar que algunos estudios demuestran -

--- qtie- el -calen-tamiento del sobrenadante a 56ºC por 30 minutos causa p~rdida del -

50-75% de la actividad. (25) 

La vía de inoculación tiene un efecto importante en los resultados. La v!a 

intrav~nosa es la más efectiva y después la intraperitoneal; la v!a subcut:1nea­

resultó inefectiva para producir leucocitosis. El mismo patrón de efectividad -

lo presenta la sensibilizaci6n a la histamina. (27) 

B.pertussis en fase I produce los siguientes f?fectos: Letalidad y dermo -

necrosis, causados por componentes lábiles al calor, fiebre, por la endotoxina-
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,li~?P~liaacár.ida de )a p?red celular de los organism_os gram negativos; sensibi­

lid.a(f a lós efectos letales de agentes farmacológicos de la histamina y seroto-

nina, y efectos no específicos como la hipersensibilización al fr!o, rayos X e-

infecciones virales. (2S) También se reportan shock endotóxico y shock peptona 

aumerito de ariafilaxis, inmunopotencialización en relación con el anticuerpo CD!!, 

vencional, anticuerpo homocitotrópico e hipersensibilidad retardada, hipoglice-

mia y disminución de la respuesta hiperglicémica a la epinefrina, as! como leu-

cocitosis con predominio de linfocitos. Además, toda la célula y/o extractos -

crud_os del organismo en fase I inducen inmunidad protectora contra pertussis, -

tanto en los animales como en el ser humano. (26) 

El FPL es una de las toxinas principales de B.pertussis, es de carácter -

proteíco y por si mismo puede causar linfocitosis en r.::ttones normales y en los-

11 nude 11
, inducir sensibilización a la histamina y aumentar la liberación de inB.!!, 

lina con hipoglicemia, en tanto que retarda el efecto hiperglicémico de la epi-

nefrina y funciona como un adyuvante inmunológico (26). Es, por lo tanto, el -

responsable de algunas manifestaciones sistémicas de la infección por B.pertu -

ssis, las cuales son bloqueadas por el antisuero monoespec!fico contra FPL. 

(22) 

Uno de los signos cardinales de la actividad de pertussis es la linfocito-

sis qu~--~.!1~ªª• reportada por primera vez por Fróhlich ~n 1897 (24). B.pcrtussis 

tiene un alto grado de ataque, el 90% de los individuos suceptibles expuestos -

serán infectados, y si no hay una intervención de antibióticos la infección po-

drá persistir por 3 a 8 semanas, lo que indica el efectivo mecanismo de resis -

tencia de este organismo a lns defensas naturales del huésped. (22) 

La linfocitosis y leucocitosis son signos bien conocidos de la infección -

de B.pertussis en humanos y ratones, aunque no hay evidencia directa, se consi-

dera que dichos signos se presentan a causa de la liberación de FPL a partir 
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del orga~ismo dura'nte ~u crecimiento en el tracto res?iratorio. (22) 

_La lin~ocitOsis ocurre en la mayoría de los pacientes de 6 meses de edad-

pero es menos frecuente en pacientes de más edad (24). La cuenta de leucoci -

tos perif~ricos en niños puede llegar a ser mayor de 175,000 cel/mm3, siendo -

e·stos· en su mayoría linfocitos pequeños, maduros, de aparición normal. ~l FPL, 

sin .embargo, no induce la maduración de células T precursoras de células T fu!l 

cionales. (26) 

Los polimorfonucleares (PMNs) también suelen elevarse por la acción· de e~ 

te ~actor, pero una elevadj>n significativa en la cuenta de neutr6filos sugie-

_re la presenci:a de una infección bacteriana secundaria. (24) 

·--Tanto- al infeccifin experimental como la aplicación de B.pertussis y sus -

Productos han causado linfocitosis, la cual en algunos casos ha sido principa!_ 

mente de granulocitosis y en otros casos de pequeños linfocitos. Dichos leuco-

citos alcanzan sus valores máximos entre los 3 y 5 días posteriores a la infe.=_ 

ción o inyección, y disminuyen despul'!'s de las 2 a 3 semanas hast.:l valores nor-

males. En su punto máximo la leucocitos is puede haber excedido las 200 OOOCéI/ 

mm3• La linfocitos is polimorfonúclear relativa es mayor que la leucocitos is 

cuando se presenta. (24) 

Cuando se ha emple.:ldo materfR cruda se ha visto entre las 6 y las 12 ho -

ras, un marcado incremento en los PMNs de vida corta., sin embargo, esta reac -

ción puede deberse a otro componente, que podría ser una endotoxina, ya que es 

te efecto no ocurre después de 111 administración de FPL purificado. (24) 

Se han hecho muchos estudios acerca de FPL y su actividad, los cuales 

coinciden en su mayoría, el resultado de que FPL es el responsable de las act_! 

vidadcs anteriormente citadas se apoya en el hecho de que se han utilizado pr~ 

paraciones de FPL altamente purificadas que migran como una eóla banda en una-

electroforesis en gel poliacrilamida. Las preparaciones contienen niveles vir-
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t.Unlmente indetectablcs de endotoxina y adenilato ciclasa extracitoplasmática­

deB.pe.rtussis , Los e fecto5 de FPL son los mismos tanto en ratones sensibles a 

la endotoxina como en los hiposensibles a la misma. 

Cuando la preparación de FPL es tratada en condiciones que reduzcan el e­

fecto 'promotor de leucocitosis, la preparación no inhibirá al AMP. (22) 

La actividad de FPL fué estudiada a las 0,2,6,24,48 y 72 horas después de 

inocular a animales de experlmentaci6n, a las dos horas se observó leucopenia-

y a los seis horas una marcada leucocitosis. (25} 

Al ser inyectada una cantidad tan pequeña como 0.02pg en forma intraveno­

sa al ratón se pudo observar una leucocitosis significativa, con niveles de a­

proximadamente 150, 000 cél/mm3 . Dicha leucocitos is fue! detectada alrededor de­

las .4-6 horas después de la administración de la vacuna, y alcanzó un máximo -

entre el Jo y So día, cerca del 7o. día los valores comenzaron a decrecer para 

llegar ~ los niveles normales entre la tercera y cuarta semanas. (26) (27) 

En el momento de máxima respuesta 1 3o a So. d!a los pequeños linfocitos -

se estimaron en un 50-70% de la población leucocitaria, siendo del 25-40% gra­

nulocito.s. y el resto linfocitos grandes y monocitos. Cualitativamente la res -

pu~sta es similar entre las diferentes cepas de ratcines. (26) 

Tanto· los linfocitos B como los T sufren un marcado incTemento, el incre-

- - - mento.·en la cuenta absoluta de PMNs, linfocitos y monoc'ltos causada por el FPL 

sugiere que este actúa sobre todos los leucocitos 1 atrav6s de un sitio o mee!. 

nismo similar. (22) 

Ciertos estudios "in vitro" demuestran que el FPL inhibe en gran medida -

la migración de macrófagos, pero tiene poco o ningún efecto en la viabilidad,· 

ataque, fagocitosis o producción de superó:ddos. Otro investigadores han repor. 

tado que los PMNs en animales tratados con células deB.pertussis o extractos -

libres de células, migran pobremente a los sitios donde se localiza la infec -
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ción, por lo t§~o8{'tPL .e's .i:re~pons~~:Íe dé Ú:Jnhlbici~n de fa migració!l-

de· ~MNs a.l~s i'ttios d~ inflamación; (22) 
·S ,,_ >~::·}><·-... ~· ·.-:- ~.. .. ...; ., 
Hest-a ah~r~- ~l ·mecanismo de acción para la leucocitosis y le linfocito -

sis· cB.usa·das por. B.pertussis indica que el FPL es adsorbido en la superficie -

del li_nfo~ito causando disturbios en la migración nornmal del flujo de vasos -

linfáticos, por ejemplo, inhibiendo la migración de linfocitos através de vé'"~.!!. 

18.s pOsi::capilares en los tejidos linfáticos, de aquí que la retención de linf~ 

citos en los vasos sanguíneos pueda ser observada. (22) (39) 

El mayor número de linfocitos circulantes parece venir del dueto torácico 

•-ya- cjue--el fluído linfático decrece grandemente despué's de la inyección de la -

vacuna; sin embargo, los llnfocitos del timo, nódulos linfáticos y bazo pueden· 

ttÍmbién ser detectados. Se produce una baja de peso en el timo, de un 35% al -

cu8rto día, permaneciendo bajo, hasta los 14 dfas. También se reducen en los .; 

nódulos linfáticos mesentéricos un 57% al séptimo d!a, pero el 14 son otra vez 

normales. El bazo presenta un incremento de peso, permaneciendo elevado duran-

te catorce días, pudiendo además desarrollarse linfomas en el ratón. (27) Esto 

indica_ que la linfocitosis no es debida a un incremento de células de nueva -

pr_oliferaci6n, sino más bien es consecuencia de una redistribución de células­

en ··contraste, la respuesta de PMNs es debida en parte a ambos, redistribución-

y. proliferación. (24) 

.~e ha detñostrado que el paso de linfocitos circulantes va de la sangre a-

los tej~dos linfáticos y luego a los nódulos linfáticos 1 para regresar nueva -

·m~_n,te a la sangre después de pasar a través del dueto torácico. (24). Esta re -

circulación se ve alterada en ratones tratados con pcrtussis, y en este caso -

los linfocitos no pueden abandonar la sangre ni los nódulos linfáticos 1 por lo 

que se presenta un decremento en el contenido celular de los nódulos linfoides 

y la pulpa blanca del bazo. El FPL ha demostrado la capacidad de combinarse en 



t~~finÍOcitos, aunque no es claro aún si' ei' sitio p-~i~~~-io-~de ~~~ión es en los­

linfocitos o en las vénulas postcapilares, por lo que se requieren estudios más 

profundos sobre el mecanismo de acción de este factor, que juega un papel pri -

mordial en la patogénesis e inmunidad de B.pertussis. (24) 

- El FPL como factor protector 

La tosferina, como enfermedad, ha podido ser controlada en forma eficaz e!!!. 

pleando las vacunas pertussis de células completas; sin embargo, aún se necesi-

ta una vacuna menos reactogénica que contenga los antígenos protectores necean-

rios. Pasos importantes hacía ello han sido el aislamiento e identificación de-

los componentes tóxicos y los antígenos potencialmente protectores de B.pertu -

(27). El FPL y FHA son antígenos protectores para humanos que se han ~ 

sado en vacunas pertussis, el FPL o FHA inactivados protegen al ratón de la 

muerte posterior al desafío intrncerebral o respiratorio. (28) 

El desafío intracerebral es el método estandard para evaluar la potencia -

de las vacunas pertussis 1 y se correlaciona con la capacidad de las vacunas ¡)a-

ra proteger al ser humano; sin embargo, la interacción huesped-parásito emplea!!. 

do el n:odelo de cerebro de ratón puede no ser paralela a la que se dá en la en-

fermedad respiratoria humana. En tal caso el modelo de infección respiratoria -

en ratón tiene mayor similitud con la enfermedad humana y es considerado un me-

jor modelo para e] estudio de pert11~~fs, (28) 

El FPL fué identificado como un antígeno protector cuando se utilizó para-

la inmunización activa contra la muerte causada por el desafío intracerebral, -

as! como para la inmunización activa o pasiva contra la enfermedad, causada por 

el desafío respiratorio. 

El FHA, en cambio1 no protegía al ratón del desafío intracerebral, y fué -

identificado como antígeno protector del ratón únicamente por medio de la inmu-



nización actÍ.va •• ¡¡.;ida dél:de,éaf!o respiratorio. (27) (28) 

Los: ratones infectadriS-- con -aerOsOles de B. pertussis fueron protegidos pa­

sivamente contra la enferin.edad por dos preparaciones de anticuerpos: anti-FPL-

FHA y anti-FHA. Lo anterior corrobora la antigenicidad identificada en FHA co-

mo una preparación antigénica, y sugiere que la inmunizaci6n con FPL-FHA po -

dr!a proteger al rat6n de la infección. EL FPL-FHA es letal a bajas concentra-

ciones, lo que se demuestra por la prueba de potencia, encontrándose que la dE_ 

sis letal es menor que la protectora. (41) 

Se ha demostrado que las vacunas pertussis que ocasionan alto grado de -

sensibilización a la histamina son generalmente más protectoras contra la in -

fección intracerebral que las vacuans destoxificadas. La dosis sensibilizante-

de una vacuna tóxica resulta ocho veces mayor que la de la m:t sma vacuna cuando 

es destoxificada por medio de un corto período de calentamiento a 56ºC. (34) 

En suma, aunque el mecanismo de protección aún necesita aclararse, FHA y-

FPL han sido identificados como antígenos protectores de ratón, antígenos po -

tencj.almente protectores para humanos y candidatos para una nueva vacuna acti-

va en el desafío respiratorio de ratón, que es un modelo más útil que el mode-

lo empleado para identificar los antígenos potencialmente protectores. El mod_! 

lo de infecci6n respiratorio puede ser útil para demostrar la actividad de pr!! 

te!nas adicionales purificadas de B.pertussis como antígenos potencialmente -

protectores. (28) 

- Toxioa pertusoiJI 

La toxina pertussis es el producto más extensamente estudiado de B.pertu-

ssis y es indudablemente el principal factor de virulencia(44). La toxina per-

tussis afecta la función de las células blanco por catalizaci6n de la transfe-

rencia de ADP-ribosa de NAO a la subunidad alfa de uno o más nucleótidos de -

guanina unido a proteínas. Es importante hacer notar que la toxina pertuesis -
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no es ·'.Citolítica p·ero Bltera ·un J>occ>-· 1a res¡)Uesta. c~lUlar p~r molé~u1as ~egul!!_ 

d~i'as.: 

La to".'ina·'_perti.Jssis ~a ·Sido ·previamente conocida por _.yariós·.:nom~res_, mu,._:_ 

chas cÚ! _ellos referidos a las consec~encias biológicas: -~e ~-stá': :~éi~~ .f~- ~vivo i 
- . · ... ,··- "'· -"" 

factor sensibilhante a la histamina (FSH), 

(FPL), proteína activadora de los islotes y pertussl'.geno. 

FACTORES DE VIRULENCIA DE B.pertussis 

Desde hace tiempo ha habido interés por estudi~r __ el_ -~isla~-~-~-~-t~·~y_ -~~~ac_t!:,_ 

rización de los factores bacterianos responsables de la enfermedad producida -

por B.pertussis así como los mecanismos involucrados. 

