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Promedio

A, B, Cy D: En el presente trabajo se utilizaron lotes de produccidn del INH
tanto de la produceidn de rutina como de los lotes piloto; para-
evitar el uso de las claves de este instituo, se decidi§ clasifi
car los lotes como A, B, C y D seguidos de un ndmero de acuerdo-

a la parte de experimentacién en que fueron usados.
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sis’ las pruebas de tcxinidad, aplicando a ratones la prueba de toxicidad normal

rnenr.e empleada en el control ‘de calidad y la prueba del factor promotor de leu-

3» cocitosis, y comparando los resultados de 57 lotes analizados. Los resultados ~

o v;se a'gryparon en lotes téxicos y at8xicos de acuerdo al criterio de toxicidad de

.vlg;:liyru'el;a de’rutina 'y mostraron comportamientos heterogéneos en ambos grupos.Va
tiﬁo‘:sy lotes correspondfan a un 88lo lote original con diferente tratamiento tér-
,;mi’co 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 al
gunas variaciones. Los grupos mostraron disminucién de la leucocitosis con el -
tratamiento térmico, pero las muestras con alta leucocitosis diffcilmente dismi
nuyeron sus cantidades con el calentamiento.

En segundo lugar se estudid cl efecto de la concentracidn 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 correspondfan a dife -
rentes muestras celulares la 134, 165 y 509. Mostraron, un comportamiento de -
mixima leucocitosis, en su mayorfa al quinto dfa de inoculacidén y una disminu -
cifn paulatina hasta el séptimo dfa, La mayor toxicidad se vi a las 12 y 13 -
UOP y la minima toxicidad a las 5y 6 UOP. La cepa menos reactogénica fué la -
165.

En tercer pland se evalub la actividad del factor promotor de leucocitosis
durante la produccifn de la vacuna pertussis por medic del seguimiento de 13 lo

tes de diferentes cepas, cada 5 horas durante su produccién, y analizindolas =~



.detodo. el" procesu.‘

Y por ultimo se determinaron los efectos de agences quimicos sobte la' deto-

xificaciﬁn de la vacuna pertussis, evaluando 15 toxicidad, el FPL, 1la TDN y el -
: FSH,’a'un Jote tratado con diferentes agentes qu{micos. El’lote se dividis y se-
e dis ’trgtamiénto con glutaraldehfdo al 0.25%, glutaraldehfdo-al 0.5%, acetona,
‘béta-propioluctona ademds del tratamiento térmico a 56°C por 30 minutos. El glu-
taraldehfdo mostrS los menores valores en la prueba de FPL, no tuvo actividad de
. FSH ni de TDN y fué atdxico en la prueba de toxicidad.

A En conclusidn, los resultados mostrardm que no existe una relacifn directa-
entreﬁla toxicidad evaluada por la prueba de Pittman y Cox y la determinada por-
‘el zPﬂ‘debido a las variaciones bloldgicas del primer método.

A mayor concentracién celular se encontr§ mayor leucocitosis en los anima -

lgé estudiados, con preparaciones dilufdas, por lo tanto al disminuir la concen-
“tracién celular se disminuye la toxicidad.

La evaluacién de la toxicidad por el método de FPL resulta ser mfs precisa-

y con grandes posibilidades para implementarse en lugar de la de Pittman y Cox.-~
La cepa v;;unal mis activa fu€ la 134. La cepa 165 es una cepa promisorfa para -
la produccién de la vacuna pertussis y requiere mayor atencidn para su completo-
conocimiento.

La mayor actividad de FPL se encontrd entre las 10 y 35 horas de produccidn

y requiere ademis, del uso de pardmetros adicionales.

Es promisoric el uso de glutaraldehfdo como agente detoxificador de la vacuy

na,
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'sf;fina‘gs ﬁhé gnferﬁédhd:ﬁr;dﬂcia; pgﬁ‘Eoréeteila pertussis. que si -
;iendgruﬁxpfobleﬁa‘de‘salﬁd piiblica en ;ﬁchds‘paises‘del mundo; ‘los-efectos.
'1€ﬁe:§roducé la enfermedad, los factores de virulencia y los componentes con ac-
: }tividad bioldgica del agente etloldgico ademds de la prevencidn de la enferme -
: &ad, han sido estudiados para mostrar que tanto B.pertussis como las vacunas de
células completas poseen en comdin la mayorfa de los componentes con actlvidad -
;bioléglca, s6lo que en la vacuna la actividad estd reducida. Ests relacidn ha -
sido usada no sdlo 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 gramrnegativo, que mide de 0.2 a 0.3

“pm-de gného qu'Q.S:all.O pm:de largo, lo podemes encontrar sflo o en pares y -
l;;gééionéléﬁgerén cadeﬁhg E;rcas.
: :,‘Laébﬁolénias'en el medio de Bordet Gengou (agar-sangre-papa-glicerol) son-
mediénas;ylisaa, convexas, perladas brillantes y ligeramente transparentes, ro-
deadas ‘de una zona de hemdlisis sin periferia definida; tienen una cubilerta si-
‘milar a una cdpsula, perdiendo la capacidad de formarla debido a su adaptacidd-
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 mayorfa de las cepag-
requieren para crecer dcido nicotinico, cistefna y metionina. Utiliza oxidativa
mente a la alanina, asparagina, &dcido glutdmico, prolina y serina; no requiere-
a la coenzima 1 (factor V) ni a la hemina (factor X) para su crecimiento, sien-
do su temperatura Gptima de crecimiento entre 35y 37°C.  (5)

Las Bacterias del género Bordetella son patégenos de importancia significa

tiva en enfermedades respiratorias de nifios y animales. B.pertussis y B.paraper




S ) (7)
tussis Aparéntemente infectan s6lo a humanos, B.bronchiseptica infecta a muchos
v_mamiferos y ocasionalemte al ser humano. (34)
: : E1:método de aislamiento del microorganismo a partir de la nasofaringe con
siste en una transferencia directa, con un hisopo estéril, de un raspado de las
pétedes interiores y profundas de la nariz, a una caja de petri conteniendo me-
dio de cultivo adecuado y el cual debe inhibir microorganismos comensales, em -~
: pleando para esto generalmente penicilina y diamidina.La incubacién se hace a -
35-36°C durante 3 a 4 dfas. Algunas veces las colonias no son identificables a-
‘ los 3 dfas de incubacidn, sino hasta el séptimo dfa. La morfologfa de las colo-

nias es una caracterfstica principal para su diagnSstico. (34)
- CARACTERISITCAS GENERALES DE LA ENFERMEDAD

B.pertussis produce la enfermedad conocida como tosferina y es especifica-
mente severa en nifios pequefios. Un caso tIpico de tosferina se caracteriza por-
tres fases, que se presentan después de que un individuo susceptible(especial -
mente un nific no inmune), es expuesto al organismo. Los sfntomas aparecen de -
cinco a siete dfas después de esta exposicién.

La fase catarral es la primera que se presenta, y sus sintomas son simila-
res a un resfriado comiin, pero asociado con rinorrea, conjuntivitis y tos benig
na aproximadamente durante una semana. B.pertussis puede ser aislada en cultivo
nasofaringeo en una proporcién del 90% de los casos, sin embargo B.pertussis no
es considerada en el diagnéstico de una enfermedad respiratoria, dada la ausen—
cia de caracterfsticas tipicas de tosferina, y no se realiza cultivo en Bordet-
Gengou a menos que se reconozca que hubo exposicién al microorganismo. (44)

Después de los primeros siete a dfez dias se presenta la fase denominada -
paroxistica, ya que se presentan accesos de tos de este tipo en niimero de diez-

a veinte. El paciente suele presentar cianosis y vémito después del acceso, ade



o ® o
'mss d;_camgiés‘ﬁatof;siélﬁginos cgﬁo leucotitoéis'(1infoc1tosis), pérdida de pe
so; Hibéglﬁcemiﬁ'(la toxina pertussis ﬁodifica el metaholismo de la glucosa o -
1a produccion de-insulina’ en animales), y puede o no presentarse flebre. (13)
(36) ‘ ’
Como ultima etapa se presenta la convalescencia, la recuperacién dependerd
:‘de 1a gruvedad y. curso de 1a: enfermedad., La duracifn promedic de la enfermedad-

es de cincuentu a sesenta dfas..La infeccion se transmite por medio de las go -

tas eliminadas al :oser o estornudar de los individuos en la fase catarral o du

>iante “la primera semana de la fase paroxistica. (53)

Es importante mencionar que 'la imposibilidad de cultivat al microorganismo
;dq;a@té 1a-fasg paroxfstica (el mis severo de los estados de la enfermedad) nos
o;ienta‘haﬁ{a 14 hitheéis de que estd implicada la actividad de una toxina o -
ﬁréd&ccu ﬁacteriano de accifn duradera, que se disemina sistemiticamente pero -
el organismo no invade sangre.  (36)

Algunos autores consideran que la toxina o toxinas son producidas por B.-
pertussis cuando €sta 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 bioldgicas de B.pertussis dependen de un componente que -
“"induce un efecto bisico, bloquimicamente especifico. Cada evento se atribuye a
lag actividades de un componente bacteriano distinto, con un mecanismo de ac -
1ci6n diferente. Los componentes de B.pertussis con actividad bioldgica se des
criben a continuacidn:
— 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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ag: La primera denominada enzima adenilato ciclasa-tiene s8lo: acti -

'vidad enzimécica. que es posible medir in vitro y no tiene efecto sobre celulas
E guca;;é;icas. La segunda, denominada toxina adenilato ciclasa, posee actividad-
'eniiméticé, pero ademds tiene la capacidad para entrar en las células eUca;iéti
’chs y catalizar la conversifn de ATP endégeno hacfa AMPc. ~ (43)
-AglutinSgenos
Los aglutinbgenos fueron definidos seroldgica y operacionalmente como los~
determinantes de superficie que producen anticuerpos y pueden aglutinar a la -
bacteria Integra, Para servir comoc aglutindgenos dichos antfgenos deben estar u
nidos a la superficle y presentes en cantidad suficiente para que los anticuer-
‘poa bivalentes puedan formar enlaces cruzados con dos bacterias a la vez. Pres-
ton (1982) concluyd que los serotipos 1, 2 y 3 fueron los mejores aglutindgenos
y después de &stos los 4,5y 6.  (43)
~Toxina dermonecrStica
La toxina 14bil al calor (HIL) o toxina dermonecrStica (TDN) de B.pertu -
ggig.cuusa lesidn necrética cuando es inyectada subcutaneamente en ratén a ba -
jas dosis y es letal a dosis elevadas. Se ha reportado su localizacidn en el ci
toplasma del organismo (8), y datos recientes indican que alguna porcién de la-
toxina estd expuesta en la superficie. Nakase y Endon purificaron la toxina y -
determinaron que su peso melecular es de 102Kd con subunidades de 24 y 30 Kd. -
La toxina inhibe la actividad Na+— K+ATPasa. El mecanismo de accidn no es claro
atn, (44) Por medio del calentamiento a 56°C de los cultivos, se destruye —
la actividad biolégica de esta toxina, y ademis se distingue del lipopolisaclri
do (LPS), el cual es termoestable. Por lo tanto, la actividad téxica reside in-
tracelularmente.  (24)
-Hewaglutinina Filamentosa

La hemaglutinina filamentosa (FHA) es una protefna en forma de varilla., -



(10)

Es’ 11amada asI por su! capacidad para: aglutinur una vnriedad de eritrocitos. En.

’capas tempranas del crecimiento en medio 1Iquido, la FHA esta asociada a-'
""las celulas. pero s :arde en’su crecimiento 1a mayor cantidad se localiza en
el medio extracelular.‘ (40) (44) Al examinar bajo el microscopio electrdni-
co. la superficie de B.EerCUssis en’ fase I, se ha’encontrado la presencia de fi
lamentos finos’ pertenecien:es a los pili. Estos se localizan adheridos a las -
chluLua’en log estgd{os tempranos‘del cultivo en medio 1liquido o s6lido. Des -
MﬁuéQVde»ZA hdfasyde éieciﬁienCo; los pili ébhkeacaaos en la superficie de las-~

.;celulas aumentando su concentraci&n en el medio de cultivo (24) (28).