Numerosos componentes de B. pertussis justifican la consideración como p~ 

sibles determinantes de virulencia y aunque hay diferentes clasificaciones de-

los factores de virulencia de B. pertussis y algunas son basadas en la activi-

dad biológica que manifiestan, otras desde el punto de vista bioquímico o su -

relaci6n con las fases de la enfermedad producida por el microorganismo. La -

clasificación más reciente encontrada es la que reportan Weiss y Hewlett (44) 

en 1986 y que se muestra en la tabla l. Esta clasificación incluye factores -

tales como los aglutinógenos, la hcmaglutinina filamentosa, la hemolisina. el 

lipopolisacárido, la citotoxina traqueal, ld toxina adenilato ciclasa, la to-

xina dermonecr6tica 1 as! como la toxina pertussis. 
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TABLA 1 .. ·· 

FACTORES DE VIRULENC~A DE 0B. pertussis (44) 

- ' .. 
NOMBRE ESTADO. DE 

INFECCION. 
L 

Aglutin6genos 
FS 2•· A· 
FS 6* A 

Toxina adeni­
lato ciclasa 

ToXitÍá dermo­
necrótica 

Hemaglutinina 
Fil~mnetosa 

Hemolisina 

Lipopolisacl!­
rido 

-Toxina Pertu­
ssis 

Cito-toxina -
trqueal 

D,L,S 

L,S 

A 

L 

L,S 

A,D,L,S 

D,L 

. PROPIEDADES BIOQUIMICAS 
(Masa Kd mo (Subunida 
lecular) - des Kd)-

22.0 
21,5 

Enzima 70 Desconocido 
Toxina 190 Desconocido 

·. 102.0 24.Jo 

200.0 
130.0 :·... ·cD.ésconocido 
1.00:0.: 

',!_. ,.··· : 

oe·scOno'cido ~;; p_esc~~-oc~do_ 

117.0 

l.8 

· 2s;2J,Jr, 14 
11 

Desconocido 

MECANISMO DE 
ACCION 

Desconocido 

Cataliza pro­
ducto de AMPc 
en células 
blanco. 

~:~=~¡~i~:s:e 

Desconocido 

Desconocido 

Desconocido 

Ribosilaci6n­
ADP de nucle6 
tido de guani 
na unido a = 
proteínas 

Inhibición de 
síntesis de ce 
lulas ciliadaS 

1: A. Adherencia D. Evasión de la respuesta inmune L. Daño local L. Infección -
Sistémica *FS: Serotipo de la fimbiia. 



(22) 

INTERACCION HUESPED-PARASITO 

La adherencia específica de B.pertussis a los cilios ha sido demostrada en 

muchos animales. Se dice que las fimbrias participan en la adherencia a ·las cé­

lulas blanco, pero esto no ha sido demostrado totalmente. Muchos estudios mueé­

tran1 que la hemaglutinina filamentosa, puede ser importante en la adherencia - · 

ya que mutantes deficientes de FHA (hemaglutinina filamentosa) o de toxina per-

tussis no se adhieren a los cilio, lo que sugiere que puede haber un receptor -

específico en los cilios para estas substancias. (44) 

Diversos estudios muestran como B.pertussis evade la respuesta del huésped 

pudiendo por acción de la adenilato ciclasa inhibir la quimiotaxis, fagocitosis 

generaci6n de super6xidos, muerte microbiana por leucocitos polimorfonuclear, -

as{ como también pueden inhibir algunas acciones específicas como serían inhib! 

ci6n de la actividad oxidativa de macrófagos alveolares, actividad oxidativa y-

muerte bacteriana por monocitos, lisis de células blanco por células NK y creci 

miento de células leucémicas promieloc!ticas. (44) 

Otro componente de B.pcrtussis que tiene profundos efectos en la inmunidad 

es la toxina pertussis. Diversos estudios han demostrado que esta toxina inhibe 

la migración de monocitos tanto " in vivoº como "in vitro" , as! como la res -

puesta_ oxida ti va y las enzimas lisos6micas relacionadas con la fagocitosis. 

El pÍ--oceso de desgranulación que depende del fosfatidil inositol, la hidr!! 

lisis y la movilizaci6n de calcio, es bloqueado también por la tox.ina así como­

el efecto citol!tico de linfocitos NK. 

Una acción sinérgica entre la adenilato ciclasa y la toxina pertussis· pue­

de ser la causa de la inhibición de la respuesta celul.9.r inmune en .el si.tia de~ 

la infecci6n. (44) 

Datos recientes indican que la actividad de la endotoxiña y .i~ ·citotOX~na­

traqueal tiene efectos profundos en el- sistema inmune. En la- infeccÍóri.:lo~al~;---
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hay daño tanto a cilio como a células 611i~d8sj' despüé~ de- algunos d{as las e! 

lulas mueren y hay necrosis. Se conoce que.'·la ·citotoxina traqueal, causa citól.! 

sis y cambios patógénicos en células epiteliales, por· ot~~ lSdo,'..se· conoce- 18.. ·­

ausencia de cambios locales siSniÍicativos producid~& po-r la· i:oXiria · d~rmonecró-

tica, la toxina pertussie y la adenilato ciclase. 

En cuanto a la enfermedad· sist€mica se conoce 'como.,.una __ de 1ás más &raves -

la leucocitosis con predominancia de l~nfociC:o&~ ·lis!. c~mO __ tr_astornos en el meta 

bolismo de la glucosa y algunas complicaci~ñeS--qUe.~r_evela'n·:~!1cefalopat:t'.a. 

Algunos estudios indican que~ es probable 0 la~ ¡iarticipaci6n de IgG a este n_! 

vel pero no se tienen las bases suficientes para afirmarlo, dado los efectos de 

la infecci6n. (44) 

RESPUESTA A LA TERAPIA CON SUERO Y ANTIBIOTICOS 

El antisuero y algunos antibi6ticos de amplio espectro son agentes antiba.:, 

terianos efectivos contra B.pertussis si se aplican en la primera, o comienzos 

de la segunda etapa, contrarrestando o modificando el curso de la infección. 

ºAlgunos tratamientos muestran que con la aureomicina que se comienza a dar 

con tratamiento de los dos a los diez d1as de la aparición de la tos paroxismal 

se reduce la duración y severidad de la enfermedad más no se elimina el proble-

ma. (32) 

MODELO ANIMAL PARA EL ESTUDIO DE LA INFECCION EXPERIMENTAL 

El rat6n ha sido el animal en el que se ha demostrado la actividad biológ! 

ca de B. pertuseis , usando la v!a intracerebral e intranasal ( aunque también -

han servido como modelo los conejos, gallinas. monos y ratas). 

Cuando se inyecta al ratón por v!a intracerebral con la cepa 18323 la bac-

teria se multiplica progresivamente en la pared del ventrículo, íntimamente as~ 

ciado con los cilios, observand6sc que el ratón muere a loe diez dias no habie~ 



do invasióO. de la bacteria en la· substacia celular. Esta localización es simi-
- - .. --~ '- '. - .. ' ' . 

lar .a '-la .de ia: bacteria: entre los- bronquios y los cilios traqU~·ales ·en ~a in -

fécción· e~ l\u~anos (44) ~ La prote~ción en contra de una inoculación por vía­

intracerébral es un estandaci para medir la potencia de una vacuna pertussis. 

(36) 

Cuando la inoculación es por. v{a intranasalt o por medio de aerosoles, se 

Producen en él animal aíanife:~ta~"ión~~ de_ la acción de la toxina pertussis en -

el humano. como son: linfocitOsis, hipoglucemia e hiperinsulinemia. Así mismo -

_al igtiaL que:.'l!)s-_hi,ima~os a~ultos no mue_ren por la infección, los ratones mayo-

_.res-·_·n~- ~o_. hac~n~ n~ obstante los ratones pequeños como los humanos menores mu.!:_ 

ren significativamente. (44) 

B.pertussis no es un patógeno natural para animales, de ahí que se hayan 

hecho diversos estudios sobre otro modelo animal y se haya llegado finalmente-

a la conclusión de que el ratón es el más fácil de manejar y presenta mucha s!_ 

militud en cuanto a la enfermedad producida en el hombre y en cuanto a la rea~ 

ción que tiene este animal a la vacuna que se utiliza para inmunizaci6n en ni-

ños. 

Diversos autores muestran que los ratones al recobrarse de la enfermedad-

de la infecci6n pulmonar fueron inmunes a la reinfección. 

Posterior a la inoculación intracerebral. se observa en las glándulas a -

drenales una marcada depleción lipídica que comienza a los cinco d!"as existie~ 

do un incremento de deshidrogenasa succ!nica. estereasas no espcc!ficas y fos-

fatasa ácida. Hay cambios terminales en cuanto al hígado, y los fol{culos lin -

fo{dicos del bazo se atrofian. (32) (36) 

En ratones inmunizados, B.pertussis, se multiplica en el cerebro hasta n! 

veles de 103 a 106 bacterias/ml en cuatro a seis dt.as desapareciendo rápidame~ 

te. Esta desaparición está asociada a un incremento en la permeabilidad de las 



barre.ras 
< ~·.: 

oe. a~~i la import~n~ia 
tussis~ y_·Sus e:fecC:os taOto 

~O la. ·j,reparaci6n de la -vacuna 

LA VACUNA CONTRA LA TOSFERINA 

Dado que la tosferina se consideraba anteriormente como una seria epidé -

mia respiratoria que afectaba principalmente a infantes, y desde sus primeros -

focos epidémicos en Europa ·en el siglo XVI. causando graves muertes, se come_!! 

zaron a hacer estudios para la creación de una vacuna efectiva y segura, el! 

ro está que la composici6n de ésta 1 cambi6 con el paso del tiempo. 

Hoy en d!a 1 después de la inmunización, la prolongaci6n y severidad de la 

tosferina se ha atenuado, aunque ocasionalmente surgen secuelas que incluyen -

el daño al sistema nervioso, seguido de anoxia y hemorragia cerebral causada -

por una elevación en la presión venosa durante los episodios de tos paroxismal 

conociendo que los infantes de menos de 6 meses de edad 1 y niños nacidos prem! 

turamente o con des6rdenos congénitos son especialmente vulnerables, a estas-

complicaciones. (23) 

La tosferina era una de las enfermedades que más muertes causaba, pero P!!. 

ra el siglo XX el número ha descendido enormemente; sólo se reportan casos es-

porádicos 1 tales como una epidemia de 102,500 casos en Gran Bretaña, en el úl-

timo cuarto de 1977 y hasta la mitad de 1979, reportándose un total de 36 muer. 

tes, donde a sólo la mitad de los pacientes se les confirmaba tosferina por -

aislamiento de B. pertussis. 

Composición: La mayoría de las vacunas pertussis que se usan actualmente son -

de células completas inactivadas por calor que son biológicamente muy cornple -

jas, la mayorfa estan combinadas con los toxoides diftérico y tetánico aumen -
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tanda e- la a~tigenicidad de éstos, usando SdYuvantes., com·a h1dr.6·~-ido de aluminio 

o fosfato de aluminio. Las vai::unas-contienen una s_erte' de,compóri'ente~ con cie!. 
.. . ·'• 

ta actividad como son: agl_utinógenas·, c:ideiiilato cic;asa· •. erid_~cox1:na,. hemaglut! 

nina filamentosa, toxina lábil al cal~r, factor pr~~ot~; d·e>leu~~-~Í~osis y ci­

ca·t~xina traqueal. 

Efectividad de la vacuna: Los resultados de· diveraa·s e-étudi~S indican que las-

vacunas recientmente usadas son efectivas, pese a la· epidemia de 1977-1979, en 

Gran Bretañ11. Diversos an~lisis con respecto a la edad reportan que niños vac.!! 

nadas menores de 5 años dan mejor respuesta que los vacunados posterior a esta 

edad. Se ha concluído que la avcuna pcrtussis en uso provee niveles satisfact~ 

rica de protección en contra de la enfermedad y reduce la severidad de ésta en 

individuos infectados, recomendándose aplicar la vacuna en tres dosis espacia-

das en el primer año de vida comenzando preferiblemente en el tercer mes. 

La vacuna contra la tosferina ha contr ibuído a la reducci6n de la incide~ 

cia y severidad de la tosfcrina desde 1950. 

La epidemia de 1977-1979 en Gran Bretaña se atribuye a causas socio-econ~ 

micas, y es conveniente mencionar que en ese país aún se recomienda el uso de-

la vacuna, como curso a seguir en la inmunización de un niño (23). Sin embar-

go en otros lugares como Alemania, Japón, Suecia y Austri11 se han obscrv.:Jdo d.f. 

versos casos de cncefalopat!a después de la aplicación de la v.:Jcuna pertussis-

y esto ha sido causa suficiente para retirarla del mercado, lo cual ha traído-

como consecuencia la motivaci6n para desarrollar otra vacuna pertussis acelu -

lar, que actualmente se emplea en Japón para ln inmunización. 

Seguridad de la vacuna: La vacuna pertussis contiene muchas substancias bioló-

gicamente activas que tienen un efecto inmunológico farmacológico y toxicol6g.! 

co y no es extraño que en algunos individuos cause una reacción no deseable, -

algunas veces con consecuencias serias. La naturaleza y frecuencia de las rea~ 



(27) 

ciones indeseables han sidó cuidadosamente determinadas e identificadas, ade -

má'.s de que se han determinado los grupos más suceptibles para establecer en -

ellos la inmunización más adecuada. Con el fin de determinar la inocuidad de -

las vacunas, se llevan a cabo investigaciones y experimento.a en forma continua 

en la mayoria de los países. (12) (23) 

PRODUCCION DE LA VACUNA PERTUSSIS 

Tan importante como el estudio de l?B efectos de la viicuna pertussis des­

pués de su administración, es el estUdio y anál.1~is d~ ·14 prod~c!ci6~ d~·-·1a va­

cuna; dicho análisis comprende-la cepa de :B.pertUs~is' a emplear, el-med.10-d~~·-

'cultivo donde se desarrollará y el crecimiento de la bacteria, entre otras et_! 

pas igualmente importantes. 

En el Instituto Nacional de Higiene (INH), de la Gerencia General de Bio:-

lógicos y Relictivos, dependiente de la Secretaría de Salud, donde usualmente -

se lleva a cabo la producción de la vacuna pertussis, así como el control de -

calidad a lo largo de la misma. En el esquema I se muestra, de manera general-

como se realiza la producc!On de la vacuna. 

Aún cuando ya se ha establecido el método de producción, se continúan ha-

ciendo investigaciones con el fin de mejorar tanto la evaluación como cada pa-

so del mismo. 

En cuanto al medio de cultivo, Hornibrook (1939), fué el primero en dese!!_ 

brir la utilidad del medio líquido en la propagación de B.pertussis en fase l, 

y desde entonces se han publicado muchas modificaciones de su formulación ori-

ginal, en la cual el medio líquido incluía un hidrolizado de caseína adiciona-

do de varias sales, factores de crecimiento y resinas aniónicas o carbón. Por-

su parte, Stainer y col. (li3), en 1970 propusieron un medio que contiene sodio 

glutamato, prolina, cistina, sales y factores de crecimiento propios para la -

producción a gran escala de la fase l de B.pertussis • Más de 30 x io9
organis-
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ESQUEMA 

ETAPAS DE PRODUCCION DE LA VACUNA PERTUSSIS 
(INSTITUTO NACIONAL DE HIGIENE) 

Ampula con la cepa de B. pertuss is 
(siembra en Bordet Gengou) 

~u"-'" 
Lote semilla 

Fermentador 

1 
Cosechar a un pH de 7.2-7.4 

1 
Inactivar apquete celular, adi 
ción de ácido cítrico, ajuste -
de pH a 3.8-3.9 

1 
Refrigeración en cámara fría 
para permitir la separaci6n­
de paquete celular. 

Reunión de paquete celular y 
ajuste de pH de 6.8-6.9 

1 
Des toxif icación 

1 
Muestreo para enviar a con -
trol de calidad 

Entregar como producto a gr!!_ 
nel. 

en B.G. 
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mDs/~t fu·eron 'producidOs en 48 ·a 72 horas de crecimiento. 