El‘incremento en’ el medio de cultivo de pili y FHA no es debido a la 11 -

te del cgeci@iento de V.Eertussis contiene FHA que induce inmunidad activa en-
v,élri:rx‘ar‘tﬁn contra €sta misma bacteria, (24)
’—Lipopolisacstido‘y componentis asoclados
El lipopolisacdrido (LPS) de B.pertussis tieme varios rasgos que lo dis -
tinguen de las endotoxinas de otros organismos Gram negativos. Esta compuesto-
por dos l{pidos distintos, el 1fpido A y el l{pido X, asf como por dos dife -
rentes cadenas de oligosacidrido (tipo 1 y II) que contienen de doce a dieci -
seis unidades de monosacirido cada uno. Diversos investigadores han demostrado
- que B. pertussis tiene dos lipopolisaciridos inmunoquimicamente distintos. El-
lipopolisacirido intacto de B.pertussis tiene las propiedades atribufdas a las
endotoxinas de otros microorganismos gram negativos, como son la plrogenicidad,
hipersensiblidad a histamina (44), capacidad de causar shock y leucopenia se -
guida por leucocitosis y de proteger en forma no especifica contra las infec -

ciones (24). Los componentes fracclonados del lipopolisacirido tiemen propieda



eucina I eh monocicos h . Otro p te de B. pertussis con actividad-

xtrafia. es un ‘1fpido recientemente descrito, que contiene ornitina. La mélecu-
tacta causa hemaglutinacidn, pero la eliminacisn de la porcidn de dcido -

exédecaﬁoico de este 1¥pido resulta en la disminucidn de esta actividad. La -

i forma modificada, sin embargo, es hemolftica. .(44)

: .“-c‘iica‘toxim traqueal

‘f Este es un pequefio péptidd descubierto y aislado por Goldman y col. (44)
'$u:ccmposic16n de aminodcidos indica que puede ser un derivado del peptidogli-

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

tag. Esta toxina es especificamente tdxica para las células ciliadas, aparente

. ,hente inhibe la sintesis de DNA, pero el mecanismo de accién molecular y las -
: Sa;eé pa?a esta especificidad de las células blanco es desconocida.
i-Factar sensibilizante a la histamina (FSH)

: Parfentjer y col. (17) establecieron que on los ratones previamente inyec

- if{vza‘drcﬂsrcron vacuna pertussis o extractos de pertussis se presentaba 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 sdlo-
una ligera sensibilizacidn. (24)

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

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

importante, lo mismo que la dieta del animal y la via de administracidn emplea



El mecanismo de a ciﬁn del PSH es incierto, pero’parece estar relacionado
‘con aberraciones en- el metabolismo de 1a histamina, como son. la depresi6n en —
1los niveles de histaminasa o incremento en los niveles de histidina descarboxi
lasa. Algunas evidencias sugieren que el FSH es una lipoprotefna de cerca de -
éO Odb D '(16). La actividad de FSH se destruye por el calor, formalina y algu
nas énziﬁgs pfoteoi{ticas. como la tripsina y una proteasa del Bacillug subti-
1lis. La sensibilidad a la histamina es posterior al perfodo de leucocitosis, —
péf 1o tanto, los fendmenos FSH y FPL son independientes entre sf. (25)
;chtor Promotor 'de Leucocitosis ) R

Dos prote{nas han recibido particular atencidn en la pataginesig e;inmuni :
dad de B. pertussis: el factor promotor de leucocitosis (FPL), & la:ﬁemaélu;i;
nina filamentosa (FHA), observdndose que el FPL es claramente distinto dél pi-
1i hemaglutinante de B.pertussis. (26)

El FPL, cuyos sindnimos son toxina pertussis, pertusfgeno, proteina acti-
vadora de los islotes, toxina promotora de linfocitosis y factor sensibilizan-
terde histamina, es una protefna globular oligomérica compuesta por un B-oligd
mero pentamérico involucrado en unir a la toxina con la membrana, y un A-protd

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

El FPL aparece como estructuras filamentosas, ordenadas en forwa circular
;uan&o se observa bajo el microscopio electrdnico (28). Es sensible a enzimas—
proteoliticas y no se afecta por el peryodato, lo que sugiere la ausencia de -
un grupo carbohidrato, esencial para la actividad biolégica. Es insoluble en -
agua, reguladores isotdnicos y requiere un pH alcalino mediante la adicién de-~
0.5% de NaCl IM o regulador urea para solubilizarlo. Algunos autores han encon
trado que la preparacidn contiene aproximadamente un 50% de 1{pidos, sin embar

g0, se ha podido aislar FPL de B.pertussis fase I que no contenfa l{pidos.
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Emﬁieqhﬂo la:técnica de doble difusién en agar con suero anti-pertussis he

"té" sbécifico ha podido determinarse que es un. componente inmunolSgicamente -

‘~ ,tééétiVO. Contiene pdcés o ningiin 1fpido y aproximadamente 1% de carbohidratos-

i cuﬁ 14.5% de nitrégeno, lo que sugiere, que este factor es, de hecho una prote-
- ffai Enel ‘FPL' purificado’y tratado con dodecilsulfato de sodio y 2-mercaptoeta
/nol; y‘sujecb a:electroforesis en gel poliacrilamida se han localizado 4 bandas

“ “de polipéptidos con peso molecular de 13,400,17,400, 19,300 y 23,500 D determi~

i”nﬁhdose ‘entonces un. peso molecular fipal de 73.600D, aunque hay evidencias de -
‘ qU;'1oé74 polipéptidos no estan en proporcién equimolar, sino de que se encuen-
r:trahrdqs'molgs del polipéptido mayor por cada uno de .los. tres, lo que indicarfa
. ‘un-total de-aproximadamente 87,000 D. - (24)
‘ La estabilidad en la actividad de FPL y FHA fue idéntica a diferentes pH.-
Cuaﬁdo se determind dicha actividad entre pH 2 y !l se observd pérdida de la -

_misﬁn en FHA. asf como turbidez de la solucidn, lo que indica una agregacién mo-

P ie»ﬁ‘ar. Al ajustar el pH la solucién se vuelve clara nuevamente.

'!1¥'Pof otrérparte, la actividad no decrece al exponerse a temperaturas infe =
riores a 56°C, pero s{ disminuye un 50% a 70°C y si se plerde entre los 80 -~

: 160°C. : . (27)(39). Sin embargo, cabe indicar que algunos estudios demuestran -

'iéﬁﬁé"el calentaniento del sobrenadante a 56°C por 30 minutos causa pfrdida del -
:50—752 de la actividad. (25)
kLa via de inoculacidn tiene un efecto importante en los resultados. La via
intravenosa es la mis efectiva y después la intraperitoneal; la v{a subcutdnea-
resultd inefectiva para producir leucocitosis. El mismo patrén de efectividad ~
1o presenta la sensibilizacién a la histamina. . (27)
B.pertussis en fase I produce los siguientes efectos: Letalidad y dermo -

d

necrosis,. c por p tes l4biles al calor, fiebre, por la endotoxina-
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. )i?pﬁglisécﬂf;dg‘déjl;fpéteé c;lﬁlgf de iq; ofgan;smpa gram negativos; sensibi-
iiida@fﬁllbs’g%écecs letales dé agentes farmacoldgicos de la histamina y seroto-
' ;niﬁa%;y éfECtus no especificoé como la hipersensibilizacién al fro, réyos‘x e~
;i;féccionei viralés. (25) También se reportan shock endotdxico y shock peptona
:aumento de anafilaxis, inmunopotencializacifn en relacién con el anticuerpo con
Zthcional, anticuerpo homocitotrdpico e hipersensibilidad retardada, hipoglice-—
ﬁia y disminuciﬁn de la respuesta hiperglicémica a la epinefrina, asl como. leu-
coeitosis con predominio de linfocitos. Ademds, toda la c&lula y/o extractos -
crudos 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 caricter -
‘protefco y por s1 mismo puede causar linfocitosis en ratones normales y en los~
“nu&e“, 1ndu§1r gensibilizacidn a la histamina y'aumentar la liberacién de insu
lina‘con hipoglicemia, en tanto que retarda el efecto hiperglicémico de la epi-

heffina y. funciona como un adyuvante inmunolégico (26). Es, por lo tanto, el -
resbonsable de algunas manifestaciones sistémicas de la infeccidn por B.pertu -
ssis, las cuales son bloqueadas por el antisuero monoespecffico contra FPL.
(22" '

" ‘Uno de los signos cardinales de la actividad de pertussis es la linfocito-
,,’;;F?§;9952é3“3§' rgportada por primera vez por Frohlich en 1897 (24). B.pertussis
j‘tigne un alto g?ado de ataque, el 90% de los individuos suceptibles expuestos —

serdn. infectados, y si no hay una Intervencidn de antibidticos la infeccidn po-

:'dri persistir por 3 a 8 semanas, lo que indica el efectivo mecanismo de resis -
tencia de este organismo a las defensas naturales del huesped. (22)

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

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

dera que dichos signos se presentan a causa de la liberacidn de FPL a partir -



del otganismo dutan:e su crecir;:iento en. el tracto respiratorio. (22)

La linfocitosis ocurre -en 1a mayorfa de los pacientes de 6 meses de edad-—
pero es menos frecuente en pacientes de mds edad (24). La cuenta de leucoci —’ ’
;qs pgrifEricos en ninos puede llegar a ser mayor de 175,000 cel/mmj, siendo =
‘estos en su mayoria linfocitos pequefios, madurcs, de aparicidn normal, El FPL,
Bin:,embatgo, no induce la maduracién de cé&lulas T precursoras de célulus,fvfhg.
“7 cionales. (26) ‘
Los pulimorfonuclearea (PMNs) tambi&n suelen elevarse por la acci&n de es'”

te fuc:or, Pero. una alevacmn significativa ‘en la cuenta‘de neutr&filos sugie=

,rev la.presencia de una infeccion bacteriana secundaria. (24)

'Taﬁﬁﬁ'alj‘infecciﬁn experimental como la aplicacién de B.pertussis y sus -
.";‘jrc;éiugtoa han ‘causado linfocitosis, la cual en algunos casos ha sido principal
meﬁte de granulocitosis y en otros casos de pequeiios linfocitos. Dichos leuco-
; F'cir.os'alcanzan sus valores miximos entre los 3 y 5 dfas posteriores a la infec
ciﬁr; o inyeccién, y disminuyen después de las 2 a 3 semanas hasta valores nor-
~males. En su punto miximo la leucocitosis puede haber excedido las 200 000¢€I/
mms.yLa linfocitosis polimorfonuclear relativa es mayor que la leucocitesis -
‘cuando se presenta. (24)

“Cuando se ha empleado materia cruda se ha visto entre las 6 y las 12 ho -
Vrars,runrmarcado incremento en los PMNs de vida corta, sin embargo, esta reac -
ci6n puede deberse a otro componente, que podrfa ser una endotoxina, ya que es
te efecto no ocurre despufs de la administracidn de FPL purificado. (24)

Se haun heclo muchos estudios acerca de FPL y su actividad, los cuales -
coinciden en su mayorfa, el resultado de que FPL es el responsable de las acti
vidades anteriormente citadas se apoya en el hecho de que se han utilizado pre
paraciones de FPL altamente purificadas que migran como una séla banda en una-

electroforesis en gel poliacrilamida. Las preparaciones contienen niveles vir-



(16)
Eﬁalméﬁte indetectables-de endotoxina ¥ adeni%aco ciclasa extracituplasmﬁtica—
) deB.géttussis ."Los efectos de FPL son los mismos tanto en ratones sensibles a
la endotoxiﬁa como. en los hiposensibles a la misma,
Cuando 1a preparacidén de FPL es tratada en condiciones que reduzcan el e~
fécto bfomator de leucocitosis, la preparacidn no inhibird al AMP. (22)
o La éétividud de FPL fué estudiada a las 0,2,6,24,48 y 72 horas desﬁuéérde
. Anocular a animales de experimentacifn, a las dos horas se observd 1eucopeni?-
ly a}lns seils. horas una marcada leucocitosis. (25)

Al ser inyectada una cantidad tan pequefia como 0.02pg en forma intraveno-
“sa al ratén se pudo observar una leucocitosis significatiQa, con niveles de a~
Vproiimadamente 150, 000 cél/mm3. Dicha leucocitosis fue decectada alrededor de~-
"1qsrﬁ-6:horas desbués de la administracién de-la vacuna, y slcanzd un méximo -

entre ei‘30 ; 50 dfa. cerca del 7o. dfa los valores comenzaron a decrecer para
dlleéar é los niveles normales entre la tercera y cuarta semanas. (26) (27)

En el momento de mhxima vrespuesta, 30 a 5o0. dfa los pequefios linfocitos -

"se escimaron en un 50-70% de la poblacién leucocitaria, siendo del 25-40% gra-
"nq¥ocitq;»y eliresto linfocitos grandes y monocitos. Cualitativamente la res -
. ‘puesta es similar entre las diferentes cepas de ratomes. {26)

. Tanto los: linfocitos B como los T sufren un marcado incremento, el incre~
mgﬁtojen la’ cuenta absoluta de PMNs, linfocitos y monocitos causada por el FPL
aﬁgigte que este acta gsobre todos los leucocitos, através de un sitio o meca
nismo similar. (22)

Ciertos estudios "in vitro" demuestran que el FPL inhibe en gran medida -
la migracidn de macrdfagos, pero tiene poco o ningin efecto en la viabilidad,
ataque, fagocitosis o produccidén de superdxides. Otro investigadores han repor
tado que los PMNs en animales tratados con células deB.pertussis o extractos -

libres de c€lulas, migran pobremente a los sitios donde se localiza la infec -



laiinhibicién de la: migracidn=

Hﬂa:a hora el mecanismo de accion para 1a 1eucoci:osis ¥y la linfocito -

sis causa lag pot B.gertussis indica que el FPL es adsorbido en la supetficie -
‘ del 11nfoci:o causando disturbios en la migracién nornmal del flujo de vasos -~
linfécicos, por:ejemplo, inhibiendo.la migracidn de linfocitos através de vénu
"las pqstcapilares en los tejidos linféticos, de aquf que la retencidn de linfo
citos: en los vasos sangufneos pueda ser observada. (22) (39)

El mayor ‘nimero de 1infocitus circulantes parece venir del ducto tordcico

—yéthekel'flufdo linfdtico decrece grandemente después de la inyeccidn de-la -
Qécﬁha; sin embargo, los linfocitos del timo, nédulos linfdticos y bazo pueden’
td&biéh ser detectados. Se produce una baja de peso en el timo, de un 35% al -
'éuﬁrto’dia, permaneciendo bajo, hasta los l4 dfas. Tambié&n se reducen en los =

Azyqédulos linfdticos mesentéricos un 57% al sé&ptimo dfa, pero el 14 son otra vez

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

;Q catorce dfas, pudiendo ademis desarrollarse linfomas en el ratén. (27) Esto

indica'que la linfocitosis no es debida a un incremento de células de nueva -~

7 proliferaci&n, sino mfs bien es consecuencia de una redistribucidn de cé&lulas-

‘en contraste, la respuesta de PMNs es debida en parte a ambos, redistribucidn-

prolifergpion. (24)

‘He hﬂwaéﬁostrado que el paso de linfocitos circulantes va de la sangre a-
'los tejidos linfdticos y luego a los nédulos linfdticos, para regresar nueva -
:1‘mente a la sangre despuds de pasar através del ducto tordcico. (24), Esta re -~
‘eirculacidn se ve alterada en ratones tratados con pertussis, y en este caso -
los liﬁfocicos no pueden abandonar la sangre ni los nddulos linfdticos, por lo

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

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



e celulas, principAImen

f ible con la superficie e diferen es
te’ linfocitos. aunque no' es claro adn si’ el siti primario‘de accién es en los-
' linfucitos o en las vénulas postcapilures. por 1o que se requieren estudios mis
profundos sobre el mecanismo de accidn 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 em
pleando las vacunas pertussis de células completas; sin embargo, aiin se necesi-
ta una vacuna menos reactogénica que contenga los antf{genos protectores necesa—

. rios. Pasos importantes hacfa ello han sido el aislamiento e identificacidn de~
los componentes téxicos y los ant{genos potencialmente protectores de B.pertu —
ssis . (27). E1 FPL y FHA son antfgenos protectores para humanos que se han u
sado en vacunas pertussis, el FPL o FHA inactivados protegen al ratén de la =~
muerte posterior al desaffo intracerebral o respiratorio. (28)

El desaffo intracerebral es el método estandard para evaluar la potencia -
de las vacunas pertussis, y se correlaciona con la capacidad de las vacunas pa-
ra proteger al ser humano; sin embargo, la interacci8n huesped-pardsito emplean
do el modelo de cerebro de ratén puede no ser paralela a la que se dd en la en-
fermedad resplratoria humana. En tal caso el modelo de infeccién respiratoria —
en ratdn tiene mayor similitud con la enfermedad humana y es considerado un me-
jor modelo para el estudio de pertussis., (28)

El FPL fué identificado como un antfgeno protector cuando se utilizé para-
la inmunizacidn activa contra la muerte causada por el desafio intracerebral, -
as{ como para la inmunizacidn activa o pasiva contra la enfermedad, causada por
el desaffo respiratorio.

EL FHA, en cambio, no protegfo al ratdn del desaffo intracerebral, y fué -

identificado como antfgeno protector del ratén dnicamente por medio de la inmu~



g nizacion activa seguidn del esano respiratorio. (27) -(28)

Los ratones infectados con’ aerosolés de .Eertussis fueron protegidos pa-
sivamente contra la ;nfermedad por dos preparaciones de anticuerpos: anti-FPL-
 FHA 'y anti-FHA. Lo anterior corrobora‘}a antigenicidad identificada en FHA co-
mo una preparacién antigégica, & ;ugieré que . la inmunizacidén con FPL~FHA po -~
drfa proteger al ratfn de la 1nfec516n. EL FPL-FHA es letal a bajas concentra~
clones, lo que se demuestra por‘la prueba de potencia, encontrdndose que la do
sis letal es menor que la protectora. (41)
Se ha demostrado que las vacunas pertussis que ocasionan alto grado de -
sensibilizac%Sn a la histamina son generalmente mis protectoras contra la in -
“feccidn intracerebral que las vacuans destoxificadas. La dosis sensibilizante-
de una vacuna tdéxica resulta ocho veces mayor que la de la misma vacuna cuando
" es destoxificada por medio de un corto perfodo de calentamiento a 56°C.  (34)
En suma, aunque el mecanismo de proteccién aidin necesita aclararse, FHA y-
FPL han sido identificados como antigenos protectores de ratdn, ant{genos po -
tencialmente protectores para humanos y candidatos para una nueva vacuna acti-
va en el desaffo respiratorio de ratdn, que es un modelo mis dtil que el mode-
lo empleado para identificar los antfgenos potencialmente protectores. El mode
lo de infeccidn respiratorio puede ser dtil para demostrar la actividad de pro
tefnas adicionales purificadas de B.pertussis como antIgenos potencialmente -
protectores.  (28)
- Toxina pertussis
La toxina pertussis es el producto mis extensamente estudiado de B,pertu-
8sis y es indudablemente el principal factor de virulencia(44). La toxina per-
tussis afecta la funcifn de las células blanco por catalizacidn de la transfe-
rencia de ADP-ribosa de NAD a la subunidad alfa de uno o mis nucledtidos de -

guanina unido a protefnas. Es importante hacer notar que la toxina pertussis -



(F?L). protefna ac:ivadora de.los islotes.y pertnsafgeno.

FACTORES DE VIRULENCIA DE B.Eertﬁssia

Desde hace tiempo ha habido inter&s por eatudiar el aislamient y carac:ev

rizacidn de los factores bacterianos responsables de la enfetmedad producidn -‘
por B.pertussis asi como los mecanismos involucrados.

Numerosos componentes de B.pertussis justifican la consideracidn como po
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 bioldgica que manifiestan, otras desde el punto de vista bioquimico o su -
relacién con las fases de la enfermedad producida por el microorganismo. La -
clasificacidn mis reciente encontrada es la que reportan Welss y Hewlett (44)
en 1986 y que se muestra en la tabla I. Esta clasificacifn incluye factores -
tales como los aglutindgenos, la hemaglutinina filamentosa, la hemolisina, el
lipopolisacéirido, la citotoxina traqueal, la toxina adenilato ciclasa, la to-

xina dermonecrftica, asf como la toxina pertussis.
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m;}:gAcCIdn HUESPED-PARASTTO

La adherencia especifica de B.pertussis a los cilios ha sidb‘deﬁost;gda én
‘michos’ animales. Se dice que las fimbrias participan en la adherencia avlhsuéﬁ-
iulns blanco, pero esto no ha sido demostrado totalmente. Muchos estudi§§ muéé-
tran, que la hemaglutinina filamentosa, puede ser importante en la adherencia: v
ya que mutantes deficientes de FHA (hemaglutinina filamentosa) o de toxina pér-
tuésis no se adhieren a los cilio, lo que sugilere que puede haber un receptor -
especifico en los cilios para estas substancias. (44)

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

pudiendo por accién de la adenilato ciclasa inhibir la quimiotaxis, fagocitosis
i generacifn de superdxidos, muerte microbiana por leucocitos polimorfonuclear, -~
as{ como también pueden inhibir algunas acciones especfficas como serfan inhibi
- cién de la actividad oxidativa de macréfagos alveolares, actividad oxidativa y-
muerte bacteriana por monocitos, lisis de cflulas blanco por células NK y creci
miénto de células leuc&micas promielocfticas. (44)

Otro componente de B.pertussis que tiene profundes efectos en la inmunidad
es la toxina pertussis. Diversos estudios han demostrado que esta toxina inhibe
la migracidn de monocitos tanto ™ in vivo” como "in vitro" , asf como la res -
puesta. oxidativa y las enzimas lisosSmicas relacionadas conla fagocitosis,

El p}oceso de desgranulacién que depende del fosfatidil inositol, la hidro
lisis' y la movilizacién de calcio, es bloqueado tambié&n por la toxina asf como-~

el efecto citolftico de linfocitos NK.

Una accifn sinérgica entre la adenilato ciclasa y la Coxiﬁa pertussis pﬁé'

de ser la causa de la inhibicién de la respuesta celuylar inmune en el si 0.

la infeceibn. (44)

Datos recientes indican que la actividad de la endotoxina y:la cltotoxina="

traqueal tiene efectos profundos en el sistema. inmune. En la“infeccisn 16@81}



v‘(ij)fi:

hay dafio tanto a cilio como a éﬁiﬁiaé Eiliédés despues de algunos dfas las cé

lulas mueren y hay necrosis.. Se conoce que la cito:oxina traqueal, causa ciCOli"‘

sis y cambios patogénicos en células epiteliales, por otro 1 'o

se’. conoce 1a -

ausencia de cambios locales significativos producidos por laf'oxina de

tica, la toxina pertussis'y 1a adenilatc ciclasa.

En cuanto a la enfermedad- sistémica se conoce omo ‘una: de las m&s graves -

la 1eucocitosis con prEdominancia de 11nfocicos : rastornos en el meta

bolismo de 1a glucosa y algunas complicaciones qu evelan‘encefalopat{a.
Algunos estudios indican que es probnble la: patticipaci&n de 1gG a este ni
- vel pero no se tienen las bases suficientes para afirmarlo, dado los efectos de

la Anfeccibn, (44)
RESPUESTA A LA TERAPIA CON SUERC Y ANTIBIOTICOS

El antisuero y algunos antibiSticos de amplioc espectro son agentes antibac
terianos efectivos contra B.pertussis si se aplican en la primera, o comienzos
de 1a segunda etapa, contrarrestando o modificando el curso de la infeccidn.

‘Algunos tratamlentos muestran que con la aureomicina que se comienza a dar
con tratamiento de los dos a los diez dlas de la aparicién de la tos paroxismal
se reduce la duracidn y severidad de la enfermedad mis no se elimina el proble-

ma. (32)
MODELO ANIMAL PARA EL ESTUDIO DE LA INFECCION EXPERIMENTAL

El ratén ha sido el animal en el que se ha demostrado la actividad bloldgi
ca de B,pertussis , usando la vfa intracerebral e intranasal ( aunque también -
han servido como modelo los conejos, gallinas, monos y ratas).

Cuando se inyecta al ratdn por vfa intracerebral con la cepa 18323 la bac-
teria se multiplica progresivamente en la pared del ventriculo, Intimamente aso

ciado con los cilios, observanddse que el ratdn muere a los diez dias no habien



o invasivSn de la bac:er‘ia en. 1 : sﬁbé:dcia ceylular; Estaylocalizuciﬁn eisyaimi—. :

lar a la de la bactetia‘entre lns bronquias y-'los cilios :raqueales en la in. -

cciﬁn en hpmanos (1«4) :La proceccion en contra de una inoculaciﬁn por via-

intracerebral es un estandad para medir la potencia de: una’ vacuna pertussia.

umanns a;lulr.os no mueren por la infeccidn, los ratones mayo-

res no lo hacen, no obstante los ratones pequefios como los humanos menores mue

ir'en sigﬁificétivamente. (44)

- B.pertussis no es un patdgeno natural para animales, de ahi que se hayan
“hecho ‘diversos estudios sobre otro modelo animal y se haya llegado finalmente-
a la conclusién de que el ratén es el mis fdcil de manejar y presenta mucha si
militud en cuanto a la enfermedad producida en el hombre y en cuanto a la reac
cibn que tiene este animal a la vacuna que se utiliza para inmunizacién en ni-
floa.

Diversos autores muestran que los ratounes al recobrarse de la enfermedad-
y de la infeccién pulmonar fueron inmunes a la reinfeccidn.