Por otro lado, la introducción de técnicas de fermentacióit continua, d~n ·­

. tro. de la producción es un hecho de gran importacia en nuestros días. La ferme!!._ 

iaci6n en la que se logra una estabilidad por adición de mediO frc!s.co· y remo -

ci6n .de igual cantidad del ya utilizado, aa! como el control d.el. pH del:. cultivo 

proporcionan grandes perspectivas en la producción de vacunas pertussis sobre­

la base de la actividad protectora. ( 16) 

Así mismo los fermentadores que se utilizan en la producción son importan­

tes porque también de ellosc puede depender el buen o mal crecimiento de la bac­

teria, a este respecto Cameron P. y col. (7) describen el uso de fcrmentadores­

de acero inoxidable cuya ventaja es la durabilidad; experimentando con diferen­

tes ·tipos de acero y diferentes cepas, en el mejor de los casos se obtuvo una -

buena producción de B.pertussis y las vacunas hechas con estos cultivos reunie­

ron todos los requerimientos de potencial y seguridad. 

CONTROL DE CALIDAD DE LA VACUNA PERTUSSIS 

·Las pruebas de control de una vacuna son complejas debido a los serios pro 

blemas éticos, legales y logísticos, para justificar la inyecci6n en niños. 

Las vacunas de manera primaria deben presentar pruebas a nivel químico y -

biológico as{ como un control estricto a lo largo de todo el proceso de produc­

ci6n. 

Como ya se mencionó, en el Instituto Nacional de Higiene, se lleva a e abo­

la producción de la vacuna pertussis y su control de calidad. Se realiza un CO!!_ 

trol del proceso, un control químico y un control biológico en todas las etapas 

de producción. 

En el departamento de control biológico se llevan a cabo diversas pruebas­

acordes a las disposiciones establecidas por la Organización Mundial de la Sa -

lud, (29), como son la prueba de potencia, de toxicidad y de esterilidad, pri_!! 
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. ~~paÍ~ent·~.: tf~O ,d_e_.-_10·s-. piuitOs más importantes en el estudio de la vacuna es la 

-~·~~~~~n~~-ió~'-del número de microorganismos por mililitro, para lo cual se em­

p'_lean:es:tándares de opacidad. Estos estándares corresponden a diez unidades de 

-'~pa~idad:·{UOP) los cuales se asemejan a una suspensión de B.pertussis que con-

tiene BO. x 1a6 microorganismos/0.03 ml (INH). Ya que las vacunas deben cante -

.ner como máximo 20 x 109 microorganismos por dosis, son estandarizadas ajusta!!. 

-do su opacidad; para su aplicaci6n se recomienda una dosis de lml en una dilu-

ción 1:.2 de esta vacuna (6). Si bien el conteo celular por unidades de opaci-

- dad :viene a limitar otro tipo de elementos importantes, como el tamaño y forma 

celular, es un elemento práctico de medición que asegura uniformidad entre la-

boratorios sin requerir equipo especial. 

Se aplica la prueba de potencia a cada lote de producto a granel, y a ca-

da lote de producto final. En ella se compara la actividad de la vacuna con e! 

tándares internacionales para pertussis o con u estandar equivalente, derivado 

de éste, y aprobado por la OMS. Es decir, la potencia se mide comparando la -

respuesta de grupos de ratones inmunizados con diluciones ser:ladas de la vacu-

na a probar, as! como grupos de ratones inmunizados con la dilución correspon-

diente de una vacuna de referencia. Si otros parámetros, como homogenicidad de 

respuesta, paralelismo en las curvas de respuesta, letalidad y niveles de des! 

fío, son satisfactorios, se asigna un valor númerico en unidades protectoras -

en ratón. Para esta prueba se utilizan 350 a 400 ratones del mismo sexo y con-

un peso de 14 a 16 gramos; de las cuatro semanas que dura la prueba, dos son -

para inmunización y las otras dos para observación post-desafío, el cual es -

por v!a intracerebral. La cepa de B. pertussis empleada en el desafío es la -

18323. (6) 

La toxicidad de la vacuna se determina en la prueba de toxicidad en ratón 

o ganancia peso-ratón. Los ratones de 15 g son inyectados con la mitad de una-

dosis de vacuna para humano; algunas veces pierden peso en las primeras 24 -
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hciiRs poát-~noculaci6n, pero si- lo-: recuper~n se ·considerará ·que _la vacuna es ~ 
.· .. · '.-._- '.· 

t6xfca; de esta forma, s61o resulta un8: vacuna a~~xica si al final de_:_la p~ue-

'ba, que es a los.siete días despué~ de l~_illo~':'~8:c:Í._6n, hay ga,nan_cia~ ~e pe~o-­

con reSpecto a un si:upo de ratones controles -~~~ h~p.: _9·~-d~ ~~Ocula~o~_, f:16l~ ,.c;:on-. 

el diluyente y no con la vacuna. ,C6) 
. . 

La cepa de ratones es también·· un faCtor im(>or~arite."ya.ci_t:;e ·aiS~no'S no so~~ 

sensibles a la vacuna. 

Existe otro tipo de prueba para m_ed~~ la toxicidad; el ·-cual'. está'basado -

en _las. reacciones lo_cales que prciduce · 1a_ admiñiátr~~i6ri de -la v.9.cuna. Se ha e~ 

pleado la variación en el tamaño del edema producido en la pata de la rata de_! 

pué's de la inoculación, para medir reacciones locales e hipersensibilidad a la 

vacuna pertussis. Dicha reacci6n es valorada midiendo la pata afectada con un-

calibrador y comparándola con la pata opuesta del mismo animal, o bien midien-

do el desplazamiento de agua o mercurio con un manómetro, o por incisión en la 

piel de la pata y midiendo el agua tisular. Manclarck y col. (21) en 1977 em -

pleaton otro método, que consistía en inyectar las diferentes muestras de vac!!_ 

nas a los animales en diferentes tiempos, sacrificándolos después y cortando -

los miembros inferiores para pesarlos; la diferencia de peso entre las dos pa-

tas fue tomada como medida del edema. 

Así pues, una prueba de control debe ser reproducible y debe correlacio -

nar con experiencias clínicas; tales puebas deben ser directas, especHicas y-

no requerir extrapolación. 

Uno de los principales objetivos del presente estudio es precisamente el-

desarrollo de una prueba de toxicidad basada en el componente de B.pertussis -

que desarrolla una actividad biológica específica, y que se denomina factor -

promotor de leucocitosis (FPL). 
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OBJETIVOS 
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OBJETIVOS 

. . -' 

- Estudiar/1~ r~d~cc'.t~n~,L~ Í:olc°i~idad.coúl~ ~~a'acÚviclad biológica .de una -

vacuna pe~~:·;~~ ~i:1u{:~r·C''.~ .:'' >:· ~>j: ,, .. /:' .. •• 
:,, - ,._, ~.:;::'i;.'~-· :~~~~/;,.;;:-:'.:~~,_:-:. :;.-º~-· . .;,:::.- ~-e ):,:~~~i-.:-

-·&it~?r~r~:i~AVf~~Tu~1~'~i~~'l~"~~~éfüa~~~~"1~!ªiii~c~ ·)}·.la· actividad ·­

_:--~~f~:·i~~~~f··~i~~~~~ '·d~?i-~~~~~1~~;~:1'i.:~:: ··;< 
_: ~-:;~ __ :_".' __ :,~;; -, . :. 
-'E~t~tÍia¿ el efecto de la ~oncentraciÍin de cÚu:laé sobre 18 toxicidad, 

- EStudiar la cinética de la producción del factor promotor de leucocitosie -

de Bordetella pertussis. 

- Estudiar el efecto de agentes químicos sobre la destoxificacic'Sn de la vacu-

na pertussis. 
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METODOLQGIA 
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METODOLOGIA 

Por ser de particular interés en la elaboración de las vacunas anti-tosfe­

rina, es necesario llevar a cabo una investigación acerca de la toxina pertu -

ssis, así como las diferentes características de virulencia de la misma. En el­

presente .estudio se aplicó atención especial a cuatro aspectos de la toxina: La 

relación que guarda el factor promotor de leucocitosis con respecto a la toxi­

cidad, las variaciones de dicho factor con respecto a la concentración celular­

una evaluación del factor promotor de leucocitosis durante el proceso de produ_s 

ción de la vacuna pertussis y el efecto de algunos agentes qu!micos para des -

toxificar la vacuna pertussis. A continuación se describen estos aspectos: 

A, - RELACION ENTRE EL FACTOR PROMOTOR DE LEUCOCITOS IS Y LAS PRUEBAS DE TOKICI -

DAD. 

A. l. Muestras 

Se· tomaron al azar 57 muestras de vacuna pertussis al término de ln produ~ 

ción. Cada una de ellas conten!a la combinación de dos cepas clasificadas con -

los números 134 y 509. Cada muestra fue ajustada a 13 unidades de opacidnd(UOP) 

para cada prueba. 

Como algunas de las muestras evaluadas correspondían a iguales lotes, se­

llev6 a cabo una agrupación de datos de la siguiente forma: 

a) Muestras que correspond!'an a iguales lotes pero que fueron divididos en dif.!:. 

rentes garrafones, las cuales se incluyeron en los grupos numerados de 1 1 al 

11. 

b) Muestras que correspondían a iguales lotes pero que tuvieron un tratamiento­

t€rmico diferente , el cual fue desde un calentamiento hasta tres, 

Los datos fueron ordenados en forma decreciente de acuerdo al porciento de 
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gananCia d1{ pe~O pSra-Ía prueba de· toXicidad, con sus. ~orr~áp~~~ientes valores-
·;· -

d~·la- .. ~u~hc-a ieUcoc~taria, y se 'sepá.~aro~ ·en--d~~ 8,rUP~~-: ·10s t6xico-s que tuvi_! 

r~~ ~ii~ ·· g~~'anC.iit ~-e-~-pe~-~---"meri-~r al 6ÓÍ y mis· 'de: dÓ_~ mue:~eS·~··:: y los a tóxicos que­

~umplíS:n con ·c-od.ls· las ~¡~ac~erístiCas_- ~~~-ª serio·:·-· 

A~ 2. Análisis 

Se llevó ··a cabo en cada mueStra ·una~ ~va1U:aci6n rutinaria de toxicidad, as! 

como_· una evaluación del factor ·p_i-?mo~~r--~~ l~ucocitosie, de ·1a siguiente forma: 

A.2.Í. Prueba de t~xicÍ.d~d 
- ' . >. .-~--~ -'.. :.-. ' 

Se ·usaron ··raton~~:-:·~lbinos 'de la. cepa NIH con- un peso de 14 a 16 gramos. P!, 

r8 c8da_ ~º-~~t-~_8 _-_s~\~_~ie·~·tinar~D 20_. de __ estos ratOne_s !_ lo~ c~0:lee -fueron pesados e­

_i~Oc~~~~?~ -~~~-'.~9~--~§(A~:_:l~_.PFep_araC~~n. ~P~.1'. ·vra ·1n-tra_~c~itoneal, para cada ra -

t6n. 

;Ádetñfs, ª~- uti_lizó un grupo de ratones tes .. tig_os. el cual consistió de sólo­

·. ~0-·-;~i-on~~:;.~ que también fue pesado e inoculado, pero en est·e caso se inyectó -

O.Sml _de diluyente por vía intraperitoneal. 

Se llev6 a cabo un seguimiento por siete dias de estos grupos, registrando 

las variaciones en peso y su estado físico general. as! como la muerte de algún 

animal en el caso de que esto ocurriera. Al finalizar la prueba, se determinó -

la ganancia de peso de cada grupo, y se anotó como porcentaje, tomando en cuen-

ta que el .peso ganado por el grupo testigo o control correspondía al 1007.. Esto 

es se pudo hacer una valoraci6n de la toxicidad de cada vacuna determinando la-

variaci6n de peso en los ratones, ya que una vacuna tóxica causa debilidad y co 

mo consecuencia pérdida de peso. 

El criterio para determinar si una muestra es o no tóxica se define como -

sigue: una vacuna será tóxica si causa más del 5% de muertes (2 o más ratones)-

y si la ganancia de peso en porcentaje es menor al 60X una vez que la prueba -

ha finalizado. 
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A; 2 •. 2 • .:.Ac~~vi:ll:::~'~~ Factor· promotor de leucocitosis 
»:( 

·~e,us~ron'.'.'I'Íltonee albinos de la cepa INH con peso de 14 a 16 gramos, dest_! 

n~n~o·._5- r~.t~nes para cada lote a probar. Dichos ratones fueron sangrados corta_!! 

do_ la punta de la cola para obtener la sangre de la vena caudal. El sangrado e-

fectuado al día O, sirvió para determinar los valores normales que se emplearon 

como límites en las siguientes evaluaciones de la toxina pertussis. Una vez de-

terminados los valores iniciales se procedió a la inoculaci6n de 0.5 ml de mue! 

tra por vía intraperitoneal. Posteriormente se tomaron lecturas de los leucoci-

tos totales por milímetro cúbico, utilizando el hem8.tocimetro, a los 3, 5 y 7 -

d!as posteriores a la inoculaci6n. 



B.- EFECTO DE LA CONCENTRACION_.CELULAR EN LA ACTIVIDAD DE FPL. 

B. l. Muestr8.s. ' 

sé···-t~ab~j~fOn'.10.mUestras obtenidas al final de la fermentación, con un -

pH aju~ta~() :-a ·:¿':2 ~<7 .4-.Y con calentamiento a 56ºC por 25 minutos. Las mues -

tras fueron: 
.:.4 ·muestras de la cepa 509 

-3 muestras de la cepa 134 

-3 muestras de la cepa 165 

Se realizaron diluciones de cada una de las muestras, para obtener las u-

nidades de opacidad de 5 a 13, con un total de nueve diluciones por cada una ~ 

de las muestras. 

B.2. Análisis 

B.2.1. Unidades de Opacidad 

Se determinaron estas unidades (UOP) para cada una de las muestras, con -

el fin de conocer el· contenido microbiano de ellas; realizando una serie de d! 

luciones de la muestra original hasta llegar a igualar la opacidad con el es -

tandar que equlvale a 10 UOP, 

B. 2. 2. Actividad del factor promotor de leucocitos is 

Se llevó a cabo la cuenta leucocitaria en los dias 0,3,5 y 7 posteriores-

a la inocualción de 0.5 ml de cada dilución a cinco ratones por vía intraperi-

toneal ( v€ase metodología en A.2.2) 



C.- EVALUACION DE J A~;rvi~~ ~~ F:CTOR PROMOTO~ DE LEUCOCITOSIS DURANTE LA-

p~~Ou~dro~ ~E LA v~~UN~ ;E~~~~I~' ; 
C. 1. Obtenci6n de ·las mues tras 

Para el estudio se con.taran· cori. laa· :sigúientes muestras: 

- 3 lotes producidos con la ·c~pa 134 

- 5 lotes producidos con la'cepa· 165 

- 5 lotes producidos con la cepa 509 

Las muestras de vacuna de la cepa 134 se' tomaron cada cuatro o cinco ho -

ras durante el proceso de Producci6n, la 509 y la 165 se muestrearon cada 5 h~ 

ras. 

cada una de ellas fue etiquetada para su identificaci6n, indicando el :. 

t1_empo de proceso en que se tomó la muestra. 