Posterior a la inoculacién intracerebral, se observa en las gldndulas a -
drenales una marcada deplecidn lipfdica que comienza a los cinco dfas existien
do un incremento de deshidrogenasa succfnica, estereasas no especificas y fos-
fatasa dcida. Hay cambios terminales en cuanto al higado, y los folfculos lin -
fofdicos del bazo se atrofian. (32) (36)

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

3

veles de 107 a 106 bacterias/ml en cuatro a sels dfas desapareciendo répidamen

te. Esta desaparicidn estd asociada a un incremento en la permeabilidad de las



;ﬁ lafpreﬁaraéian de la‘vacuna para‘hgmanﬁs.v
L& VACUNA CONTRA LA TOSFERINA

Dado que la tosferina se consideraba anteriormente como una seria epide -
wmia respiratoria que afectaba principalmente a infantes,y desde sus primeros -
focos epidémicos en Europa en el siglo XVI, causando graves muertes, se comen

.zaron a hacer estudios para la creacidn de una vacuna efectiva y segura, y cla
ro estd que la composicidn de 8sta, cambiS con el paso del tiempo.

Hoy en dfa, después de la inmunizacién, la prolongacibn y severidad de la
tésferina se ha atenuado, aunque ocasionalmente surgen secuelas que incluyen -
el 4850 al sistema nervioso, seguido de anoxia y hemorragla cerebral causada -
por una elevacidn en la presidén venosa durante los episodios de tos paroxismal
conoclendo que los infantes de menos de 6 meses de edad, y nifios nacidos prema
turamente o con desérdenes congénitos son especialmente vulnerables, a estas-
complicaciones. (23)

la tosferina era una de las enfermedades que mds muertes causaba, pero pa
ra el siglo XX el nfimero ha descendido enormemente; sflo se reportan casos es—
porddicos, tales como una epidemia de 102,500 casos en Gran Bretana, en el dl-
timo cuarto de 1977 y hasta la mitad de 1979, reporténdose un total de 36 muer
tes, donde a sélo la mitad de los pacientes se les confirmaba tosferina por -~
aislamiento de B.pertussis.

Composicidni La mayorfa de las vscunas pertussis que se usan actualmente son -
de c&lulas completas inactivadas por calor que son biolégicamente muy comple -

jas, la mayorfa estan combinadas con los toxoides diftérico y tetdnico aumen -



:OCoxinn traqueal

Efectividad ‘de la vacuna: Los resultados de diver os udios indican que las~

vacunas recientmente usadas son efectivas, ‘pese a la epidemia de 1977-1979, en
Gran Bretafia. Diversos anflisis con respecto a la edad ;eporcan que nifios. vacu
nados menores de 5 afios dan mejor respuesta que los vacunados posterior a esta
edad. Se ha conclufdo que la avcuna pertussis en uso provee niveles satisfacto
rios de proteccién en contra de la enfermedad y reduce la severidad de &sta en
individuos infectados, recomendéndose aplicar la vacuna en tres dosis espacia~
das en el primer afio de vida comenzando preferiblemente en el tercer mes,

La vacuna contra la tosferina ha contribufdo a la reducci8n de la inciden
cia y severidad de la tosferina desde 1950.

La epidemia de 1977-1979 en Gran Bretaiia se atribuye a causas socio-econs
micas, y es conveniente mencionar que en ese pals ailin se recomienda el uso de-
la vacuna, como curso a seguir en la inmunizacidn de un nifioc (23). Sin embar-
go en otros lugares como Alemania, Japdn, Suecia y Austria se han observado di
versos casos de encefalopatfa después de la aplicacién de la vacuna pertussis-
y esto h; sido causa suficiente para retirarla del mercado, lo cual ha traido-
como consecuencia la motivacifn para desarrollar otra vacuna pertussis acelu -
lar, que actualmente se emplea en Japén para la inmunizacién.

Seguridad de la vacuna: La vacuna pertussis contiene muchas substancias biolé~

gicamente activas que tienen un efecto inmunoldgico farmacolégico y toxicolégi
co y no es extrano que en algunos individuos cause una reaccién no deseable, -

algunas veces con consecuencias serias, La naturaleza y frecuencia de las reac
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'ciones indeseables han sido cuidadasamence determinadas e 1dent1f1cadas. ade —‘

m&s de que se han determinado los grupos mﬁs suceptibles pura eSCEblecer en 5 -

‘ellos la fnmunizacién mis adecuada. Con el fin de determinar la inocuidad de R

las vncunas, se 'llevan a cabo 1nvestigaciones y experimen:os en forma continua,

en la mayoria de ‘los pafses. (12) (23) °

PRODUCCION DE LA VACUNA PERTUSSIS

Tan importante como el estudio de los efectos de ia vacuna pertussis des-

pués de su administracién, es el es:udio y anilisis de 1a produccion drlla va- L

cuna;. dicho andlisis comprende -la cepa de:B.gertussis a‘emplear, el medio’ de,~ fr:
cultivo donde se desarrollard y el crecimiento d; 1la bacteria, entfe aﬁfas éqz
pas igualmente importantes.

En el Instituto Nacional de Higlene .(INH), de la Gerencia General de 8107
16gicos y Reactivos, dependiente de la Secretarfa de Salud, donde usualmente -
se lleva-a cabo la produccidn de la vacuna pertussis, asi como el control de -
calidad a lo largo de la misma. En el esquema I se muestra, de manera general-
como.se realiza la produccion de la vacuna.

Adn cuando ya se ha establecido el método de produccién, se continfan ha-
ciendo investigaciones con el fin de mejorar tanto la evaluacidn como cada pa-
so del mismo.

En.cuanto al medio de cultivo, Hornibrook (1939), fué el primero en descy
brir la utilidad del medio 1fquido en la propagacién de B.pertussis en fase I,
y desde entonces se han publicado muchas modificaciones de su formulacidn ori-
ginal, en la cual el medio 1fquido inclufa un hidrolizado de casefna adiciona-
do de varias sales, factores de crecimiento y resinas anidnicas o carbén. Por-
su parte, Stainer y col. (43), en 1970 propusieron un medio que contiene sodic
glutamato, prolina, cistina, sales y factores de crecimiento proplos para la -

produccién a gran escala de la fase I de B.pertussis . Mis de 30 x lﬂgorgania-
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CESQUEMAL 1

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

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

resiembras én B.G.

Lote @gmilla
Fermentador::-- = o L

Coseéhar a un pH de 7.2-7.4

- Inactivar apquete celular, adi
cién de #cido cftrico, ajuste
de pH a 3.8-3.9

Refrigeracién en cémara fria
para permitir la separacién-
de paquete celular.

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

Destoxificacidn

Muestreo para enviar a con -
trol de calidad

Entregar como producto a gra
nel.



(29)‘
mos/ml fueron producidos en’ 48:a-72 hutas de crecimiento.
Por otro 1ado, la introduccién de técnicas de fetmenCacion continua, den -:f

tro. de 1a p:oducci&n es un hecho de gran importacia en nuestros>d{as

La fe;meﬁ;‘
taci&n en la que se-logra una estabilidad por adicién. de medio ftesc -
‘ ciGn de igual cantidad del ya utilizado, asi como, el control del pH del 'ultivo -

proporcionan grandes perspectivas en la producciﬁn de vacunas pertussis sobre—

la’ bnse de la actividad protectora. -(16)
: ;As{ migmo los fermentadores que se utilizan éﬁ ié produccifn son importan-
“tes porque tambi&n de ellos puede depender el bueﬁ o mal crecimiento de la bac-
'tefin. a”este respecto Cameron P. y'col. (7) describeﬁ el uso de fermentadores-
.dé #cero inoxidable cuya ventaja es la durabilidad; experimentando con diferen-
’;teg-tipbs de acero y diferentes cepas, en el mejor de los casos se obtuvo una =
buehé produccifn de B.pertussis y las vacunas hechas con estos cultivos reunie- -

iron 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 logfsticos, para justificar la inyeccién en nifios.

bLas,vaCunas de manera primaria deben presentar pruebas a nivel qufmico y -

biloldgico asf como un control estricto a lo largo de todo el proceso de produc-

elfn. o

Como ya se menciond, en el Instituto Nacional de Higlene, se lleva a cabo-
1a produccidn de la vacuna pertussis y su control de calidad. Se realiza un con
trol del proceso, un control quimico y un control bioldgico en todas las etapas
de produccién.

En el departamento de control bjolSgico se llevan a cabo diversas pruebas-
acordes a las disposiciones establecidas por la Organizacidn Mundial de la Sa -

lud, (29), como son la prueba de potencia, de toxicidad y de esterilidad, prin



puntos mis 1mportantes en el estudio de.la vacuna es la

vpaéiddd?(UOP) los cuales se asemejan a una suspensign de B.pertussis que con-

%tieﬂé'ﬂolx 106 microorganismos/0.03 ml (INH). Ya que las vacunas deben conte -

'ﬁer Eého'méximo 20 x 109 microorganismos por dosis, son estandarizadas ajustan

fdo éﬁ obécidaﬁ' para su aplicacidn se recomlenda una dosis de lml en una dilu-

c16n l 2 de esta vacuna (6). Si bien el conteo celular por unidades de opaci-

dad viene a 1imitar otro tipo de elementos importantes, como el tamafio y forma:

3qe1ulat, €8 un elemento prdctico de medicidn que asegura uniformidad entre la-
boratorios ain requerir equipo especial.

-Se-aplica la prueba de potencia a cada lote de productb a granel, y a ca-
da lote de producto final. En ella se compara la actividad de la vacuna con es
tindares internacionales para pertussis o con u estandar equivalente, derivado
de &ste, y aprobado por la OMS. Es decir, la potencia se wide comparando la -
respuesta de grupos de ratones inmunizados con diluciones seriadas de la vacu-
na a probar, asf como grupos de ratones inmunizados con la dilucién correspon-
diente de una vacuna de referencia. Si otros parimetros, como homogenicidad de
respuesta, paralelismo en las curvas de respuesta, letalidad y niveles de desa

ffo, son satisfactorios, se asigna un valor niimerico em unidades protectoras -
en rat6n: fara 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 inmunizacidn y las otras dos para observacidn post-desaffo, el cual es -
por via intracerebral. La cepa de B, pertussis empleada en el desaffo es la -~
18323. (6)

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

o-ganancia peso-ratén. 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 -



el diluyente y no con 1a vacuna. ,l
~La:cepa de ratones es también un factot impor ante" y que algunos no son=

sensibles. a la vacuna.

Existe otto cipo de plueba pata medir 1a toxicidad,'el cua"escé basado -

en las teacciones locales: que produce ia administraci&n de la vacuna. Se ha em

pleado la variacién en el tamafio del edema producido en 1a pata de la rata des
. puéa dé la inoculacién, para medir reacciones locales e hipersensibilidad a la

‘vacuna: pertussis. Dicha reaccifn es valorada midiendo la pata afectada con un-

calibrador y compardndola con la pata opuesta del mismo animal, o bien midien-
do el desplazamiento de agua o mercurio con un mandmetro, o por incisidn en la
piei de la pata y midiendo el agua tisular. Manclarck y col. (21) en 1977 em -
plearon otro método, que consistfo en inyectar las diferentes muestras de vacu
nas a los animales en diferentes tiempos, sacrificfndolos después y cortando -

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

tas fue tomada como medida del edema.

-~ - AB{-pues,.una prueba de control debe ser reproducible y debe correlacio -

nar con experiencias clinicas; tales puebas deben ser directas, especificas y-
no rEquerir exttapolaciﬁn.

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

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

‘que “desarrolla una actividad biolégica espec{fica, y que se denomina factor -

promotor de leucocitosis (FPL).
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OBJETIVOS

a
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“{OBIETIVOS -

< Estudiarila

‘Estudiar-el.efecto.de 1a concentracién de células sbbte'iﬂfcoxiﬁidéd.'

~ Estudiar 1a cinftica de la produccién del factor promotor de leucocitosis -

ae Bordetella pertussis.

- Estudiar el efecto de agentes quimicos sobre la destoxificacin de la vacu-

na pertussis.
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'METODOLOGIA

Por ser de particular interés en la elaboracién de las vacunas anti-tosfe-
rina, es necesario llevar a cabo una invéstigaciﬁn acerca de la toxina pertu -
s8is, asf como las diferentes caracterfsticas de virulencia de la misma, En el-
presente estudio se aplicd atencidn especial a cuatro aspectos de 1la toxina: La
relacidn que guarda el factor promotor de leucocitosis con respecto a la toxi-
cidad, las varjiaciones de dicho factor con respecto a la concentracidn celular-
una evaluacidn del factor promotor de leucocitosis durante el proceso de produc
cién de la vacuna pertussis y el efecto de algunos agentes quimicos para des -

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

A,-"RELACION ENTRE EL FACTOR PROMOTOR DE LEUCOCITOSIS Y LAS PRUEBAS DE TOXICI ~
DAD.

A.l: Muestras
_Se tomaron al azar 57 muestras de vacuna pertussis al término de la produc

cifn. Cada una de ellas contenfa la combinacidn de dos cepas clasificadas con -

los niimeros 134 y 509. Cada muestra fue ajustada a 13 unidades de opacidad(UOP)
para cada prueba. ~

Como algunas de las muestras evaluadas correspondfan a iguales lotes, se-
1levé a cabo una agrupacibn de datos de la sigulente forma:

a) Muestras que correspondian a iguales lotes pero que fueron divididos en dife
rentes garrafones, las cuales se incluyeron en los grupos numerados del 1 al
1.

b) Muestras que correspondfan a iguales lotes pero que tuvieron un tratamiento-
térmico diferente , el cual fue desde un calentamiento hasta tres,

Los datos fueron ordenados en forma decreciente de acuerdo al porciento de



inoculado con:0,5ml de 1a preparaciﬁn. por vIa 1ntrapcticonea1, para cada ra -

@ Eé/sé"utilizG un grupo de ratones teé;igoﬁ. el cual consistis de sélo-

7}i9>r§;9ﬁes,'que:cémﬁién fue pesado e inoculado, pero'én eséé caso. se inyect§ -
‘O:Smiide diluyente por via intraperitoneal.

‘Se 1lev§ a cabo un seguimiento por siete dias de estos grupos, registrando
las variaciones en peso y su estado ffsico general, as{ como la muerte de algin
animal en el caso de que esto ocurriera. Al finalizar la prueba, se determind -
1a ganancia de peso de cada grupo, y se anotd como porcentaje, tomando en cuen-—
ta que el .peso ganado por el grupo testigo o control correspondfa al 100%. Esto
es se pudo hacer una valoracifn de la toxicidad de cada vacuna determinando la-
variacién de pesc en los ratones, ya que una vacuna téxica causa debilidad y co
mo consecuencia pérdida de peso.

El criterio para determinar si una muestra es o no t&xica se define como -
sigue: una vacuna serd tOxica si causa mis del 5% de muertes (2 o mds ratones)-
y si la ganancia de peso en porcentaje es menor al 60% una vez que la prueba -

ha finalizado.



>cc191dad del Factor:’ romotor-de leucocitosis
: rgqgnesvaibiﬁds d; la cepa INH con peso de 14 a 16 gramos, desti
1n&h§diﬁirqhong§;pa}a caﬁa lﬁte a probar. Dichos ratones fueron sangrados cortan
‘lvdgyla §un£a d; ia‘cola para obtener la sangre de la vena caudal. El sangrado e-
‘fec:u;db al dfa 0, sirvi6 para determinar los valores normales que se emplearon
lcﬁmo iImites en las siguientes evaluaciones de la toxina pertussis. Una vez de-
terminados los valores iniciales se procedis a la inoculacifn de 0.5 ml de mues
tra por via intraperitoneal. Posteriormente se tomaron lecturas de los leucoci-

tos totales por milfmetro ciibico, utilizando el hemitocimetro, a los 3, 5y 7 -

dfas posteriores a la inoculacida.



.4j§ con calentamiento a 56°C por 25 minutos. lLas mues -

~4 muestras de la cepa 509
- =3 muestras de la cepa 134

-3 muestras de la cepa 165

Sé 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. Andlisis N
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 di
luciones de la muestra original hasta llegar a igualar la opacidad con el es ~

tandar que equivale a 10 UOP,

B.2.2. Actividad del factor promotor de leucocitosis
Se llevé a cabo la cuenta leucocitaria en los dias 0,3,5 y 7 posteriores-~
a la inocualcién de 0.5 ml de cada dilucién a cinco ratones por via intraperi-

toneal ( véase metodologfa en A.2.2)
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Sills

Q:ifidbcenéiép‘devihs m@éstfés,t

Para ‘el estudio se confarbn‘coh;lasT igﬁientéﬂ mqggcra§:~

-3 1oteéjptoducidos con la:cgpéjl34

65

1’5 lotes producidos con ia;ceﬁq

-5 lotes producidbs con la cepa 509

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

: ras'd@ruﬁte el proceso de éroducciﬁn, 1la'509 y la 165 se wmuestrearon cada 5 ho -

T

cada una de ellas fue etiquetada para su identificacibn, indicando el =

Eigmpo de proceso en que se tomS la muestra,
C.2. Destoxificacién de las muestras

Inicialmente no se considerd la destoxificacidn de las muestras, pero al-
efectuarse la prueba del FPL, los cultivos mostraban actividad de toxina dermo
necrStica (TDN) y FPL, que ocasionaba la muerte de los animales, por elld se -
decidid efectuar la destoxificacidn que consisti§ en: hacer un calentamiento a
56°C durante 25 minutos, a cada una de las muestras de cada lofe que se estu -~
dais.

C.3. Anilisis

Los cultivos destoxificados fueron probados para conocer su activiad de -
TDN y FPL.

C.3.1. Actividad de toxina dermonecrdtica

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 lome de los animales por~

via subcutdnea. El perfodo de observacidn fue de 24 horas. La prueba positiva
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.de actividnd de TDN fue aquélla en la que: el raton mostro una reacciGn dermone~-

5tica en el sitia de la 1nocu1ac16n y. 1a prueba negativa no mostr§ Esta.

C.S.Z, Actividad del Factor promotor de leucacitosis

:}fistavpfuéba se efectuf como se indica en el punto A.2.2, realizando las -
‘-’legiﬁtas a los tiempos de 0, 3, 5 y 7 dias. Para el anfilisis de los datos s6lo-
éeféonsiderﬁ el quinto dfa, ya que por experiencias anteriores se conoce que la
mayor leucocitosis se presenta generalmente al quinto dfa después de la inocula

cidn.
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2D EEECTOiDE AGENTES 'QUIMICOS SOBRE LA DETOXIFICACLION DE LA VACUNA PERTUSSIS

'Unq'de los problemas principales en la produccifn de 1a vacuna pertussis -
es precisamente la detoxificacifn unida a la potencia de la misma. En esta par-
‘te se traté de encontrar un método quimlco mediﬁp:e el cual se pudiera dismi -~
;nuir la toxicidad del producto en comparaciﬁn con el método fisico que actual -
: mente se utiliza con este fin,
D 1 Muescraa
Se trabaj& una muestra ( D-1 ) dividida en diferentes matraces, contenien-

fdo 250 ml de produccc debidamente etiquecudos con la substancia o temperatura -

o ;lanue~fue tratada.

'D.2. Tratamiento de la muestra
Cada muestra contenida en los matraces fue tratada con cada uno de los a -

gentes quimicos y ffsicos de la siguiente manera:

D.2:1. Agentes quimicos
a) Glutaraldehfdo al 0.25% y 0.5%: Las muestras tratadas con este agente a —
’ cada una de las concentraciones, se detoxificaron durante hora y media, -
eliminfindose el glutaraldehfde un vez conclufdo el tratamiento, con una -
dialisis contra agua destilada en una clmara frfa (+2 a +8 °C) durante -
24 horas.

Acetona al 5%: La muestra se detoxificd durante 18 horas, cambiandose la-

b

-~

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

Beta-propiolactona a una concentracidn de 1:4000 : La muestra se detoxi -

~

c
ficd por tres horas y el agente no fue eliminado debido a que se transfor
ma en productos que no afectan este anilisis.

La concentracidén indicada para cada caso se refiere a una cancentraciﬁn 45»

final del agente qufmico en cada muestra.




‘cada . muestra tratada.

La sﬂluciﬁn de histamina empleada fue una preparacifn dé ug g;amo'de di -
fosfato de histamina disuelcta en 100 ml de agua destilad;; Ei dfluente fue una
soluéi&n de cloruro de sodio al 0.85%.

Cada ratbén se inyecté intraperitonealmente con 0,5 ml de cada muestra ex—
perimental diluida apropiadamente con solucién salina, Se evaluaron paralela -
mente un testigo negativo que consistfa Gnicamente en solucién salina, y un -
testigo positivo empleando para tal caso Bordetella pertussis virulenta. La -
preparacidn experimental estaba libre de toxina dermonecrética.

Al quinto dfa despufs de la inoculacidn, se peso a cada ratdn y se desa =
ffo con 0.0l ml de solucién de difosfato de histamina por gramo de peso, por -
via intraperitoneal.

Se registraron las muertes entre las 2 y 24 horas después del desaffo con
histamina y se calculd el porcentaje de mortalidad. Una muestra no tiene acti-
vidad sensibilizante a la histamina si no se presentan muertes después del de-

saffo .



3

" RESULTADOS.



Al

tos t5xicas de’ 1a vacuna pertussis, ademﬁs de 1n prueba de toxicidad que actual
fmente ‘se emplea, se compararon los resultados obtenidos de 57 muestras de vacu~

:na pettussis tanto en las pruebas de toxicidad como en el factor promotor de -

1egc pitosis.

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

xféﬁbigs Irf 2- muestran estos datos. El criterio para separarlas fue el empleado
P awéiasificar a una muestra como tdxica u atdxica, el cual define una muestra
-‘aﬁéxica como aquella que provoca en el ratén una ganancia de peso mayor al 60%-
écn respecto al grupo control y ademds no tiene mis del 5% de mortalidad.

Como puede observarse en la tabla I el grupo que contiene la suspengibn ce
lular sin destoxificar, tiene valores de leucocitos entre 20,000 y 77,000 leuco
citoslmm3 en el ratén. Dentro de &stos las muertes A-7, A-10 y A-1l analizadas-
al quinto dfa mostraron valores superiores a 70,000 LeuC/mma, disminuyendo gran
demente al séptimo dfa.

El grupo tdxico (Tabla 2 ), presentd mayores diferencias (entre 27,000 y -
107,000 Ieucocitos/mmJ) 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 1a 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 -
dualmente; sin embargo, muchas de ellas correspondfan a iguales lotes ya sea -
por haberse fraccionado la muestra original en varios garrafones, o bien por ha

ber dado diferente tratamiento t&rmico para la destoxificacién. Por ello, se di



Tabla 171 nrllnclo'n ntﬁ Toxicided y Leucocitonis pars el Grupo'l
i : (9o téxico)

conforme”

conforme  12:0 70 10,0« T 2000

conforme 11,0 R0 U190 B

conforme  10.0 - 14,0 <2200
conforse  13.0 6.0 56.0 51.0
conforme 9.0 18.0 39.0 31.0
conforme 17.0 2.0 2.0 42,0
conforse  12.0  28.0 27.0 28.0
conforue 8.0 25.0 32.0 18.0
lescs 0/20 conforne  10.0  41.0 7.0 32.0
Cens /20 conforae 16,0  30.0 70.0 0.0
L3 0/20 confocse 10,0 48.0 54,0 45.0
#6048 0/20 conforme  10.0 46,0 46,0 41.0

0/20 conforme 17.0 30.0 70.0 30.0




"‘Nﬂmé’ry:o de Leucacitos xl():‘/mm3

Resultado '
a1 dfa
R IR 5 7

téxico 8.0 44.0 33.0 32.0
tdxico- 9.0 21.0 27.0 25.0
téxico 1.0 47.0 49.0 34.0
téxico 1.0 42.0 66.0 37.0
téxico 8.0 32.0 38.0 32.0
téxica 14.0 36.0 36.0 29.0
téxico 13,0 35.0 54.0 27.0
téxico 7.0 57.0 62,0 55.0
téxico 11.0 55.0 77.0 40.0
téxico 8.0 42.0 55.0 7.0
téxico 9.0 114.0 107.0 80.0
téxico 7.0 36.0 45.0 37:0
téxico 1.0 38.0 47.0 34.0
téxico 10.0 72.0 47.0 3z2.0
téxico 9.0 46.0 71.0 57.0
téxico 8.0 40.0 55.0 40.0
téxico 10.0 50.0 70.0 36.0
téxico 9.0 33.0 44.0 8.0
tSxico S.0 43.0 66.0 35.0
tixkeo 14.0 49.0 57.9 36.0
téxico 9.0 53.0 63.0 37.0
téxico .0 39.0 g9l.0 81.0
toxice 13.0 44.0 57.0 40.C
téxico 9.0 62.0 76.0 471.0
tixico 12.0 70.0 £3.0 6.0
téxico 7.0 68.C 74.0 75.0
toxico 7.0 56.0 71.0 3.0
tbxico 3.0 £2.0 91.0 9.0
totico 9.0 73.6 - 63.0 45.0
téxico 10.0 88.0 83.0 $8.0
téxico 8.0 60.0 52.0 38.C
téxico 9.0 63.G 71.0 73.0
téxico 10.2 59.0 74,0 535.0
tdxico 10.0 59.0 74.C 55.0
téxice 9.0 €5.0 52.0 41.0
tixico 9.0 48.0 67.0 35.0
téxico 8.0 33.0 76.0 56.0
tSxico 1.0 64.0 79.0 78.0
tizica 16.0 59.0 77.0 63.0
rdxica 10.0 43.0 66.0 35.0
t5xizo 10.0 74.0 54.0 7.0
tSxico 12.0 63.0 66.0 68.0
tSxico 10.u 94.0 100.0 75.0




’.‘Eh la taﬁlq No. 4. =

los. grupos queeran e'igus ‘lote §érd con diferente tratamien~

En‘la}tﬁBiA:NA.ﬂ puéﬁe oﬁsengréz que cada grupo consta de muestras simi-
vléfés:édn un‘compur:amieﬁco muy semejante en la prueba de toxicidad y leucoci-
> 56515; LQ figura 1 esquematiza a los grupos 1, 2, 3 y 4. Estos cuatro grupos =
cienen su punto miximo de leucocitosis al quinto dfa y sus valores disminuyen-
al séptimo. Todas ellas Eo;man lfneas 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-
riores, pero el grupo 6 para el garrafén 2 present§ el punto miximo al tercer-
dfa y siguid bajando en los subsigulentes, aunque el s5éptimo no llegé a valo -
res normales. El grupo 8 tuvo un comportamiento totalmente contrario para los-
garrafones 1 y 2, ya que el ! bajo al quinto dfa y volvid a sublr al séptimo,-
modificando la respuesta que presentaron las muestras anteriores. La figura 3-
nos i:resenta al grupo 10 y 11 como muestras muy semejantes ya que en ellas, =
existe una fraccidn goe tuvo su miximo al tercer dfa y de ahi disminuyd, con -
tréiponiendose al otro garrafdn en el que el miximo fué al quinto dfa. El grupo
9 para los garrafones 2,3 y 4 tuvo un comportamiento paralelo, pero el garra-
£6n 1 disminuy§ adn mis, al dfa 7, lo cual hizo que la respuesta fuera diferen
te a las anteriores.