C. 2. Destoxificación de las muestras 

Inicialmente no se consideró la destoxificaci6n de las muestras, pero al-

efectuarse la prueba del FPL, los cultivos mostraban actividad de toxina dem2 

necrótica (TDN) y FPL, que ocasionaba la muerte de los animales, por elló se -

decidió efectuar la destoxificación que consistió en: hacer un calentamiento a 

56°C durante 25 minutos, a cada una de las muestras de cada loi'e que se estu -

dió. 

C.3. Anlilisis 

Los cultivos destoxificados fueron probados para conocer su act.iviad de -

TON y FPL. 

C.3.1. Actividad de toxina dermonecrótica 

Las muestras fueron incouladas a 2 ratones lactantes de la cepa INH de -

uno a tres dias de nacidos, inyectando 0.1 ml en el lomo de los animales por-

v!a subcutánea. El período de observación fue de 24 horas. La prueba positiva 
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de actividad ·de TDN fue aqu¿lla en la que el rat~n moStro·una réacc'ión dermone­

cr6tica en el··s'itio de la inoculaci6n y-la pTueba nC:Sati\ra no mostró ésta. 

C.3.'z. Actividad del Factor promotor de leucocitosis 

Esta prueba se efectu6 como se indica en el punto A.2.2. realizando las -

·lecturas a los tiempos de O, J, 5 y 7 dias. Para el aniílisis de los datos sólo­

se.· consideró el quinto d{a, ya que por experiencias anteriores se conoce que la 

mayor leucocitosis se presenta generalmente al quinto d!a después de la inocul.! 

ción. 
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D. EFECTO DE AGENTES QUIMICOS SOBRE LA DETOXIFICACION DE LA VACUNA PERTUSSIS 

Un~ de los problemas principales en la producción de la vacuna pertussis -

es precisamente la detoxificación unida a la potencia de la misma. En esta par-

te se trató de encontrar un método químico mediante el cual se pudiera dismi -

n~ir la toxicidad del producto en comparaci6n con el método físico que actual -

mente se utiliza con este fin, 

·D.1. Muestras 

Se trab8:jó,una muest~a ( D-1 ) dividida en diferentes matraces, contenien­

do 2sO ml d~- prod~ct~--df?bfdatDente ·etiqlietados con la substancia o temperatura -

o:i. Tiátiitñiento de la muestra 

Cada muestra contenida en los matraces fue tratada con cada uno de los a -

gentes químicos y físicos de la siguiente manera: 

D.2: l. Agentes qu!micos 

a) Glutaraldeh!do al 0.25% y 0.5%: Las muestras tratadas con este agente a -

cada una de las concentraciones. se detoxificaron durante hora y media, -

eliminándose el glutaraldeh!do un vez conclu!do el tratamiento, con una -

dialisis contra agua destilada en una cámara fr!a (+2 a +B gC) durante -

24 horas. 

b) Acetona al 5%: La muestra se dctoxificó durante 18 horas, cambiandose la-

acetona cada 6 horas, el agente fue eliminado por evaporación. 

c) Beta-propiolactona a una concentración de l :4000 : La muestra se detoxi -

ficó por tres horas y el agente no fue eliminado debido a que se transfo! 

ma en productos que no afectan este análisis. 

La concentración indicada para cada caso se refiere a una concentración ,.; 

final del agente químico en cada muestra. 
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Do2.2. ·Tr8t-~Inien-t0 _te~mi_c;o 

.- ,La:·',mue~~r~· .. · fue ;·calen~ada 

·do paréi.-'1a de_~oxific~ción de esta vacuna. , 

D.3~ An~lisi~ 
'.·.:--:.;_ ·_: 

Pa~a p~~i1ar -la efectividad de' estos 

D. 2 •. se.)ea .··realÍZaron -las siguientes 

D. 3; 1. Prueba de toxicidad 

D.3.~2. Factor promotor de leucocitosis, descl"'.it~ 

···o.3;3. Toxina dermonecrótica, descrita en C.3.1. 

·D.3.4. Factor sensibilizante a la histamina (FSH) 

Se utilizaron ratones hembras de 14-16 gramos de pe~'o ~~:::~&r1:1?~s:.de_.,s-_¡)8ra ' 

. cada muestra trata da. 

La solución de histamina empleada fue una preparaci6n de un gramo de di --

fosfato de histamina disuelta en 100 ml de agua destilada. El diluente fue una 

soluci6n de cloruro de sodio al 0.85%. 

Cada ratón se inyect6 intraperitonealmente con 0.5 ml de cada muestra ex-

perimental diluida apropiadamente con solución salina. Se evaluaron paralela -

mente un testigo negativo que consistía únicamente en solución salina, y un -

testigo positivo empleando para tal caso Bordetella pertussis virulenta. La -

preparación experimental eatabü libre de toxina dermonecrótica. 

Al quinto dfa después de la inoculación, se peso a cada ratón y se desa .: 

f!o con 0.01 ml de solución de difosfato de histamina por gramo de peso, por.-

v!a intraperitoneal. 

Se registraron las muertes entre las l y 24 horas después del desafío con 

histamina y se calcul6 el porcentaje de mortalidad. Una muestra no tiene acti-

vidad sensibilizante a la histamina si no se presentan muertes después del de-

saffo. 
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RESULTADOS 



A. -.RELACION ENTRE .EL FACTOR PROMOTOR DE· LEUCOCITOSIS Y LA PRUEBA DE TOXICIDAD 

Con ~-i· objeto ,,de coriocer un parátÍletro m!s adecuado para evaluar los efec -

tos t.óXicos de la V~cuna pertussis, adem&s -de ·~a--prueba de toxicidad que actua,! 

mei:ite se emplea, se compararon los resultado~ obtenidos de 57 muestras de vacu­

'na pe~tuss~s tanto en las pruebas de toxicidad como en. el factor promotor de -

leucoé:itOS.is. 

Estos resultados se analizaron y agruparon inicialmente en dos grupos. Las 

tablas 1 y 2~ muestran estos datos. El criterio para separarlas fue el empleado 

para clasificar a una muestra como tóxica u atóxica, el cual define una muestra 

atóxica como aquella que provoca en el ratón una ganancia de peso mayor al 60%-

con respecto al grupo control y además no tiene más del 5% de mortalidad. 

Como puede observarse en la tabla I el grupo que contiene la suspensión C.!::_ 

lular sin destoxificar, tiene valores de leucocitos entre 20,000 y 77,000 leuc~ 

citos/mm
3 

en el ratón. Dentro de éstos las muertes A-7, A-LO y A-11 analizadas­

al quinto d{a mostraron valores superiores a 70,000 Leuc/mm3, disminuyendo gra!!. 

demente al séptimo d{a. 

El grupo tóxico (Tabla 2 ) , presentó mayores diferencias (entre 27,000 y -

107,000 1'eucocitos/mm3) entre la toxicidad y la leucocitosis, como lo muestra -

A-15 en la cual la ganancia de peso es muy grande, hay poca leucocitosis pero -

hay dos muertes, o la muestra A-32, en ln cual al leucocitosis es muy baja, pe-

ro la ganancia de peso no sobrepasa el 40% ni se presentaron muertes. 

Estos dos grupos correspondieron a muestras que fueron analizadas indivi -

dualmentc; sin embargo, muchas de ellas correspondían a iguales lotes ya sea -

por haberse fraccionado la muestra original en varios garrafones 1 o bien por h~ 

her dado diferente tratamiento térmico para la destoxificación. Por ello, se di 
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tabla . 1 hlactón;lntre. Todcidad 1· Leucocltoll• para al Grupo I 

. ·: ·cao _t6!dco) 

}. 

Lote -,- t %pel0-, l~n&do~<NO~ :eUertoi·, -1.S~ltad~> N~ero -d• i.U-~ocÍto~-.x(lo?r· al 
·_¿,~, . ., . , 

J _-

~·, .-.;-
;:;_; :;~iz::•---;..~::_~:' 

-~-", F-0--'-.. 

A-1 ";127;¡¡ - - -:J-ótió- conforlae 'li~o IÚ <.• ¡9;0 · 

•~z 
Í1;,9-- otio conforme 12.0 10,0 20.0 - - -16.0 

:-,,~~~ : ~·'.":',:: 
A-3 ' -c.i12;9 o/zo con fo rae u.o u.o 19._0 13.0 

---
A-4 :.~· -101;6 ltzo c:onfor11e 10.0 14.0 zz.o 19.0 

A-5. _: ss;o O/ZO confonie 13.0 61,0 56.0 51.0 

•-6 84.0 l/ZO conforme 9.0 18.0 39,0 JI.O 

.. A-1 -so.o O/ZO canfora• 11.0 52.0 12.0 42.0 

•-a 76.0 O/ZO conforme 12.0 28.0 27.0 28.0 

A-9 12.1 0/20 conforme a.o 25.0 32.0 18.0 

A-10 65·5 0/ZO con fome 10.0 41.0 77.0 32.0 

A-U 61,3 0/20 conforme 16.0 30.0 10.0 JO.O 

A•l2 61.3 O/ZO confonH 10.0 48.0 54.0 45.0 

A•IJ 60.8 O/ZO conforme 10.0 46.0 46,0 41.0 

A·l4 5s;o 0/20 conforme 11.0 JO.o 10.0 30,0 
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:T~-b1a', 
··_:¿" 

2 R~í°aiJ.&-n-'d~'-f o~!~'id~d~ y· Léh~~~Úosis' para ·el grupo 2 (t6xico) 
\: -~· _.,_'.>:-, 

:-~-.::«; 
'-;.,·2:. 

">."·;·,- ,., 

;:.,•'" 

No'. " :~: %~~~:~:~-:~l~\; ~:~~:~.;-~·~ J~~~: :·Result8do x103¡.,.3 NGmeio de Leucocitos 
ganado.::··:" ·-tes::.~-c al 'd!a 

,;:.·.; o 

AolS \ .,12~~5 / 2/20. ' t6Xico 8.0 44.0 33.0 32.0 
A-16 ·. 66,0. ·:. 2/20. tóxico 9.0 21.0 21.0 25.0 
A~l7 57.4 2/20. t6x1co 11.0 47.0 49.0 34.0 
A"l8 5S;4 2/20 tóxico ll.O 42.0 66 .o 37 ·º 
A-19 SS.O 9/20 tóxico 8.0 32.0 38.0 32.0 

.. A-20 54.1 0/20 tóxico 14.0 36.0 36.0 29.0 
A-21 52;s 0/20 t6dco IJ.O 3S.O S4.0 27.0 
Ac22 48.0 3/20 tóxico 7.0 57.0 62.0 55.0 
A~23 47.5 1/20 tóxico ll.O 55.0 77.0 40.0 
A'-24 47.0 0/20 tóxico 8.0 42.0 5S.O l7.0 
ldS 46.4 1/20 tóxico 9.0 114.0 107 .o so.o 
A-26 43.8 0/20 tóxico 7.0 36.0 45.0 37;0 
A-27 43.6 1/20 tóxico ll.O l8.0 47 .o 34.0 
A-28 40.5 2/20 tóxico 10.0 72.0 47 .0 32.0 
A-29 37.2 0/20 tóxico 9.0 46.0 71.0 57 .o 
A-30 J7.0 1/20 tóxico 8.0 40.0 SS.O 40.0 
A-31 36.3 0/20 tóxico 10.0 so.o 70.0 36.0 
A-32 3S.9 0/20 tó:x.1co 9.0 33.0 44.0 2&.0 
A-33 35.9 0/20 lú:.dco s.o 43.0 G6.0 35.0 
A-34 34.0 0/20 tú:;clco 14.0 49.G 57 .o 36.0 
A-35 :?2.S 3/20 tóxico 9.0 S3.0 63.0 Ji .o 
A-36 31.8 1/20 tóxico s.o 39.0 91.0 81.0 
A-37 28.6 2/20 tóxicc. la.O 44.0 S7 .o 40.C 
1.-38 26.5 2/20 tóxico 9.0 6l.O 76.0 47.0 
A-3S ¡s.a 1/20 Lú:;dco 12.0 70.0 ca.o 6.ú 
A-40 25.7 2/20 tú;dco 7.0 68.C ; ... o i5.0 
A-41 ~4.4 0/20 tGxico 7.0 :ió.O 71.0 73.ú 
•d2 2:;.5 U/20 tóx{~o 9.0 !?.O 91.0 39.0 
A-!tl 23.5 1/20 t.Stlco 9.0 73.C 63.0 45.0 
A-44 23 . .t 0/20 tóxico 10.0 8B.O &3.0 ~B.O 
A-45 23.0 ;120 t6xico B.O 60.0 5.:t.o :rn.c 
A-~6 19.0 1/20 t6xicc. 9.0 CJ.ú 71.0 id.O 
h-47 18.5 ono t6xico 10.0 59.0 74.0 55.0 
A-4B 18.:. 0/20 tú>.:ico> 10.0 59.0 ·74.C ~s.o 
A-49 !B.O 4/20 t6xico 9.0 65.0 S2.0 4l.O 
A-50 16.0 3/20 t&>;;i..:o 9.0 4B.O 67.0 JS.O 
A-SI J!i.O 5/20 tcíxico 6.0 J3.0 76.0 56.0 
A-52 1?.l 1/20 t5xico 7.U 64.0 79.0 7B.O 
A-S3 12.2 1/20 tóxiC.J lCl.U 59.0 77.0 63.0 
A-54 11.0 2/20 tóxico 10.0 43.0 66.0 3S.O 
A-S5 10.6 2/20 t5xi~o 10.0 74.0 54.0 37.0 
A-56 6.8 2/LO t.S:dco 12.0 63.C 66.0 68.0 
A-57 1.3 3ilU tS.dct> 10.u 9.f.O 100.0 75.0 
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·. :: ~~¡~;iei~h·: ~:~:f'a·s ·áti~~~T~·~: ::~;'.·~~·;pcJ°~·-';~~~~~-~f~~-~8 en,· 1~~~ tabla No .. - 3, corr~spondie~ 
'·-,.,'-'. 

-·- ·:--. dO·~, ési:O:if a·>tf~·: ~'iifuio· 0 ·ÍÓt:e-~Jfr4CCtón8:d'ó: ~~·_: ~á-fi.oS, 'gari.á:fone&.. Eñ la tabla No. 4 -
.,._ .. ·'-{<··.~:_;_ :,.,_.:.-_ __ .. ·:-. - ' . -_:_-:·.:,,_ .. _ - ' . ' 

.. ~ · se\,re".~.e~t-a.C~~-.· -~-ó~ &rupo-é_ qUe~.-eran:·_de' igual~. lote péro con diferente tratamien-

to .. térmico; · 

En la tabla No .. 3 puede observarse que cada grupo consta de muestras simi-

l_ares con un comportamiento muy semejante en la prueba de toxicidad y leucoci-

tesis. La figura 1 esquematiza a los grupos 11 2, 3 y 4. Estos cuatro grupos -

tienen su punto mliximo de leucocitosis al quinto d!a y sus valores disminuyen-

al séptimo. Todas ellas forman líneas casi paralelas y el grupo 4 tuvo iguales 

resultados para ambos garrafones. 

En la figura 2, los grupos 5 y 7 tienen gran similitud a los grupos ante-

rieres, pero el grupo 6 para el garraf6n 2 presentó el punto máximo al tercer-

día y siguí6 bajando en los subsiguientes. aunque el séptimo no llegó a va lo -

res normales. El grupo 6 tuvo un comportamiento totalmente contrario para los-

garrafones 1 y 2, ya que el 1 bajo al quinto d!a y volvió a subir al séptimo,-

modificando la respuesta que presentaron las muestras anteriores. La figura 3-

nos presenta al grupo 10 y 11 como muestras muy semejantes ya que en ellas, 

existe una fracción que tuvo su mlíximo al tercer día y de ahí disminuyó, con -

tráponiendose al otro garrafón en el que el máximo fué al quinto día. El grupo 

9 para los garrafones 2,3 y 4 tuvo un comportamiento paralelo, pero el garra-

fón 1 disminuyó aún mlís, al día 71 lo cual hizo que la respuesta fuera difcre!!. 

te a las anteriores. 

E!l la tabla No. 4 en donde los grupos representan iguales lotes con dife-

rente tratamiento térmico, se encuentra que algunas muestras son las mismas -

que las de la tabla anterior, ya que en algunos casos la muestra original se -

fraccionó,y recibió un sólo tratamiento térmico y luego se volvió a unir, te -

niendo para el segundo calentamiento una sola muestra. Para elimiar las varia-



diferent.ea gtupoe 

q~i; 'c:ori~s'1;~~d~ii~'~'\uíLt'~¡5;¡,;\¡,co;:}rac~i<>n~'do en varias 111ue'atraa. 

0/20 19.0 

A-2 116.9 0/20 atoxico 12.0 - -_ 10.Ó _,- - -20;0 16.0 

A-3 C(3) 112.9 0/20 atoxico 11.0 u.o 19.0 13.0 

A-4 C(4) 101.6 1/20 atoxico 10.0 14.0 22.0 19.0 

Crupo 3 

A-16 C(l) 66.0 2/20 t6xico 9.0 21.0 27 .0 2S.O 

A-S C(2) 84.0 1/20 atoxico 9.0 18.0 39.0 31.0 

A-9 C(3) 72. 7 0/20 at.oxico a.o 2S.O 32.0 18.0 

Crupo 4 

A-11 C(l) 61.3 0/20 atoxico 16.0 30.0 70.0 JO.O 

A-14 C(2) sa.o 0/20 atoxico 17.0 30.0 70.0 JO.O 

Grupo 5 

A-17 C(l) S7.4 2/20 t.6x1co 11.0 47.0 49.0 34.0 

A-20 .C(2) s4.l 0/20 t6x1co 14.0 36.0 36.0 29.0 

A-2l C(3) S2.S 0/20 t6x1co 13.0 3S.O 54.0 Z7.0 

Crupo 6 

A-18 G(l) ss.4 2/20 t.óxico 11.0 42.0 66.0 37 .0 

A-28 G(2) 40.S 2/20 t6x1co 10.0 72.0 47 .0 J2.0 

Grupo 1 

A-23 G(l) 47.S 1/20 t.6x1co 11.0 SS.O 72.0 40.0 

A-27 C(2) 43.6 1/20 tóxico 11.0 38.0 47.0 34.0 

A-3S C(l) 32.5 3/20 tódco 9.0 S3.0 63.0 37.0 
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Tabla 3 • ldac1Óa entra Todcidad "I Leucocitod1 pu;a dthnntu grupos 

que 'corrupondan a un ailmo Lote fraccioaado en varias muutraa 

(Continuacid'n) 

Kueati-al: %pe10 :sanado No. cruerto1 Ruultedo HGaero d1 Leucocito• (103)¡..,.3 

por d!a.: 

o 3 

Crupo 8 

:0.~44 i:c1) 2];4 0120 t6xico 10.0 88.0 83.0 98,Q 

A-53 C(2) 12.2 1120 t6dco 10.0 59.0 n.o 63.0 

Crupo-9 

A-38 _ C(I) - -26.S 2(20 t6xico 9.0 62.0 76.0 47.0 

A-52 C(2) 12.S 1120 tlSxico 1.0 64.0 79.0 78.0 

A-40 c(l) 25.7 2120 t6dco 1.0 68.0 74.0 75.0 

A-'1 C(4) 24.4 0(20 t6dco 1.0 56.b 7l.O n.o 
Grupo lO 

A-42 C(I) 23.S 0120 t6xico 9.0 59.0 91.0 39.0 

A-43 C(2) 23.5 1(20 t6x1co 9.0 73.0 6).0 45.0 

Crupo 11 

A-O C(I) 23.0 3(20 t6dco 8.0 57.0 52.0 Je.o 
A-SO C(2) 16,Q 3(20 t6xico 9.0 48.0 67.0 JS,0 

C(J) • C(2) 1 G ()) Corrnponden 11 los gnrafonee 1, 2 7 l en que se fraccionó la 

1ruutra ortgind y que fueron evaluados por separado. 
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Figura 1. Leucocitos producida en ratones inoculados con la Vacuna pertussis. Los 

gd'.ficoa corresponden a muestras, de un sz:iamo lote, que fueron fraccio­

nados en diferentes garrafones. 

l y 3 son muestras separadas en uno (o). dos (•) y tres (o) garrafones¡ 

4 •61o en dos, y 2 hnta en cuatro (•) fracc.iones. 

Garraf6n l (•), garrafon 2 (.a)• garraf6n J (•), garraf~n 4 (o). 
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Figura 2. Leucocitosia producida en ratones inoculados con la vacuna pertuasta. 

Lo• gr5f1cos corresponden a muestras. de un atsmo lote, que fue:r:ou -
fraccionadas en diferente.a garrafone•. · 
(5) y (7) son muestras sepan.das en uno (o), dos (A), y trea(•)garra 
fonea; (6) y (8) a61o •e npartieron en doa. -
Carraf6n 1 (a), garraf6n 2 (&.), garraf6a 3 (•), garraf6n 4 (•). 
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Figura 3. Leucocitosla producida en ratones inocul.adoa con la va.cuna pertusals. 

Lo• gr&ficoa corresponden a muestras, de un mismo lote. que fueron 
fraccionados en diferente• garrafones. 
(10) "! (11) aon muestras separadas en uno ('ll) y doa (•) garrafoneu. 
(9) H repart16 adeúa en crea (•) y basca cuatro (o) garrafoa.es. 
GarrafGn L (o), garraf6n 2 (4). garnf6n 3 (•), gaz:raf6n 4(o). 
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Tabla 4. llelac16n entre Todcidad '/ Leucocltoals para dihtentes grupos 

q,ue correapondcn.• lguale1 Lotea coa diluente tratamiento tl!, 

•leo. 

Huutra I trat. lpuo g•n,!. Ko,autrtot lluultado NGm.ero de Leucoclcos 003>1 ... 3 

termtco do por día: 

Grupo a 

A-3• J4,0 0/20 t6xico 14.0 49.Q 57 .o J6.0 

A-37 28,6 2/20 c6xico 10.0 u.o 57.0 40.0 

A-26 o.e 0/20 t6x1co 1.0 J6,0 45.0 Je.o 

X: J5,5 1/20 t6x1co 10.0 4J.O 53,0 JB.0 

Grupo b 

A-JO J7,0 0/20 t6dco 9.0 40.0 55.0 "º·º 
A-24 do1 47.0 0/20 ti'Sxico e.o 42.0 55.0 37.0 

A-19 cna 55,0 9/20 t6:dco e.o 32.0 38.0 n.o 
Grupo e 

'!-46 19,0 1/20 t6:dco 9.0 63.0 71.0 78.0 

A-22 do1 48.0 J/20 t6dco 7.0 57 .0 62.0 55.0 

Grupo d 

A-44 uno 23,4 0/20 tc'Sxico 10,0 ea.o BJ.O 98,0 

A-53 12.2 1/20 t6'xico 10.0 59.Q 77.0 6J.O 
¡ uno 17,B 1/20 t6dco 10.0 73.0 80.0 81.0 

A•23 do• 47.5 1/20 t6xlco 11.0 55.0 n.o 40.0 

A-27 do1 43,6 1/20 t6xtco 11.0 Je.o 47,0 34.0 

A-35 do1 32.5 l/20 t6xlco 9.0 53.0 64.0 J7.0 

X: do1 41.2 2/20 c6xico 11.0 49.0 63.0 37.D 

Grupo e 

A-5"7 l,B J/20 t6xico 10.0 94.Q 100.0 75.0 

A-25 dos 46,4 1/20 t6xtco 9.0 114.0 107.0 80.0 
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TabÍ&._4. Relacion entre todcldad y Leucocltoaia para diCerentn grupos 

que couesponden a lgualu Lotes con dlfe:reate tratamiento tE!. 

mico. 
(Continuaci6n) 

Kuutu ltrat. :Zpuo gana- No. muerto• Resultado NGalero de Leucoclto110o3
)/mm

3 

tlrmlco do. por d{a: 

0/20 t6xlco 10.0 S9.0 74,0 SS.O 

0/20 t.6dco 10.0 4~.o 71.0 si.o 

ú20 t6xico 12.0 63.0 66.0 67.0 

0/20 t6xtco 10.0 so.o 70.0 36.0 

2/20 t6xico 10.0 43.0 6S.O 35.0 

0/20 t6dco 9.0 33.0 44.0 28.0 

0/20 t6xico 14.0 43.0 66.0 3S.O 

0/20 t6dco 11.0 38.0 55.0 32.0 

l 1 Proaedio d& m.uaatraa repartid.u en dihnntn gnrafon•• que 

reclbUron el •h•o tratamhnto tErwtco 
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ciÓneS de. eStOs diferentes garrafones se hizo un promedio de los valores de 

. aqUei.1as· mueBtras que hubiesen recibido el mismo número de calentamientos. 

Las· figuras 4 y 5 esquematizan estos lotes que fueron estudiados cuando t~ 

nían· un solo tratamiento térmico, cuando fueron calentados por segunda vez y, a 

veces, cuando se intentó la destoxificaci6n con un tercer calentamiento. 

En la figura 4 se puede observar como los grupos: a,c y d demuestran que-

un segundo calentamiento disminuye grandemente la leucocitosis y por lo tanto -

la .toxicidad. El grupo b, es muy interesante, ya que al recibir un segundo ca -

lentamiento la toxicidad pennaneci6 casi sin cambio, y requirió de un tercer C! 

lentamiento para disminuir y demostrar como este tratamiento si abate la toxic:!, 

dad, 

En la figura 5 para el grupo e, se muestra que lo anterior no se presenta-

en todos loe casos ya que después de calentar, la leucocitosie se incrementó, -

además de que los valores es t5n muy por encima del valor basal que es de 9 1 000-

. 3 
a 11, 000 cel/mm • Los grupos f, g y h siguieron la pauta de los anteriores mo!!_ 

tran~o una leucocitosia menos marcada después del calentamiento. 

Cabe mencionar que las muestras con alta leucocitosis inicial, diffcilmen-

te disminuyer5n sus valores aún con el calentamiento, como lo es el grupo e, c, 

f y g que aunque mostraron un decremento con el segundo calentamiento sus valo­

res siempre estuvieron por encima de 40,000 cel/mm3 y no disminuyeron a menos -

de 30,000 cél/mm3 al séptimo d!'a, por lo que la leucocitosis se prolongó mucho-

más que en grupos como el h 1 a y b en que los valores subieron poco, mant.enien-

do una curva menos pronunciada. 
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Figura 4. Leucocitosia producida en ratonea inoculados con la vacuna pertusaia. 

Los gl'ificos corresponden a muestras que han r~cibido diferente tra­
c;uaiento ténico. 
(a), (b)y (d) son muestras que recibieron uno (-) y dos (-) trata 
mientas térmicos; y (b), es una muestra que tccibi& hasta tru ( ..• ) 
trataaúentos tétllllcos. 
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Figura 5. Leucocitosia producida en ratones inoculados con la vacuna pl'lrtuaals. 

Los gr&ficos cortcsponden a muestras que han recibido diferentes tra . 
tamientos tér:micoa. -
(e)• (f), (g) y (h) son muestras que recibieron uno (--) y doi(-) 
trataaientoa térm!coa. 
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B; EFECTO DE LA CONCENTRACION CELULAR EN LA.ACTIVID,\pjDEL FACTOR PROMOTOR DE -

LEUCOCITOSIS, 

Para poder demostrar el efecto de la concentración celular sobre la acti -

v~dad del· factor promotor de leucocitos is, se trabajaron 11 muestras obtenidas-

al final de la fermentación, a las cuales se les determinaron las unidades de .2. 

pacidad para conocer el número de microorganismos contenidos en las mismas y p~ 

dcr variar la concentración mediante diluciones, conforme nuestras necesidades-

as! lo requirieran. Las unidades de opacidad obtenidas para cada muestras fue -

ron las siguientes: 

TABLA 5 

CEPA OPACIDAD 
:-;e (UOP/ml) 

¡. "~ -

;,:.:-
0f,", .. jf;5 140 

.. B•2. ·· · i6s·• 330 

B"3. 165 280 

B-4 134 370 

B-5 134 410 

l!-L 134 240 

B-7 509 220 

B-8 509 240 

B-9 509 180 

B-10 509 310 

B-11 509 430 

Con cada muestra se realizaron una serie de diluciones para obtener canee!!. 

traciones celulares que variaban desde 5 UOP hasta 13 UOP para determinar el nú 
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mt?ro de .leucocitos a los días 3, 5 y después de inocular. Los resultados obte-

nidos fueron agrupados de acuerdo a la cepa de cada muestra ( cepas 165, 134 y -

509) y se encuentran en las tablas 6, 7 y 8 respectivamente. 

Las tablas nos muestran las variaciones en el número de leucocitos conforme 

variaba la concentraci6n celular, comparados con el valor normal de leucocitos -

en rat6n que fue de 9.0 a 11.0 x 103 celulas/mm3 • 

Asi mismo, se observ6 claramente la actividad que tiene el FPL en el ratón; 

en general aumento el número de leucocitos al tercer d!a, alcanzando el punto -

máximo al quinto d!a, para ,finalmente disminuir al séptimo día (figuras 6 y 11). 

Si an4lizamos las figuras que ilustran algunos de los resultados, podemos -

observar lo siguiente: 

Los puntos máximos del número de leucocitos se alcanzaron en general a las-

concentraciones de 12 y 13 UOP, mientras que los más bajos fueron a 5 y 6 UOP. -

B-1 , B-2, B-4, B-5, B-6, B-7, B-11 ). 

· Hubo algunas muestras que tuvieron su punto máximo de lcücocitosis al ter -

cer día. disminuyendo al quinto d!a y aún más al séptimo, tal es el caso de 8-2, 

(figura 7), B-5 (figura 9) y B-10. 

También se encontraron muestras en las cuales los valores de leucocitosis -

no disminuyeron ni aún al séptimo día como se observa en los valores de B-8. 