En 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 -
fracciond,y recibid un sflo tratamiento térmico y luego se volvid a unir, te -

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



Himero de L

gdco;itns (10%) fum3;

c“,) _
FeA2Ee)

- A=3 - G(3)

A= G(4)
Crupo 3
A~16 - G(1)
A-5  G(2)
A-9  G(3)
Grupo 4
A-11 G(1)
A-14 G(2)
Grupo 5

. A-17 G(1)
A-20 .G(2)
A-2L G(3)
Grupo 6
A-~18 G(1)
A-28 G(2)
Grupa 7
A-23 G(1)
A-27 G(2)
A-35 €(3)

66.0
84.0
2.7

61.3
58.0

57.4
54.1
52.5

55.4
40.5

47.5
43.6
32.5

2/20
1/20
0/20

0/20
0/20

2/20
0/20
0/20

2/20
2/20

1/20
1720
3/20

" atoxico

* atoxico

atoxico

atoxico

téxico
atoxico

atoxico

atoxico

atoxico

téxico
téxico

téxico
'

téxico

téxico

téxico
téxico
téxico

12,0
1.0

10.0

9.0
9.0
8.0

16.0
17.0

11.0
14.0
13.0

11.0
10.0

1.0
11.0
9.0

21.0
18.0
25.0

30.0
30.0

47.0
36.0
35.0

42.0
72.0

55.0
38.0
53.0

19.0
22.0

27.0
39.0
32.0

70.0
70.0

49.0
36.0
54.0

66.0
47.0

72.0
47.0
63.0

25.0
1.0
18.0

30.0
30.0

34.0
29.0
27.0

37.0
32.0

40.0
34.0
37.0




Cwey

:Tabla; 3: . Iilqctén entre Toxicidad y Leucocitosis para diferentes grupos
7+, /que correspandan A un mfsmo Lote fraccionado en varias muestras

{Continuacisn)
pu’o:‘lnldo No, muertos Resulcasdo HGnero de Laucocitos (lO’)lm:
por dfa:
0 l H 7

e
0/20 - R téxteco 10.0 88.0 83.0 98.0
1/20 téxico 10.0 3%.0 7.0 63.0

) Lk}
2/20 téxico 2.0 62.0 76.0 41.0
= -1/20 téxico 7.0 64.0 73.0 78.0
2/20 téxico 7.0 66.0 74,0 75.0
0/20 téxico 1.0 56.0 7.0 7.0
0/20 téxico 9.0 59.0 91.0 19.0
1720 téxico 9.0 1.0 63.0 45.0
3/20 téxico 8.0 57.0 52,0 8.0
3/20 téxico 9.0 48.0 67.0 35.0

C{1) , G(2) , G (3) : Corresponden a los gatrafones !, 2 y 3 en que e fraceiono la

wuestra original y que fueron evaluados por separado.
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Figura 1.

Tilempo en dfas.

w 4

Leucocitos producida en ratones inoculados con la Vacuna pertussis. Los
gré&ficos corresponden a muestras, de un zismo lote, que fueron fraccio-
nados en diferentes garrafones. :

1 y 3 son mueatras separadas en uno (9), dos (&) y tres (o) garrafones;
4 8610 en dos, y 2 hasta en cuatro {*) fracciones.

Garrafsa 1 (¢), garrafon 2 {4), garrvafén 3 (*), gnrrl£‘5n 4 (o),
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Figura 2. Leucocitosis producida en ratones fnoculados con la vacuna pertussis.

Los gréficos corresponden & muestras, de un ufsmo lote, que fuerom -
fraccionadas en diferentes garrafones. .
(5) y (7) son muestras separadas en uno (@), dos (4), y tres(eo)garra
fones; (6) y (8) s&lo se repartieron en dos. =
Garrafén 1 (o), gacrrafbn 2 (A), garrafén 3 (¢), garrafén 4 (o).
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Figura 3. Leucocitosis producida en ratones fnoculados con la vacuna pertusais.
Los grSficos corresponden 2 muestras, de un mismo lote, que fueron
fraccionndos en diferentes garrafones.

(10) y (11) eon muestras separadas en uno () y dos (a) garrsfones.
(9) se repartiS sdemfs en Cres (®) y hasta cuatro (o) garrafones.
Garrafén L (o), garrafén 2 (&), garrafén 3 (), gazrafse 4(0).
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"hbll 4. Relacién entre Toxicidad y Leucocitosis para diferentes grupos

que corresponden a igualen Lotea con difecente tratamiento tér

aico.

Huestsra

# trat. Xpeso gana HNo.muertos Resultsdo HNGmaro de Leucocitos (N)S)/m:l3

tersico do por dfa:
[} 3 s ?

Crupo s

A-34  uno 36.0 0/20 téxico 14.0 4.0 57.0 36.0
A-37  uno 28,6 2/20 téxico 10.0 44.0 57.0 0.0
A-26 " uno 43,8 - 0f20 téxico 7.0 36.0 45.0 38.0

X uno 35,5 1/20 t6xico 10.0 43.0 53.0 36.0
Grupo b *

A=30  uno 37.0 0/20 téxico 9.0 40.0 55.0 40,0
A-24  dos 47.0 0/20 téxico 8.0 42.0 55.0 371.0
A=19  tres 55.0 9/20 téxico 8.0 32.0 38.0 32,0
Crupo ¢ '

A-46 uno 19.0 1720 téxico 9.0 63.0 71.0 8.0
A-22°  dos 48.0 320 téxico 1.0 57.0 62.0 5.0
Grupo d

A-4&  uno 23.4 0/20 téxico 10,0 88.0 83.0 98,0
A-53  uno 12.2 1/20 téxico 10.0 $9.0 77.0 6.0

I uno 17.8 1/20 téxico 10.0 73.0 80.0 81.0
A-23  dos 41,8 1/20 téxico 11.0 55.0 77.0 40.0
A-27  dos 43.6 1/20 téxico 1.0 38.0 47.0 34.0
A-35. . dos_ 32,5 3/20 thxico 9.0 53.0 64.0 37.0

X dos 41.2 2/20 téxico 11.0 49.0 63.0 e
Grupo e

A-51  uno 1.8 320 téxico 10.0 94.0  100.0 75.0
A-25  dos 46,4 1/20 téxico 9.0 1140 107.0 80.0
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 rabla’ &. Relacion entre toxicidad y Leucocitoais para diferentes grupos
que corresponden & iguales Lotes con difereate tratamiento tfr

alco.
. {(Continuacisn)

Ipeso gana~ No. muertos Resultado NGmero de Leuco:ltos(lol)/ml

tfraico ' do, por dfa:
¢ 3 5 7
. téxico 16.0 - 59.0 74,0 55.0
téxico 10,0 4.0 .71.0 57.0
téxico 12.0 63.0 66.0 67.0
" téxfco te.0  s0.0 10.0 36.0
téxico 10.0 43,0 65.0 35.0
téxico 9.0 330 44.0 28.0
téxico 14.0 43.0  66.0 35.0
téxico 11.0  38.0  55.0 32.0

% 1 Promedio de muestras repartidas en diferentes garrafones que
vecibieron el mismo tratamiento tfrmico
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diferen:es garrafones se hizo un promedio de los valores de -

(aquellas muestras que hubiesen recibido el mismo nimero de calentamientos.

;Las figuras 4 y 5 esquematizan estos lotes que fueron estudiados cuando te
" nfan’un solo tratamiento térmico, cuando fueron calentados por segunda vez y, a

veces, cuando se intentd la destoxificacifn 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 permanecif casi sin cambio, y requirid de un tercer ca
lentamiento para disminuir y demostrar como este tratamiento si abate la toxici
da;'l.

En la figura 5 para el grupo e, se muestra que lo anterior no se presenta-
en todos los casos ya que después de calentar, la leucocitosis se incrementd, -
aden#is de que los valores estin muy por encima del valor basal que es de 9,000-
a li,OOO cel/mma. Los grupos f, g y h siguieron la pauta de los anteriores mos
trando una leucocitosis menos marcada despufs del calentamiento.

Cabe mencionar que las muestras con alta leucocitosis inicial, diffcilmen-
te disminuyerdn sus valores aidn 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 n:«':l/mm3 y no disminuyeron a menos -
de 30,000 ct?l/mm3 al séptimo dfa, por lo que la leucocitosis se prolongd mucho-

mis que en grupos como el h, a y b en que los valores subleron poco, mantenien~

do una curva menos pronunciada.
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w
R-1

Nomero da Leucocitos x(}l‘)a)l‘m:," o

Tiempo en dfas

Pigura 4. Leucocitosis producida en ratones inoculados con la vacuna pertussis.
Los grificos corresponden a muestras que han recibido diferente tra-
taajento térmico.

(a), (b)y (d) son muestras que recibieron uno (—) y dos (—) trata

mientos térmicos; y (b), es una wuestra que vecibid hasta tres (...
tratacientos térmicos.
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%

(36)

7

Tiempo en dias.

Figura 5. Leucocitosis producida en ratones inoculados con la vacuna partussis.

Los grificos corvesponden a muestras que han recibido diferentes tra
tamientos térmicos.

(&) (£)s (g) y () son muestras que recibieron uno (——) y dos (=~}
tratamfeatos térmicos.
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B EFECTO DE LA CONCENTRACION CELULAR EN LA CTIVID

EL FACTOR' PROMOTOR DE: -

,i LEUCOCITOSIS.

Para poder demostrar el efecto de la concentracion celular sobre la acti -
vidad del factor promotor de leucocitosis, se trabajaron 1l muestras obtenidas-
al‘final de la fermentacidn, a las cuales se les determinaron las unidades de o
pacid&d‘para conocer el nimero de microorganismos contenidos en las mismas y po
der variar la concentracién mediante diluciones, conforme nuestras necesidades-
-.as{ lo.requirieran. Las unidades de opacidad obtenidas para cada muestras fue -

ton las siguientes:

TABLA 5

OPACIDAD
(UOP/ml)
140
330
280
: 370
134 410
: 136 i 240
509 220
B-8 509 240
B-9 509 180
B-10 509 310
B-1l 509 430

Con cada muestra se realizaron una serie de diluciones para cbtener concen

traciones celulares que variaban desde 5 UOP hasta 13 UOP para determinar el nd



» G
‘mero déxlg;;ab;toé d los'dfas 3,75y 7 deépués dé inocular. ‘Los resultados obte-
ﬂi?osAfﬁéron a;rupadog de aéuerdo a la cepa de cada muestra ( cepas 165, 134 y -
569)'y se encuentran en las tablas 6, 7 y 8 respectivamente.
B Las tablas nos muestran las variaciones en el nimero de leucocitos conforme
variaba la concentracidn celular, comparados con el valor normal de leucocitos ~

3

en ratén que fue de 9.0 a 11.0 x 10 celulas/mm3.
Asi mismo, se observd claramente la actividad que tiene el FPL en el ratdn;
en general aumento el nimero de leucocitos al tercer dfa, alcanzando el punto -~

mﬁximn al quinto dfa, para finalmente disminuir al séptimo dfa (figuras 6 y 11).