Algunas de las muestras tuvieron valores menores de 60.0 x to3 Leuc/mm3 aún 

a 13 UOP, tal es el caso de B-1 ( figura 6), B-2 ( figura 7) y B-3 de la cepa -

165, B-6 de la cepa 134 y B-8, B-9 y B-10 de la cepa 509 (figura 12). 

Si comparamos el número de leucocitos producidos por cada cepa a una canee!!. 

tración celular dada, encontramos lo siguiente: 

A 5 UOP la respuesta de la cepa 509 y 165 fue menor de 32.0 x 1031eucocitos 

/mm
3 

mientras que la suspenci6n de la cepa 134 fué mayor que este válor: (fig~ra-

13). 



B-J 5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12· 

. fJ 

40.0 
46.0 
46.0 

22.0 
22.0 
21.0 
21.0 
20.0 
20.0 
20.0 
20.0 
2l,0 

27.0 
n.o 
JI.O 
J9.0 
J7,0 
47.0 
34.0 
44.0 
46.0 

19.0 
21.0 
21.0 
13.0 
28.0 
14.0 
20.0 
17.0 
14.0 

'thí11ero normal de Leucocitos en rat6n: 9.0- 11.0 x to3tratA3 

28.0 
25~0 
28.0 
24.0 
25.0 
33.0 
32.0 
JO.O 
34.0 

22.0 
28.0 
J2,0 
34.0 
33,0 
37.0 
36.0 
39.0 
36.0 

18.0 
20.0 
20.0 
19.0 
17.0 
18.0 
20.0 
2l.O 
19.0 



B-5 

11-6 

Tabla 7 .. · Ef~~~d· j~~-~i;·~~~,~-~~~~-~·i~~-·~~i~Í~r lobre la actividad del 
; fa~Cor ··P~·omot~i:~'d~'t'~eu~cfé'itos'ia _de· Bordetella pertussie 

cepa Jj4~: .:O\·? •.·-I: ... '"·~~:·; ';~~~-~---. 
-·: '.· .~ .:. ·._-_:,._~i __ '. __ ._i_~-~~- -._.'.:_},',::,_~.- _::_,,_-_~_;__·_~--.·-~_f_-.,).. _;;~~~;:~·;\ ~.;1L,. ,_ ._·.·,;, --

, . J::~-·.{l·· ;--.. ,.:~-- ' 
_-·~·;;;:'; -,;~;>· ,/\;i ",c;"'1.''.'-: -·"'.::.o.f'.~ 

::.op·a~i~ad ·.'..:'~~( ~:::~ N~ero de Leucocitos x(lo3
)f rnm3 a los días: 

;:iuóÚ~Ú c .. ·.:_-_=_· .. -.J'_•_.-_:.:_:_;_L_ ·_:<· 3 i .e 
---~'.''.¡!~= - ' •' 

:5f --
<f' 

·-a-:;:.:-'• 
9 -

'10 
u._ 
12 

13 ·--

s 
6 
7 
8 
9 

lO 
u .. 
12. 
13 

s 
6 

-7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 

59.0 
55.0 
61.0 
70.0 
62.0 
76.0 
70.0 
62.0 
75.0 

38.0 
27 .o 
30.0 
60.0 
61.0 
57.0 
46.0 
55.0 
62.0 

27.0 
30.0 
JO.O 
36.0 
36.0 
35,0 
36.0 
33.0 
38.0 

44.0 
37.0 
25.0 
45.0 
54.0 
61.0 
82,0 
95.0 (3) 

110.0 (3) 

23.0 
33.0 
25.0 
64.0 (J) 
41.0 (4) 
40.0 
42.0 
49.0 
61.0 (4) 

17.0 
21.0 
26.0 
JO.O 
32.0 
35.0 
34.0 
41.0 
36.0 

J8.0 
33.0 
39.0 
JI.O 
J9.0 
42.0 
46.0 (4) 
47.0 (3) 
68.0 (2) 

23.0 
30.0 
27.0 
JI.O (J) 
27.0 (4) 
JO.O 
27.0 
28.0 
38.0 (4) 

29.0 
22.0 
35.0 
34.0 
29.0 
34.0 
35.0 
36.0 
44.0 

Nota: Los nGmeros que se encuentran. entre: el paréntesis indican el nGmero 
de ratones aobrevivientea de un total de 5. 

Húmero nonLB1 de Leucocitos en rat6o: 9.0 - U.O x io3/1111l13 



B-1 

B-8 

B-9 

Tabla·,, 8 '• ,. Ef~~~;· ~~~~i~'.·.~~~~~~·~~,~~~~¿~: cel~lar·~:so,,re ~l~·:·aCtiyidad del 

. :·!.:::.~acto·~: PJ:.o'mO~~r·. ~~ ;,'l.euCO'~:ito.StS ~e:·" eOrd~i:eiia pertussb 
<·.c~p{~~·o.9~;:~:: --· :·' , -· -".~' . , , ' 

1 ~ 

24.0 
JZ.O 
26.0 
4S.O 
JJ.O 
J9.0 
JB.O 

(4) 6S.O (2) 
(3) so.o (J) 

s l7.0 22.0 21.0 
~ 6 18.0 23.0 ZJ.O 
1 19.0 21.0 22.0 
8 20.0 19.0 21.0 
9 20.0 22.0 22.0 

10 11.0 19.0 ZJ.O 
11 19.0 21.0 22.0 
12 11.0 21.0 2s.o 
13 21.0 21.0 24.0 

s 19.0 31.0 26.0 
6 19.0 31.0 21.0 
7 22.0 36.0 20.0 
8 18.0 3J.O 20.0 
9 22.0 38.0 24.0 

10 21.0 41.0 23.0 
11 19.0 41.0 24.0 
12 26.0 36.0 22.0 
13 23.0 51.0 22.0 

Nota: Lo1 números que se encuentran en el paréntesis indica.o el número 
de ratones sobrevivientes de un total de 5. 

Número normal de Leucocitos en rat6a: 9.0 - 11.0 x t03/'llltA3 
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tabla 8. Efecto de la concentraci6n celular sobre la actividd del 

factor promotor de leucocitoala de Bordetella pertussis 

cepa 509. 

ce o n t i n u a e i ""o Q ) 

Hueatra Opacidad 

(UOP/ml) 

ffGmeco de leucocitos x(l03)/mm3 ~ loa d{H: 

B-10 

B-11 

5 
6 
7 
8 
9 

10 
lL 
12 
13 ''. -

·u::•·· 
~'.;{=~' 

<e~::,:~:' 

, ... '<' -:.--_-

26.0 
]J,0 
29.0 
37.0 

_ .. 31,0 
35.0 

' 47.0 
. JI.O 
c·43,o :·· 

44.0 
>54,0 
'55.0 
.o.o 
-69.0 

75.0 
71.0 
57.0 
86.0 

24.0 
13.0 
23.0 
26.0 
32.0 
32.0 
31.0 
30.o 
31.0 

26.0 
45.0 
62.0 
68.0 
63.0 
84.0 
68,0 
68.0 

126.0 

Númer~ no~~l·di:>•~c~~ito_1 •.o rac6n: 9.0 - 11.0 x 103¡..,.3 

21.0 
27.0 
21.0 
30.0 
22.0 
21.0 
22.0 
25.0 
26.0 

34.0 
42.0 
46.0 
31.0 
45.0 
52.0 
63.0 
63.0 

100.0 
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Figura 6. Leucoc1tos1s producida en ratones inoculados con Vacuna 
pertussis (muestra B-1) cepa 165 a diferentes concentra­
cionu celulares. 

•-•5 UOP 
..._,6 UOP 
•-•7 UOP 

o-• 8 UOP 
.,._1.9 UOP 
a-o¡o UOP 

f.-t-11 UOP 
Jr-Jl'l2 UOP 
ll-tl.lJ UOP 

Número normal. de leucocitos en rat6n! 9.0- U.O x(l03)/-.3 
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d .• 

Tiempo en día.a 

Figura 7. Leucocitos is producoda en ratones inoculados con vacuna 
pertussis (muestra B-2) cepa 165 a diferentes concent.ra 
clones celulares. -

•-s UOP 
.i-45 UOP 
•-•7 OOP 

o-o 8 UOP 
t.--.6. 9 UOP 
11-a10 UOP 

+-+ 11 UOP 
~->< 12 UOP 
•-*-13 UOP 

Número normal de leucocitos en rat6n es de 9.0 -11.0 x(L03
)/=4

3 
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Tiempo en d{as 

Figura 8. Leucocitosis producida en ratones inoculados con Vacuna 
pertussia (muestra B-4) cepa 134 a diferentes concentrac12, 
nea celulares • 

.,_.. S UOP ._o 8 UOP +-+ 11 UOP 
A--6 6 UOP A-a.. 9 UOP X-1'- 12 UOP 
•-•7 UOP a-a10 OOP ---13 UOP. 

NGmcro de Leucocitoe nonaal en rat6n: 9.0 - 11.0 x(lo3)/mm.3 
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Tiempo en d!aa 

Figura 9 • Leucocitosis producida en ratones inoculados con va.cuna 
pertuaui& ( muestra B-5) cepa 134 0 a diferentes concentr!!_ 
cianea celularea. 

•-·• 5 UOP 
.. _,6 UOP 
w-17 UOP 

e-o 8 UOP 
~-.1.9uoe 

u- ato UOP 

4-tllUOP 
X-x 12 UOP 
... _.13 UOP 

Número nona.al de Leucocitos en rac6n: ea de 9.0 - ll.O x(l03)/mm3 
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Tiempo en días 

Figura 10. Leucocitosis producida en ratones inoculados con vacuna 
pertussiG (ouestra B-7) cepa 509 a diferentes concentra­
ciones celulares. 

- S UOP o-• 8 UOP -4-.+ 11 UOP 
•-'-6UOP lo.-A.9UOP ~-.,,.lZUOP 

ll¿:: !o~l de leu::~!~.º~! rat6n: 9.0-:-~~~0U~~lo3)/-.3 
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Tiempo en días. 

Figura 11. Leucocitoais producida en ratones inoculados con vacuna. 
pertus&is (muestra B-(11) cepa 509 a diferentes concentra-
ciones celulares. · 

•-• 5 UOP 0 -
0 8 UOP ,,__.+ 11 UOP 

'-~6UOP .,_.,9UOP 1t-11.12UOP 
•-•1 UOP u-1110 UOP •-c-lJ UOP 

NG:mero normal de le.ucocicos en rat6n: 9.0 -11 .. 0 xOa3)/mnil 
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Figura· 12. Leucocitosia producida en ratones inoculados con Vacuna 

pertuasis (muestra S-11) cepa 509 a diferentes cooceotr:!._ 

ciones celulares. 

-.-4 5 UOP. 

,,_., 6 UOP • 

8 UOP. 

A-> 9 UOP. 

+-+ 11 UOP. 

,._,. 12 UOP. 

._. 7 UOP. rs---CI 10 UOP. ,..._.. 13 UOP. 

HGm.ero de LcucocÍtos not'ln<ll en rat6n es de 9.0 a lLO x(l03)/mm3 
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Figura 13. 

Cepa 509 Cepa 165 

...•... ~M 

~-7 

Tiempo en dias 

Leucocitollie producida en ratonu inoculados con muestras de Vacuna pertussis de los ·cepas 134, 509 
y 165 a una concentrac:16n celular de S UOP. 

NG111ero normal de Leucocitos • 9-~103)/ mm
3 
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A 7 UOP el nGmero de leucocitos entre la cepa 134 y 509 fué muy similar, -

valores arr:i.lia de 32.0 x 103 leucocitos/mm3 pero inferiores a 70.0 x 103 leuco­

Cicos/o:lm.3 dando una respuesta muy irregular mientras que la cepa 165 se encon -

tr6 aGn por debajo de 32.0 x 103 leucocitos/mm3 (figura 14). 

A 9 UOP la cepa 134 y 509 siguieron el comportamiento observado a 7 UOP -

pero la respuesta se notó más definida, mientras que para la cepa 134 el punto-

máximo lo alcanzó al tercer d!a para disminuirlo al quinto día y aún más al sé.e. 

timo d1'.a, en la cepa 509 se observó que la actividad de FPL aumentó al tercer -

d!at alcanzando ún punto máxirño al quinto y disminuyendo al séptimo, al igual -

que en la cepa 165 pero en menor grado ( es decir, por debajo de 37 .O x 103 Le~ 

cocitos/mm3 , (figura 15). 

A ll UOP la cepa 134 y 509 rebasaron los valores de 70.0 x 1031eucocitos/­

rmn3 mientras que la cepa 165 no paso de los 40.0 x 103 leucoc.itps/mm3• La res -

puesta de la cepa 509 se mantuvo igual y la de la cepa 134 se empezó a compor -

tar de forma similar (figura 16). 

A 13 UOP las cepas 509 134 alcanzaron valores superiores a los 110. O x -

10
3 

leucocitos/mm
3 

mientras que la cepa 165 apenas rebasó los 45.0 x 10
3 

leuco­

citos/mm3 pero en ningún caso fueron mayores a SO.O x 103 leucocitos/mm
3

• La -

respuesta de las tres fué semejante ( figura 17). 
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Figura 14. Leucocitosia producida en ratones inoculado111 con muestras de Ve.cuna pertusais de las cepas 134, 509 y 
165 a una c:oncentrac16n celular de 1 UOP. 

Número normal de Leuc:ocitoa en rat6'n • 9 .. 11 (xl03 ) / mm
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Figura 15 Leucocitoeis producida en ratones inoculados con muestras de vacuna. pertussis de las cepas 134,509 y 
165 a una concentrac16n celular de 9 UOP. 

HGmero normal de Leucocitos en rat6n • 9-11 (xt0
3

)fmt:1
3 

.... 
!:;, 



90 

.... 80 

:::::10 
"b 
:E,60 . 
~ 50 

t: 40 
:i 
~30 
e ,g 20 

"' 
10 

Copa 134 Cepa 165 

tiempo en diaa 

Figura 16. Leucocitoaia producida en ratones inoculados con mueetras de vacuna pertussis de las cepas 134,509 y 
165 a una concentracion celular de 11 UOP. 
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Figura 17. Leucocitoais producida en t'atonea t-noculadoa con muestras de Vacuna pertussts de las cepas 134,509 
y 165 a una concentraci6n celular de 13 UOP, 
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C.- EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DEL FACTOR PROMOTOR DE .'LEUCOCITOS IS DURANTE LA -

PRODUCClON DE LA VACUNA PERTUSSIS. 

En cuanto al .seguimiento de producción de la- actividad de FPL se obtuvié. -

ron los siguientes resultados: 

Primeramente mediante una reacción dermonecrótica en el lomo de los anima­

les se observó la actividad de la tóxina que para 'la cepa 134, 509 y 165 se ob­

tuvieron resultados similares, ya que los 13 lotes trabajados dieron reacción -

positiva para muestras no detoxificadas, lo cual podemos constatar observando -

la tabla 9, las muestras nd determinadas se debieron a falta de material bioló­

gico. 

La actividad de FPL a diferentes tiempos de proceso fue comparada al quin­

to d!a después de inoculados los animales, observando que la cepa 134 presentó­

una elevación máxima a las 10 horas, con un comportamiento similar para dos de­

los lotes trabajados y un comportamiento ligeramente diferente para un tercer -

lote, ya que las primeras muestras no se evaluaron por estar contaminadas, esto 

se puede observar en la figura 18 y en la tabla 10, así mismo podemos observar­

que el comportamiento fue más drástico en comparación con las otras cepas trab~ 

jadas. 