B Y annlizamoa las figuras que ilustran algunos de los resultados, podemos -
'opsetvar lo siguiente:
' Los puntos miximos del niimero de leucocitos se alcanzaron en general a las-
cénéentraciones de 12 y 13 UCP, mientras que los mis bajos fueron a 5y 6 UOP, -
( B-1, B-~2, B-4, B-5, B-6, B-7, B-11 ),
' Hubo algunas muestras que tuvieron su punto miximo de leGcocitosis al ter -
cer dfa, disminuyendo al quinto dfa y ain mfs al séptimo, tal es el caso de B-2,
(fig;ra 7), B-5 (figura 9) y B-10.
También se encontraron muestras en las cuales los valores de leucocitosis ~
no disminuyeron ni aiin al séptimo dfa como se observa en los valores de B-B.
Algunas de las muestras tuvieron valores menores de 60.0 x 103 Leuc/mm3 adn
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 niimero de leucocitos producidos por cada cepa a una concen
tracidn celular dada, encontramos lo siguiente:
A 5 UOP la respuesta de la cepa 509 y 165 fue menor de 32.0 x 103leucocit03~ 
/mm mientras que la suspencién de la cepa 134 fué mayor que este valor (figuta—,

13).




~léﬁcaéicusiu,da‘Bordetalla

raclén c ularjsobu, la ‘detividad

B-3

5. 22.0 19.0

6 22.0 21.0

7 21.0 21.0

8 21.0 13.0

9’ 20.0 26.0

BRE 20.0 14.0

1 20.0 20.0

o ! 20.0 17.0
: 21.0 14.0

18.0
20.0
20.0
19.0
17.0
18.0
20.0
21.0

- 19.0

‘gmero normal de Leucacitos en racén: 9.0- 11.0 x 10%/mm®



lpﬁ;é 1a actividad del
Bordetella — pertussis

QoSSR WULW

23.0 23.0
3.0 30.0

. 25.0 27.0
64.0 (3) 31.0 (3)
41.0 (4) 27.0 (&)
40.0 30.0
42,0 27.0
49.0 28.0
61.0 (&) 38.0 (&)
17.0 29.0
21.0 22.0
26.0 35.0
30.0 34.0
32.0 29.0
5.0 34.0
34.0 35.0
41.0 36.0
36.0 44,0

Nota: Los que se an entre el parfatesis indican el nimero

de ratones sobrevivientes de un total de 5. .

Himero normal de Leucocitos en ratfu: 9.0 - 11.0 x 103111::.113



sobre 1a 'q’ctLyidnd del
Bordctella'percussis

(2)
)

B8 17.0 22.0 21.0
18,0 - 23.0 23.0

19.0 21.0 22.0

-20,0 19.0 21.0

20.0 22.0 22.0

17.0 19.0 23.0

19.0 21.0 22.0

17.0 21.0 25.0

21.0 21.0 24.0

B-9 19.0 .0 26.0
19.0 37.0 21.0

22.0 36.0 20.0

18.0 33.0 20.0

22.0 38.0 24.0

21.0 41.0 23.0

19.0 41.0 24.0

. 26.0 6.0 22.0
o 23.0 51.0 22.0

Nota: Los niimeros que se encuentran en el paréntesis {ndican el nimero
de ratones sobrevivientes de un total de 5.

Nisero normal de Leucocitos en ratén: 9.0 - 11.0 x |03/m3
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Tabla '8, Efecto de la concentraciSn celular sobre la actividd del
: factor promotor de leucocitosis de Bordetella pertussis

cepa 509.
{Continuact “on)
Hi‘ltr- Opacided HGmeco de leucocitos ;:(lo:’)lnmn:| a los dfas:

(UopP/m1) 3 5 7

21.0
271.0
21.0
30.0
22.0
21.0
22,0
5.0
26.0

34.0




op p ® XeO, %

/

3 5 7
Tiempo en dfas
Figura 6. Leucocitosis producida en ratones inoculados coa Vacuna

pertussis (muestra B-l) cepa 165 a diferentes concentra—
ciones celulares.

e—*5 yor o—* g yop +—+11 yop
+—16 uop 2—49 yor X—n12 UOP
w~-] YOP d-—ai0 yop 1—=.13 UOP

Nimero norwal de leucacites en ratén: 9.0- 11.0 x(lOs)/lm'nJ
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Leucocitosis producoda en ratones imoculados con vacuna
pertussis (muestra B~2) cepa 165 a diferentes concentra
clones celulares.

¢—s5 UOP o—s 8 YOP +-+ 11 UOP
4—45 voP sa—4 g Uop X—X 12 UOP
x—%7 UOP s-910 uop *—%13 UOP

Nimero normal de leucocitos eu ratdn es de 9.0 -11.0 x(loj)/m3
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nes celulares.

ones inoculados con Vacuna
4) cepa 134 a diferentes concentracio

—e 5 yop s—ao g uop +—+ 11 vop
b 6 UOP a—s g yop x—x 12 U0P
-7 UOP @-djg gop *—¥ 13 yoP,

Nmero de Leucocitos normal €n ratén: 9,0 - 11,0 1:(103)/\1-m3
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Figura 9 . Leucocitosis producida en ratones inoculados con vacuna

pertussis ( muestra B~5) cepa 134, a diferentes concentra
ciones celulares.

s—=~s 5 UOP °=—¢ § yop +—t11 vop
436 YOP &4- 4 g9 yop x—x 12 UOP
% -—&7 UOP . u-sl0 UOP »+—a 13 UCP

Nimero uormal de Leucocitos en racSn: es de 9.0 - 11.0 x(lO:,)/v.m3
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Figura 10. Leucocitosis producida en ratones inoculados con vacuna
pertussis (ouestxra B-7) cepa 509 a diferentes concentra~
ciones celulares.

«— 5 UOP o~—0 8 UOP +.—+11 UQP

s-—4 6 UOP A —ug yop x—w12 UOP

a—*%7 UoP #9100 UOP #—x13 UOP 3 3
HGmero normal de leucocitos en ratéa: 9.0 - 11.0 x(107)/an
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Figura 11. - Leucocitosis producida en ratones inoculados con vacuna

percussis (muestra B-0) cepa 509 a diferentes concentra-
ciones celulares.

e—* 5 UOP °——2 g uop +-—411 vop
L —26 UOP =% 9 yor ~—%12 UOP
«—x] UOP ¢ .—vl0 UOP »~—«13 UOP

RGmero normal de leucocitos en ratén: 9.0 ~11.0 1(103)/‘,,3
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Ngmero. de Leucocitos

Figura’

“l'uln‘pn en dfas

Leucocitosis producida en ratones inoculados con Vacuna
pertussis (muestra B-11) cepa 509 a diferentes concentra

ciones celulares.

e—* 5 UoP, o—+ g yoP, +—+ 11 UoP,
a—» 6 UOP. &—4 9 yoP, »—% 12 UOP.
x—a 7 UOP. a8 10 UOP. #—* 13 yOP.

Kimero de Leucocitos normal en ratén es de 9.0 a 11.0 x(103)1m3
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Figura 13, Leucocitosis producida en ratones inoculados con nuestras de Vacuna pertussis de las-cepas 134, 509

y 165 a una concentracisn celular de § UOP. ;

NGmsro normal de Leucocitos = 9-11 (x107)/ mm



’v A 7 UO? el ﬁﬁmgfb de‘lehconiioébentre‘la cépn 134 y 509 fu€ muy similar, =
v;i&fé; arriba de 32,0 # 103 1eucocitas/mm3 pero inferiores a 70.0 x 103 leuco~
f: Eiéés/ﬁm3 dando una respuesta muy irregular wmientras que la cepa 165 se encon -
';rétaén por debajo de 32,0 x 103 1eucocicos/mm3 (figura 14).

A 9 UOP la cepa 134 y 509 siguieron el comportamiento observado a 7 UOP -~
pero la respuesta se notd mis definida, mientras que para la cepa 134 el punto-
miximo lo alcanz§ al tercer dfa para disminuirlo al quinto dfa y ain mfs al sép
' timo dfa, en la cepa 509 se observé que la actividad de FPL aumentd al tercer -
dfa, alcanzando Gn punto miximo al quinto y disminuyendo al séptimo, al igual -
que en la cepa 165 pero en menor grado ( es decir, por debajo de 37.0 x 103 Leu
: coéitos/mm3 , (figura 15).

A1l UOP la cepa 134 y 509 rebasaron los valores de 70.0 x 1031eucocitos/-

mm3 mientras que la cepa 165 no paso de los 40.0 x 103 1eucoc1tps/mm3. la res -

.:-puesta de la cepa 509 se mantuvo igual y la de la cepa 134 se empezS a compor -

tar de forma similar (figura 16).

A 13 UOP las cepas 509 y 134 alcanzaron valores superiores a los 110.0 x -
103 leucucitus/mm3 mientras que la cepa 165 apenas rebasd los 45.0 x 103 leuco-
citos/mm3 pero en ningdin caso fueron mayores a 50.0 x 103 leucocitos/mma. La -

respuesta de las tres fué semejante ( figura 17).



m_ 901
L
"SBD
X720 ]
o
£60 1
8
§50 4
3
%404
30 4
\E
20 4

109

b Cepa 134

B=4

B-5

Cepa 165

\
(€L)

Y T T -

3 5 7 3 5

~J

tiempo en dfas

Figura 1b.£aucnn1tosiu producida en ratones inoculados con muestras de Vacuna pertussis de las cepas 134, 509 y

165 a una concentraciln celular de 7 UOP,

Njmero normal de Leucocitos en ratén = 9-11 (xlOJ) / m’
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Pigurs 15 Leucocitosis producida en ratones {noculados con mueatras de vacuna pertussis
165 a una concentracién celular de 9 UOP.

NGnero normal de Leucocitos sn ratén = 9-11 (x103)/mmJ
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Pigura 16. Leucocitosis producida en ratones inoculados con muestras de vacuna pertussis de lag cepas 134,509 y

S a una concentracion celular de i1 UOP,
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Figura 17, Lleucocitosis producida en ratones noculados con muestras de Vacuna pertussis de las cepas 134,509
¥y 165 a una concentracién celular de 13 UOP,

NGmero normal de Leucocitos en ratén = 9-11 (xloa)/ml

(9)
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C.- EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DEL FACTOR PROMOTOR DE LEUCOCITOSI

PRODUCCION DE LA VACUNA PERTUSSIS.

En cuanto al.seguimiento de produccifn de la’ actividad de fPLzse obtuvié -
ron los siguientes rvesultados:

Primeramente mediante una reaccidn dermonecrdtica en el lomo de los anima-
les se observ6 la actividad de la tdxina que para’'la cepa 134, 509 y 165 se ob-
tuvieron resultados similares, ya que los 13 lotes trabajados dieron reaccién -
positiva para muestras no detoxificadas, lo cual podemos constatar observando -

" la tabla 9, las muestras nd determinadas se debieron a falta de material biolé-
.gico.
La actividad de FPL a diferentes tiempos de proceso fue comparada al quin-
“'to dfa después de inoculados los animales, observando que la cepa 134 presentd-
una elevacién mixima 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, asf mismo podemos observar-
que el comportamiento fue mds dristico en comparacidn con las otras cepas traba
jadas.

Para la cepa 509 se observ$ una respuesta mis constante en los 5 lotes tra
bajados, y como podemos observar en la figura 19 y la tabla 11 hay una maiima e
levacifn 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 elevacién signi
ficative, y todos los valores durante el procesc se mantienen muy cercanos en -
tre si,

Respecto a la cepa 165, &sta mostrd un comportamiento variable aunque en -
general se observd una mixima leucocitosis para tres lotes trabajados a las 35-

horas del proceso. En este caso dos de los lotes de la cepa 165 mostraron un -



TABLA 9 Actividad de TDN durante el proceso de produccifn
de Vacuna pertussis utilizando lotes con y sin tra
N taniento t&rmico de cepas 134.509 y 165,

Tiempo del proceso en horas

Cepa Lots - Tratamiento
TR x téruico 0 5 10 15 20 25 30
134 no + + + + + + +
i 8 - - - - - - -
na + + + + + + +
81 - - - - - -

+ -

+ +

+ +

+ +

. + +
e + + + + +

no s e . determino

(8L)



Tabla 10 Actividad de FPL durante el proceso de produccidn
de Vacuna Pertusais con la Cepa 134,

Slote. ;. Il Nimero de Leucocitos (10]) Ian al quinto dfa inducidos por la ceps 134 a diferentes
} . ; tienpos de proceso en horas.
4 -] 10 15 20 23 a0 35 40
~ el N N KD ND ND ND 9.0 42,0 4.0 2.0
i ~
~
<
~
C-2 -~ 18.0 7 19,0 R 32.0 17.0 16.0 17.0 16.0 17.0 15.0
c-3 28.0 23.0 29.0 26.0 26.0 24,0 20.0 21.0 23.0

NOzsero normal de lLeucocitos en racsn 9-11 (103)/m3
HD= No sa detarmino
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Figura 18 Leucocitosis producida en ratén al quinto dfa, durante el procesc de produceidn de Vacuna
pertussis con la Cepa 134,

(08)



‘Tabla 11 Actividad da FPL durante el proceso de produccién

de Vacuna pertussis con la cepa 509.