Para la cepa 509 se observó unn respuesta más constante en los 5 lotes tr_! 

bajados, y como podemos observar en ln figura 19 y ln tabla 11 hay una maXima !:. 

levación en un rango de 30 a 35 horas, para tres de los lotes trabajados con -

dos excepciones en lotes de la cepa 509 que nunca sufrieron una elevación signi 

ficativa, y todos los valores durante el proceso se mantienen muy cercanos en -

tre si. 

Respecto a la cepa 165, ésta mostró un comportamiento variable aunque en -

general se observó una máxima leucocitosis para tres lotes trabajados a las 35-

horas del proceso. En este caso dos de los lotes de la cepa ló5 mostraron un -



TABLA 9 Actividad de TDN dunnte el proceso de producc16n 
de Vacuna pertuUie utilizando lotes con y sin tt! 
tamiento t(rmico do capas 134.509 y 165. 

Cepa Lota Tratamiento Tiempo del proceso en horas 
cirmico 10 15 20 25 30 35 40 45 

134 C-1 no + + + + + + + + + 
si 

_C-2 _ no + + + + + + + + + 
ai 

C-3 no + + + + + + + + 
ai 

~ 

509 - C•4 + + + + + 
.... 

+ + + + e -
c-5 no ... d • cermino 

+ + + + + + + 

c-1 • .. "d • termino 

--
165 C-9 + + + + + + 

·e-u no +· + + + + ·+ + + 
si 

c-12 no +. + + + + + + 
------s1 

c-1~. no + + + + + + + + 
li no • . d • termino 



Tabla 10 Actividad d• FPL durante el proceso de producci6n 
d1 Vacuna Pertuuta con la Cepa 131., 

Loto Ha11no d• L1ucocitoa (103) /•3 al quinto dh inductdoa por la cepa 134 a dihrentu 
tiempo• d1 procuo •n horaa. 

10 ll 

C-1 ND ND ND ND 

c-2 18.0 19.0 32.0 17.0 

C-3 24.0 23.0 29.0 26.0 

HGmaro nonial de Leucocito1 en rac.Sn 9-11 (103)/mm3 

tm• No u determino 

20 25 30 35 40 

NO 39.0 42,0 u.o 32.0 

16.0 17.0 16.0 17.0 ll.O 

26.0 24.0 20.0 21.0 23.0 

... 
~ 

C.:"'..:1 
irc··. ···-i 

1 ..... ~ 

'V ... ,:; 
:-t..;~ 
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Figura 18 Leucoc1Co11e producida en rat6n al quinto d!a. durante el procuo de producd6n de Vacuna 
pertuasis con la Cepa 134. 
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·Tabla ll Actividad de FPL duuntt el procuo de producci6n 
de Va cuña pertuuh con la cepa 509, 

--Lau HGmuo de L1ucocitoa(xl03)/ca3 al quinto d!a. inducidos por la c.pa S09 a diht•!!, 
tH titmpo1 da proceao an hora a. 

o 5 10 IS 20 25 JO JS 40 45 

c-4 10,0 ND KD KD 12.0 24.0 38,0 49,0 54,0 

~ 
c-s 28.0 21.0 22.0 

C-6 24.o 21.0 20.0. 

c-7 SS.O ND 80.0 65.0 60.o 

C-8 2s.o 22.0 27.D 2s.o 28.0 28.0 36.0 37.0 2s.o 23.0 

HGmuo normal da Leucocitoa en ratón da 9 a 11 (x!0
3
)/ "" 

J 

ND• No u dateraind 
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Figura 19 Leucocitoaia producida en raton al quinto día, durante el proceso de producc16n de Vacuna 
pertuasil con la Cepa 509. 
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comportamiento diferente al anteriormente señalado, ya que al igual de lo que­

pasa con los lotes de las cepas 509 • éstos también amntuvieron valores muy si­

milares durante todo el proceso, y no mostraron elevación significativa en nin 

gGn tiempo. (Tabla 12 y Figura 20). 

Durante el muestreo y trabajo con material biol6gico la cepa 509 fue la -

que dió mejores resultadós; la 134 ºtuvo efectos m~s drásticos al inicio y des­

pués se mantuvo estable; y la 165 tuvo diversos comportamientos entre los mis­

mos lotes, ya que algunas veces mostró buenos resultados y en otras, estos fu.!:, 

ron desiguales y con poca consistencia. 
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Figura 20 Lcucocitoli• producida •n rat6n al quinto día, durante el proceso de producci6n de Vacuna 
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D. EFECTO DE AGENTES QUIMICOS SOBRE AL ,DETOXIFICACION DE LA .VACUNA PERTUSSIS 

Con.· respect~ a .18. d~toxifica~ión dé vacuna ·pertussis celular por m~todos­

químÍcos, se probar6n ·var~os agen.t~s y se· ~va1U6 la .actividad del factor prom~ 

tor de leucocitosis (FPL), factor sensibilizante a la histamina (FSH), toxina-

dermonecrótica {TON) y la prueba de toxicidad. Además, se probó el tratamiento 

térmico a 56°C por 30 minutos. para compararlo con los anteriores. 

Loe agentes qu!micos utilizados fueron el glutaraldeh!do a concentracio­

nes de 0.25% y Oe5%, la acetona y la beta-propiolactona, que en ln sección D-

de metodología se indica corno fueron aplicadas. 

La actividad de FPL fué mayor en la primera muestra tratada con beta-pro­

piolactona presentando una leucocitosos máxima de 146.0 x 10
3 

celulas/mm
3 

al -

quinto día, donde hubo hasta tres muertos 1 seguida por la acetona con 2 muer -

tes y 83.0 x 103células/mm3 de leucocitosis máxima, el tratamiento térmico tu-· 

vo su máximo a 64.0 x 103 células/mm3 con 1 muerto. Estos valores aunque meno-

res a la muestra que no tuvo tratamiento 1 estuvieron muy por encima al de loe-

testigos tratados con solución salina isot6nica con valores de 10.0 a 12.0 x -

103 cé'lulas/mm3 • El glutaraldehl'.do mostró valores comparables a los testigos -

con una leucocitosis máxima de 17.0 x 103 células/mm.3 a la menor concentración 

de 0.25%. (tabla 13). 

En la evaluación de la actividad de FSH las muestras tratadas con glutar-

aldehído a ambas concentraciones no mostrarón actividad del FSH ya que no hubo 

sensibilización a la histflmina tal como sucede en el testigo negativo, que fué 

el diluente usando para preparar las suspensiones. Le siguieron en este orden 

el tratamiento térmico, la acetona y la bcta-propiolactona. Esta última tuvo -

los mismos resultados que las muestras sin tratamiento (tabla 14). 

Para la prueba de toxicidad (tabla 15) y actividad de TDN (tabla 16), las 

únicas atáxicas fueron las tratadas con las dos concentraciones de glutaralde-
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h{do al igual que no presentaron actividad de TDN, las demás muestras tratadas 

con acetona, beta-propiolactoha y tratamiento térmico, fueron t6xicas y prese!!_ 

taran actividad de TON. 
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tabla 13. Efecto de la dHtoxifte1ci6n d• 1g1ntH qu[11lco1 10-
bn ·l• Actividad de FPL, en un lote de Vacuna Pertuast•. 

Trat.á11tento 

CtUtafaldeh{do 0.25% 

Glutaraldeh!do 0.5% 

Acetona 

B-Proplolactona 

T'ndco (56•c!Jo•) 

Sin tratamiento 

(Soluci6n salina -

i.lot6nica) 

Númno de Leucocitoa X( 103) a difen.ntu 
dlaa de Lectura. 

10.0 -. 13.0 11.0 

10.0 

10.0 

10.0 

10.0 

10;0 

10.0 

• En el parlntub ae indica el número de ratonu muerto• en el, 

tiempo indicado. 
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T•bh 14. Eta~to de la dutox1Ucaci6n de 11sentes quíc.tcos r:obre 

h actividad da FSH eo un lote de Vacuna pertuute. 

Tratamiento 

Clutafaldeh!do O. Z.5% 

Clutullldeh{do 0 • .5% 

Acetona 

B-Propiolacton.s 

Tfndco (56•CIJ0 1 ) 

Sin tratamiento 

(-) 

(+) 

Relac16n de muerto1/núzero de ra­

tones trabajados. 

º'' 
0/5 

l/5 

4/5 

1/5 

4/5 

0/5 

5/5 

El testigo negativo fué el diluente (Sol. Hlina aaturada) u••da para 

prepanr lat auspendooca bacte.r1aa.u. 

El testigo pot1tlvo fuG !lordetella pertuuil viva. 
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, T1bh lS •. '~f~ét,:~·-_ú)a de~C~xlf~caci6n de agentu qu!micoa aobre 

'la ,Prúeba de ToXtcidad aplicada a un Lote de Vacuna -

':P~l'.~~~~il~-

Resultado 

<Clutara~deh!do_ 0.25%. At6xico 

.. : C~utarAldeh!do o_.sx At6xico 

ACetona T6xico 

B-Propiolactona T6xico 

Tóxico 

Sin tratamhnto T6xico 
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Tabla .16. E.fecto de la dutodf1cac16a de agantu qu!aicol 1obre 

·. ia·-A.:tlvidad de Tt>JC en un lote da Vacuna pertu111a. 

Lota l\uultado 

Negativo 

Glutaraldeh!do 0.51 Negativo 

AC-etona Positivo 

'B-Propiolactona Po9itivo 

TEnico (56•c(30 1
) Poaitlvo 

Sin trat11.11.lento Podttvo· 

THtlgo negativo Hegaciva 

Tutigo positivo Poaltivo 

El Tutigo negativo fuE aoluc16n salina l1ot6nica. 

El Tutigo politlvo fuE llordetella pertuHb viva. 
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DISCUSION 
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DISCUSION 

La vacun'a pertussis. al ,igu8.l que el agente etiológico de la tosferina, 

Bordetella pertussis, ·presentan una serie de componentes con actividad biológ!. 

ca particular; en el ca.so de la vacuna esta actividad es reducida por el proc_! 

so· de fabricación que al la vez elimina algunos componentes como la toxina de!. 

monecrótica. 

La actividad biológica se encuentra íntimamente relacionada tanto en tox.! 

cidad ,como en protección, _por lo cual si se elimina la toxicidad el producto -

no es eficaz en protección. 

Por esta razón, en este trabajo se estudiaron algunos de los componentes-

y su relación para tratar de obtener información que pemita conocer una forma 

máá adecuada y f&cil para evaluar la actividad de la vacuna, con respecto a -

las pruebas que actualmente se emplean para la valoración de este biológico C5! 

mo lo sugiere la OMS. (29) 

. Con respecto a la toxicidad, evaluada como la determinación de ganancia -

de peso, (prueba de Pittman y Cox.), que nos permite evaluar el grado de toxi-

cidad pese a que se ve fuertemente influenciado por la variación que implica -

usar un sistema biológico,. se deteminó también la activi<lad de FPL en este -

trabajo, encontrándose que en los lotes atóxico6 determinados por la prueba de 

Pittman, la actividad de este factor, cuando se mid!ó en lotes individuales al 

quinto día de la prueba, mostró un incrementó en el número de leucocitos entre 

22 y 77 X 10
3 

/mm
3

; mientras que en los lotes tóxicos la actividad varió entre 

27 y 100 X J03 /mm3, 

La prueba de toxicidad no sólo considera el incremento de peso, sino tam-

bién el número de muertos; en muchos casos cuando no hubo muertos los valoree­

de leucocitos fueron menores de 70 x 10
3 

/mm3• límite que se obtiene en la pru,: 



; ~ . --~ --;_: ·. . .- - -
ba ·con pr·o~u-¿to<~:toKi~o.·, -~e~-~.:esta. infol-maci6n ~610 ~~diCa ~~~ s:i:-e1'.P~s~ .Y'.-·e~· -': - < ··,:_-- -e· - -. 

m:tmero- d~ 'm~~rte~·-: f~~i'on ConS-icÍerados para;'. eva1tiBr. tOXicÍdad·,:: :~a·: Yariáéió~,º-bi~ 

16g~ca del •• animal• no permÚe .• hace.r un~ relaci6~ ~i~~cta con · 1a acÚvldad ·del -

FPL; 

En valores cercanos a- la detOxificaC~ó~ (60% _de_ incremento de peso o más, 

con respecto a los testigos) la leucocito~iS f;;e menor de 66 X 103 /rmnJ (7 lo -

tes) con límite entre 27 .Y 6.6 x 103 /mr1?, mientras que si el incremento de peso 

fué entre 30 y menor de- 50~~ ·-los valores de leucocitos variaron entre 44 y l07 

x lO 3 Jmm3 y cuando el i~cr~~~~~o de peso fue menor de 30% los valores fueron­

entre 52 y 100 x io3 ¡miii3 • Como se puede observar con los datos anteriores, el-

liruite inferior de leucocitosis en cada caso se incrementó al reducirse lii S!. 

nancia de peso, es decir, cuando la muestra fué más t6xicn y las respuestas e! 

tuvieron intercaladas en función del aumento de peso, 

Si consideramos el número de muertes, tampoco se observa una relación di-

c~cc,1. Lo anterior es debido probablemente a la variación de la prueba por el-

:i lstema biológico utilizado, ya que cuando se probaron muestras diferentes (T!!_ 

bla 3) provenientes del mismo lote de producción, se observa que en uno de 

ellos el G l es tóxico mientras que G 2 y G 3 son atáxicos debido a la muerte-

del 10% de los animales (solo se permite el 51. de mortalidad). Y si se analiza 

la leucocitosis al quinto d!a, se observaron valores menot'es a los lotes atóx!_ 

cos. esto confirma la hipótesis señalada, pero no se pudo reproducir para obt! 

ner una relación entre toxicidad y actividad de FPL en las otras muestras. 

Otra posibilidad de reducir la actividad biológica de una preparación es-

el número de células de un biológico, por ello en este trabajó se estudió el -

efecto de la concentración celular sobre la actividad citada. La mayoría de -

las vacunas que se usan actualmente son de células completas inactivadas, de -

ahí la importancia de estudiar la concentración celular en una vacuna y el 
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efecto que va a tener, en-este acso sobre el factor ·promOtor. de· leucoCitos-is e~ 

mo unida~ de medida de la re e pues ta. 

En la práctica, las áuspensiones de B.pertussis para hacer vacunas-~o'n·u .­

sualmente almacenadas en forma concentrada y el factor de dilución ad;cuadO ·es,;,_ 

calculado por medición de le opacidad de esta suspensión, de esta manera conoc!. 

moa indirectamente el número de células contenidas originalmente. 

De acuerdo a los resultados estudiados en la tabla 6, 7 y 8 podemos obser-

var que la leucocitosis producida es función de la concentración celular, a ma-

yor concentración celular mayor leucocitos is, tal es el caso de B-1, B-2, B-4 _,-

, B-5, B-7, B-9 y B-11. este efecto por el contrario, en B-8 y B-10 no se observa 

dando valores muy cercanos entre si en las diferentes concentraciones; en cam -

bio en B-6 y B-3 se observan variaciones muy marcadas en cada valor. Esto nos -

da la pauta para considerar la intervención de otros factores presentes en la -

bacteria que influyen en la respuesta del ratón. 

Con todo lo anteriormente descrito podemos señalar que si hay un aumento -

considerable (superior de 60.0 x to3cel/mm3 ) en el número de leucocitos, lo -

que implica toxicidad y que la leucocitosis en función de la concentración cel~ 

lar es una relación directa, entonces si disminuye la concentración celular, 

disminuye la toxicidad. Por lo tanto, la evaluación de FPL puede ser considerá-

da como índice de toxicidad, ya que la lcucocitosis nos ayuda a medir la toxic~ 

dad basada en el FPL. 

Asi mismo observamos que un aumento considerable en el número de leucoci -

tos como en B-4 a concentraciones celulares de 11, 12 y 13 UOP y B-7 de 12 y 13 

UOP presentaron muertes, y los sobrevivientes marcaron valores superiores a 80. 

O x 103 cel/mm
3 

al quinto día, y un estado físico crítico que implicaba una 

muerte inminente. 

En el caso de B-5 en donde se presentaron muertos a 8,9 y 13 UOP se sugie-
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, re como causa de la muerte otras actividades biológiCas debidas a. factores pre-

sentes en·, la bacteria diferentes al FPL. 

Un~do a· 10 anterior podemos afirmar que cuando hay valores menores a 50.0-

x 10~ :leuc/mm
3 

la probabilidad de que se presenten muertes es mínima. 

El- Comportamiento que siguieron los valores de leucocitos al tercer, quin-

.to y séptimo d!a después de la inoculación de la muestra fue el esperado, obse!. 

vamos un efecto claro de la actividad del FPL en el ratón, aumento en el número 

de leucoCitos ( comparado con el valor normal determinado de 9. O a 11. O x 103 -

leuc~/rmn~ ) al tercer d!a, alcanzado una leucocitosis máxima al quinto día para 

finalmente disminuir al séptimo a valores cercanos o menores a los obtenidos al 

tercer día; efecto claro que observamos en las figuras 6 y 1 l. 

Como se sabe. algunas de las células obtenidas a lo largo de la fermenta -

'ción sufren lisis, lo cual implica la liberación del contenido intracelular al-

medio en que se encontraban suspendidas las bacterias, explicando ésto el aumen 

to en la actividad biológica presente normalmente. Si suponemos que e 1 punto -

máximo de lisis se alcanza antes de inocular la muestra, se podría esperar que-

algunas de las muestras (B-2 , B-5 y 8-10) alcanzaron su punto máximo de leuco-

citosie ·a1 tercer día en lugar de al quinto 'd!a. Este comportamiento puede ob -

servarse en las figuras 7 (B-2) y 9 (B-5). 

En o-1 caso opuesto, en donde la posible lisis celular es gradual y por lo-

tanto la actividad aumenta igual , el valor de leucocitosis continuaría aumen -

tando inclusive al séptimo día, como fué el caso de B-8 ( único). Por lo tanto, 

la probabilidad de que esto suceda es muy baja. 

Dada la relación <le lds UOP y la .:ictivida<l <le FPL 1 y ya que el FPL es un -

ant!geno 1 se sugiere la elaboración de una vacuna con menor número de células -

que hayan sido enriquecidas con sobrenadante de cultivos tóxicos previamente d_! 

toxificados con tratamientos f!sicos o qu!micos de tal forma que no presenten -



'.._.,.·.;, 

: -,,,,,_. 

C9i) 

toxicidad· y conserven ·u~a ---~¿·ti~'ld~/:~~~~~ctor~. Es por· esto. que -en_-:cultiVo~· ·~º!! 
centrados no se recomi~~d~<:~i~-~i~·~/_'~i' .Sobretladante ·al· diluir .. O: co~~ent;ar:.·:Jna- ~ · 

. . ' . . . . ' ' . ' 
muestra, ya que en .éste eátá d~scrita la -presencia de actividad, biológ~~·a cO~o-

lo indican los estudios de Morse (25) quien demostró que en "dicho Sobrenadan.te-

hab!a actividad de FPL y FSH; Sato y Arai (38) purificar6n y caracterizar6n al­

FPL obtenido de él y demostaron sus propiedades biológicas (39) y su rclaci6n -

con el antígeno protector; Tamb!en I.ehrer (18) obtuvo preparaciones altamente -

purificadas de FSH a partir del sobrenadante, preparación que mostró actividad-

de FPL y del efecto adyuva11_te, lo que sugirió que estas actividades puedan de -

berse a una sola especie molecular. 

El uso de diferentes cepas influye de sobremanera en el FPL, pues mientras 

que con la cepa 134 se alcanzaron valores de leucocitos hasta de 110.0 x 10
3

/ -

mm3 (B-4) y 115.0 x 10 3¡ mm3 ( B-7) y para la cepa 509 valores de 126.0 x 103/ 

DDDJ ( B-11) (figura 12), en la cepa 165 no se obtuvieron valores tan altos, BUP.!:_ 

rieres a loe 57 .O x l03 /mm3 incluyendo a la concentraci6n de 13 UOP, como en -

B-1 (figura 6), B-2 (figura 7) y B-3. 

Minetras que para la cepa 165 las variaciones en los valores fueron muy -

cercanas y la respuesta un tanto desigual a las diferentes concentraciones, en-

la. cepa 134 se observarán variaciones muy marcadas en los valores, aunque la -

respuesta tuvo el mismo comportamiento (salvo a 7 UOP). 

As! mismo. en la cepa 509 se observó un efecto similar pero las variacio -

nes fueron menores que en la cepa 134 (salvo a 7 UOP), por lo tanto podemos de-

cir que las respuestas de las cepas 134 y 509 parecen ser la misma aunque los-

valores entre muestras, varían considerablemente, mientras que en la cepa 165 -

se esperan variaciones mínimas pero con respuestas muy irregulares lo cual nos-

indica poca consistencia en la reproducci6n en los datos obtenidos con esta ce-

pa; podemos observar lo anterior en las figuras de la 13 a la 17. 
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·. De .B:'cu~rdo .~-.·~o Elrité!-.ior.·p-odemos mencionar que una de las cepas que ofrece 
~ ,'. : ' , - -

grand.es _peráP·~·c~ixaS :e_~ la 165,. debido a alis mínimas variaciones ( en cuanto a-
·,_ · .. ·. _, 

FPL ·_se .r:-~fi~i:~y _Y>~u baja .. toXi~idad, aunque todavía se requiere profundizar más 

en cuánto· ai ~estudi0 d.e otros aspectos· sobre la cinética de crecimiento para 1!. 

mitar vaiiaciones entre cada una de las muestras. 

Siendo la respuesta diferente entre las tres cepas, se puede observar que-

la primera presenta mayor actividad biológica (con respecto a FPL) es la cepa -

13lft segU:ida ·por la 509 y en menor proporción la 165. 

Con los estudios de conccntraci6n celular y de toxicidad anteriormente ci-

tados, se demostr6 la presencia y actividad biol6gica del FPL en vacunas pertu-

ssis al final de la fcrmentaci6n; y también se intentó, en este trabajo, eva -

luar esta actividad a lo largo del proceso de producción en que se analizó este 

factor cada 4 y 5 horas. 

En cuanto a la actividad de FPL no se observó mucha diferencia en los val~ 

r< t el tu.idos para cada una de las cepas trabajadas y sólo hubo una excepción -

para un lote de cepa 509 evaluado, que es el que mostró mayor actividad de FPL. 

Por lo que respecta a la respuesta de los animales a una inyección de vacuna -

pertuseis, mostraron una elevación al tercer dín 1 con 11n11 míl~irn.n leucocitcsio -

al quinto d{a (excepto líl cepa 134 que la presentó .'.11 tercer día en algunos ca 

sos y en otros al quinto día), y una paulatina disminución al séptimo día. 

El tiempo de proceso en donde se observó una mayor actividad de FPL, agru-

pando a las tres cepas, eRtuvo en un ltmitc de 10 a 35 horas. 

Se sugiere por tanto, un estudio mlis amplio de la cinética de producción -

para determinar el tiempo más adecuado donde existe la actividad de FPL deseada 

y la manera en que es conveniente tr<tbajarlo para estar seguros que se muestra-

la máxima actividad. 

Es conveniente modificar el sistema de evaluación en la cin~tica de produ_s 
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ci6n. para obtener resultados más confiables que pemitan una respuesta más CO!!_ 

siStetlte de esta actividad y que pueda evaluarse más finamente. 

Con el objeto de incrementar la producci6n de la vacuna, Jagicza y col. -

(16) estudiaron las condiciones de cultivo y lograrán tener una vacuna inocua, 

potente y estable¡ esto mismo se sugiere para este proceso, una preparaci6n de 

lote semi~la con modificaciones a la formulación del medio para obtener una V!!_ 

cuna más adecuada y donde la actividad del FPL seá evaluada con mayor consis -

tencia, y pueda determiarse el tiempo idóneo para detener el proceso de ferme!! 

tación, en donde se obtenga. un cultivo con los inmunógenos necesarios que de -

ben estar presentes en la vacuna, que no seá tóxico y que conserve su activi -

dad protectora. 

Después del proceso de fermentación es necesario un tratamiento que elim_! 

ne la toxicidad propia de los factores de Bordetella pertussis y nos proporci~ 

ne a la vacuna como tal. 

El método más usado, sugerido por la OMS (29), y el cual se utiliza en M_! 

xico para la producción de esta vacuna, es el tratamiento térmico a 56ºC por -

30 minutos. Este tratamiento no ha sido el ideal ya que a veces con un sólo C!!, 

lentnmiento no se logra eliminar esta actividad tóxica y son necesarios hasta­

dos o tres calentamientos adicionales, con lo cual puede verse afectada la ac­

tividad protectora de la vacun.1. 

Se han usado varios métodos además del calentamiento, como son diferentes 

incubaciones, largos períodos de almacenamiento de +2 a +8ºC tratamientos con­

formalina o con timerosal o alguna combinación de estos métodos (35). Otros a~ 

tores han utilizado acetona, glutaraldeh!do, formal<lehído y timerosal indivi -: 

dualmcnce (37, l L l5, 10) y para la vacuna acelular se han usado el formol -

(41) y el glutaraldeh!do (35). 

En el presente trabajo se estudió la detoxificación por los agentes qu!m! 
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coa/siguientes: glutaraldeh!do al ~.25~ y{~%'.; ~~~:~n~'.;"b!~a-p~opiol~ctona a-

sí ·.b~~:·~o~·~~-t,ra~~·~i~-~~-~- ~=~·~¡-~-~. "., 
,•' .. ' ·,,_:._-_ :,: 

La. ~ficacia .de estos agentes 'par·~· det~xificar·~ se· ev81':1~ por el grado de ~ 
, ., .. 

toxii:idad dado por la actividad de: la .foxina dermonecrótica (TDN), factor prom!?_ 

tor de leucocitosis (FPL), factor sensibilizante de histamina. (FSH) y por la -

prueba de toxicidad. 

El glutaraldeh!do a ambas concentraciones mostró se el único capaz de red.!:!. 

cir las actividades de TDN, FSH, eliminó la leucocitosie de la preparación has­

ta llegar a valores basales (determinados entre 9 y 11 x 103 leuc/mm3 y consi -

guío una vacuna at6xica en la prueba de· toxicid~_d. Los den1ás agentes no logra -

_rón eliminar _el F_SH y TDN, fueron tóxicos. en la prueba de toxicidad y mostraron 

una'-ieucocitosia· marcada. 

·La Vacuna·, pOr io ·tanto, puede ser ·obtenida por tratamiento con glutaral -

deh~do,. sin embargo se requieren otros estudios par"a lograr conocer su efecto -

Lotao se puede observar en los resultados obtenidos en este trabajo es díf! 

cil tener reproducibilidad entre la actividad de FPL en diferentes lotes y ce -

pas vacunales, ya que es sabido que los mismos componentes con actividad tóxica 

tienen actividad protectora (20). 

La primera vacuno acelular se utilizó en Japón y fué obtenida por Sato, K! 

mura y Fu'-umi (41). En México Garc!a Sainz y colaboradores (9) obtuvieron una -

preparación del sobrenadantc de la vacuna pertussis celular y se demostró su a~ 

tividad protectora. Estos estudios tratan de 11mejorar11 la relación de la activ_! 

dad tóxica y la protección. 

Así se ha llegado a la obtención de una vacuna pertussis de tercera gener.!!_ 

ción teniendo como principal componente a la toxina pertussis que una vez prod,!! 

cida requiere tratamiento para detoxificación. 
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En el ·caso de las vacunas celúl~res, 'debicÍo a la variabilidad antigénica de las 

c~pas :de p~Oducción'. es éonvl?niclite- utili~ar un sistema que permita detectarlos, 

y· estii ·padr{a .~er el esi:~diar .~as pi:-Ote1'.!18s de membrana· externa de las ~cepas V,! 

cunales desde. el inicio hasta el final del proceso, ya que hay hip6tesis que S!!. 

gieren que· el· contenido de estas ·proteínas influye en la to~icidad y protecci6n 

de·· 1as vac~nas que se obtienen (3,4,42 ) .. 
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CONCLUSIONES 
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··.CONCLUSIONES· 

No se logró determin'ar experimentalmente una relación entre la prueba de -

toxicidad y la actividad -de FPL, en diferentes lotes más se pudo constatar 

que el uso de la prueba de FPL puede ser un auxiliar para evaluar la toxi7 

cidad de una vacuna pertussis celular. 

Midiendo la actividad de FPL en lotes con diferentes muestras, si se ob -

tiene una relación con respecto al número de leucocitos inducidos, pero -

comparado con la pruebn de toxicidad aún siendo la misma muestra, no es -

igual el efecto. 

La evaluación de la toxicidad midiendo la actividad de FPL, ·result6 ser -

un método más preciso que el de la prueba de toxicidad actualmente utili­

zada, ya que esta última se ve influenciada por la variación que implica­

el usar un sistema biológico en la prueba. 

Se encuentra una relaci6n directa entre la concentraci6n celular de la V_! 

cuna y la actividad biológica del FPL. 

La actividad de FPL varia entre las cepas 134, 509 y 165 siendo más acti­

va en la cepa 134. 

La cepa 165 es una cepa promisoria para la producción de vacuna pertussis 

en lugar de las cepas t34 y 509, actualmente utilizadas, ya que tiene me­

nor actividad de FPL, lo cual esta relacionado con la actividad protecto­

ra. 

La evaluación del FPL durante el proceso de producción no muestra en que­

etapa se encuentra la máxima actividad. 

Se sugiere utilizar parámetros adicionales, además del FPL, para estudiar 

la cinética de producción de la vacuna. 
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'Es Promisori·~-/e't-"Ü~o '. d; ~ª~n~e~;~:qú'Í~ico~j>ac~~- d~.t~x-ificaci6n de la vacuna -
;'-,:··::·· .. :''º-·:.-.:>.---.;.·:.~ :: ,: .. ::. ·.~~<··'.-':, .. · .. :_. :·-.,'. 

pertussi(· ce~U.'lar·,-~ Si~~~O. :·~¡- Sl.ut~r~~deh!do' ~i mejor agente en comparación-
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