- Nimero de Lcucncuo-(xlol)/m] al quinto dfa, inducidos por 1a cepa 309 a diferen

tes tisopos de proceso en horas.
] 5 10 15 20 25 30 RH 40 45

€=7

© 25,0 22.0 27.0

- 10,0 ND e ND 12.0 24.0 38.0 49,0 54.0

27.0 2.0

1210 20.0.

ND 80.0 65.0 60.0

25.0° 0 28,0 28,0  36.0 37,0  25.0  23.0

NGmeto normal de Lnucncital en ratdn de 9 a1l (xlD pY) n:u

NDe No se: deternind

(18)
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Leucocitosis producida en raton al quinto dfa, durante el proceso de produccién de Vacuna

Figura 19

pertussis con la Cepa 509.

(z8)
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comportamiento diferente al anteriormente sefialado, ya que al igual de lo que-
pasa con los lotes de las cepas 509, &stos también amntuvieron valores muy si~
milares durante todo el proceso, y no mostraron elevacién significativa en nin
gin tiempo. (Tabla 12 y Figura 20).

Durante el muestreo y trabajo con material biolSgico la cepa 509 fue la -
que di8 mejores resultados; la 134 tuvo efectos m&s drésticos al inicio y des~
pufs se mantuvo estable; y la 165 tuvo diversos comportamientos entre los mis~
mos lotes, ya que algunas veces mostrd buenos resultados y en otras, estos fue

ron desiguales y con poca consistencia.
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: ‘T-bh 12 . Activided de FPL duranta el proceso de produccién

de Vacuna pertussis con la Cepa 165.

Lo‘ta" X NGmero de Leucocitos (xlOJ) / m3 al quinto dfa, inducidos por la Cepa 509 a diferen-
R tes tiempos de proceso en horas,
[ 5 10 15 20 25 30 35 40 45
€-9 ' 16.0 17.0 17.0 21.0 23.0 22.0 21,0 310 19.0 21.0
c=10 26,0 26,0 224,07 30,0 22.0
Loeell o 13,0 - _ND 15.0. . 10,0
o1z Soclaa6 2000 2807 033,0 0 36,0 7380 0 400 550 38.0
=13 12.0 20.0 19.0 20.0 18.0 15.0 19.0 17.0 12.0

Nizero normal de Leucocitos en ratén 9- Ll (xlOJ) / ml

ND= No se daterntnd



Nimero de Leucocitos (x10°) / ma

Pigura 20 Le!
pa

Tiempo del proceso en

ucocitosis producida an ratén al quinto dfa,
rtussie con 1a Cepa 165

25 30 5 T
horas

durante el proceso de produccidn de Vacuna
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D. iiésc:o DE’ AGENTE QUIMICOS SOBRE AL nr-:_roXnICAcm’u DE LA VACUNA PERTUSSIS

Cun respec:o a la detoxificacién de vacuna per:ussis celular por wétodos~

: qufmicos, se probar&n vatios agentes y se € 1;6 la actividad del factor promo
"cor de 1eucocitosis (FPL), factor sensibiiizante a la histamina (FSH), toxina-
dermonecrotica (TDN) y la prueba‘de toxicidad. Ademds, se probd el tratamiento
- térmico é 56°C por 30 minutos, para compararlo con los anteriores.
o Loé agentes qufmicos utilizados fueron el glutaraldehfdo a concentracio-
B nes ‘de 0.25% y 0.5%, la acetona y la beta-propiolactona, que en la seccidn D-
’ de metodologfa se indica como fueron aplicadas.
La actividad de FPL fué mayor en la primera muestra tratada con beta~pro-
plolactona presentando una leucocitosos mfxima de 146.0 x 103 celulas/mm3 al -
quinto dia, donde hubo hasta tres muertos, seguida por la acetona con 2 muer -

tes y 83.0 x 103c€1u1as/mm3 de leucocitosis mdxima, el tratamiento térmico tu~’

3 células/mm3 con | muerto. Estos valores aunque meno-

vo su miximo a 64.0 x 10
res a la muestra que no tuvo tratamiento, estuvieron muy por encima al de los-
testigos tratados con solucidn salina isoténica con valores de 10.0 a 12.0 x -

3

10 células/mmj. El glutaraldehfdo mostrd valores comparables a los testigos -

3

con una leucocitosis mfixima de 17.0 x 10 cGlulas/mm3 a la menor concentracidn
de 0.25% (tabla 13).

En la evaluacifn de la actividad de FSH las muestras tratadas com glutar-
aldehfdo a ambas concentraciones no mostrardn actividad del FSH ya que no hubo
sensibilizacifn a la histamina tal como sucede en el testigo negativo, que fué
el diluente usando para preparar las suspensiones. Le siguleron en este Prden
el tratamiento térmico, la acetona y la beta~-propiolactona. Esta Gltima tuvo -
los mismos resultados que las muestras sin tratamlento {(tabla 14).

Para la prueba de toxicidad (tabla 15) y actividad de TDN {tabla 16), las

dnicas atéxicas fueron las tratadas con las dos concentraciones de glutaralde-



(87)
hfdo al igual que no presentaron actividad de TDN, las demfs muestras tratadas
con acetona, beta-propiolactoha y tratamiento térmico, fueron téxicas y presen

‘taron actividad de TDN.



Ninero de Leucocitos X(10°) & diferentes
dfas de Lecturs.

0 5 ?

10.0 10l 1.0

7. Glutaraldentdo 052

“Acetona
8~Propiolactona

Térmtco (56°C/30') -

5tn tratasiento

Testigo (Solucisn salina - R o Sl
{s0t8nica) 10.0 : B0 5 0 i A0

& : kil
¢ En el paréntesis se {ndica ¢l nimero de ratones muertos en el
tieepo indicado.
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a

14, Efagto de s destoxificacisn de agentes quinfcos cobre
P2 1a actividad de FSH en un lote de Vacuna pertussis.

“ Tratangento Relacifn de muertos/nimero de ra=-
w tones trabajados.

Clutsraldehfde 0.25% o0/3
‘Glutaraldentdo 0.5 /s
. S .
Acetons 3/s ' d
B-Propiolactons 4/5:
Téroico (36°C/30') s
; -
S{n tratamtento 415
.7 Testigo . (-} o/s )
Testigo +) ’ sis

El testigo negativo fuf el diluents (Sol. salina satursda) usada para
preparar las guspensioncs bacteriacas.

EL testigo powitivo fuf Bordetells pertussis viva.



. ;Aqxlﬁbclcwn de agentes qufnicos sobre
e Toxicidsd splicada & un Lote de Vacuna -

Resultedo
_AtSxico
“6'““'
"”A‘c:etor'u o Téxico
VI-Proﬂollctunn Tﬁx.ico
Térmico (56°C/20') T&xico
Sin tratamisnto Téxico




S T

Efecto de 1a destoxiticacifo de agantes quimicos sobre
Actividsd de TOX en un lote ds Vacuna pertussis.

Resultado
valdentdo 0.251 Hegativo
(él.::ruuldalmd; 0,52 Hegative
= B : N
A}:V‘e':brn-' Posttiva
B-Proplolactona Positivo
Térmico (56°C/30') Pnli’tlvn
Sin tratsaiento Positivo"
" Tistigo : negacivo Negativo
Testigo positivo Positive

El Testigo negstivo fuf solucifn salina isoténicas,

El Testigo positivo €uf Bordetella pertussis viva.
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1SCUSION

La vacunﬁlpertuSai%:éiiiguél que el agente etioldgico de la tosferina, - -
Borde:éllé gertuaaié. %réqéngéﬁ ﬁnﬁ serie de componentes con actividad bioldgi
cg pa?ticular%,en el caéo de’la.vacuna esta actividad es reducida por el proce
80 de fabr;ca€16n que al la vez elimina algunos componentes como la toxina der
monecrética.

‘La actividad biol6gica se encuentra intimamente relacionada tanto en toxi
é;daafédﬁéren proteccidn, por lo. cual si se elimina la toxicidad el producto =
ho?ésjeficéi en proteccidn.

A Por esta razén, en este trabajo se estudiaron algunos de los componentes—
y.su'relacidn para tratar de obtener informacidn que permita conocer una forma
nis adecuada y f&cil para evaluar la actividad de la vacuna, con respecto a -
las pruebas que actualmente se emplean para la valoracidn de este bioldgico co
mo‘lo sugiere la OMS. (29)

. Con respecto a la toxicidad, evaluada como la determinacidn 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 variacidén que implica -
usar un sistema bloldgico, se determiné también la actividad de FPL en este -
trabajo, encontrfndose que en los lotes atdxicos determinados por la prueba de
Pittman, la actividad de este factor, cuando se midié en lotes individuales al
quinto dfa de la prueba, mostrd un incrementd en el nimero de leucocitos entre
22y 77 x 103 /mmz; mientras que en los lotes tdxicos la actividad varid entre
27 y 100 x 10° /am>.

La prueba de toxicidad no sélo considera el incremento de peso, sino tam-
bién el niimero de muertos; en muchos casos cuande no hubo muertos los valores—

de leucocitos fueron menores de 70 x 103/mm3. 1imite que se obtiene en la prue



En valores cercanos a 1a de:oxiﬂ aci&n (602 de incremento de peso [ mis.

con respecto:a los test:igos) la leuco itcsis fue ‘menor de 66 x 103/m (7 lo -
tes) con lfmite entre 27.y 66:x 10 lmm , mientras que sl el incremento de peso

fué entre 30 y menor de’ 50:“’ los valotes de leucocitos variaron entre 44 y 107

%10 /mm y cuando el mcrgmento de peso fue menor de 30Z los valores fueron-
entre-32 y 100 x 103]m3; Como se puede observar con los datos anteriores, el-
lindte inferior de leucocitosis en cada caso se incrementd al reducirse 1a ga
nancia:de peso, es decir, cuando la muestra fué mds téxica y las respuestas es
tuvieron intercaladas en funcidn del aumento de peso.

Si consideramos el nlmero de muertes, tampoco se observa una relacién di-~
racta. Lo anterior es debido probablemente a la variacidén de la prueba por el-
alstema blol6gico utilizade, ya que cuando se probaron muestras diferentes (Ta
bla 3) provenientes del mismo lote de produccidn, se observa que en uno de =
ellos el G 1 es téxico mientras que G 2 y G J son atéxicos debido a la muerte-
del 10% de los animales (solo se permite el 5% de mortalidad). Y si se analiza
la leucocitosis al quinto dfa, se observaron valores menores a los lotes atdxi
cos. esto-cunfirma la hipdtesis sefialada, pero no se pudo reproducir para obte
ner una relacién entre toxicidad y actividad de FPL en las otras muestras.

Otra posibilidad de reducir la actividad bioldgica de una preparacidn es-
el nimero de c€lulas de un bioldglco, por ello em este trabajd se estudid el -
efecto de la concentracidn celular sobre la actividad citada. La mayoria de -
las vacunas que se usan actualmente son de células completas inactivadas, de -

ahf la {mportancia de estudiar 1la concentracidn celular en una vacuna y el -



befecto que.va:a tener, en: esce acso sobre e1 factur promotur de 1eucocic0513 co

-.mo unidad de medida de- la respuesca.

.. En.la prﬁccica, las Buspensiones de B. pertussis para hacet vacunas. son u -y

sualmente almacenadaa en forma concentrada y el factor de dilucidn adecuado es-

;calculado por medicidn de la opacidad de esta suspensifn, de esta manera conoce S

- mos indirectamente el nimero de células contenidas originalmente.

' ‘De ‘acuerdo a los resultados estudiados en la tabla 6, 7 y 8 podemos obger— '
var que la leucocitosis producids es funcién de la concentracidn celular, a ma=-

~ - yor ‘eoncentracidn celular mayor leucocitosis, tal es el caso de B-1, B-2, B-4,-

'B-S, 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 varlaciones muy marcadas en cada valor. Esto nos -

da la pauta para considerar la intervencisn de otros factores presentes en la -

bacteria que influyen en la respuesta del ratén.

Con todo lo anteriormente descrito podemos sefialar que si hay un aumento -
consdderable (superior de 60.0 x IOacellmm3 ) en el niimero de leucocitos, lo -~
que implica toxicidad y que la leucocitosis en funcidn de la concentracidn cely
lar es una relacién directa, entonces si disminuye la concentracidn celular, =
disminuye la toxicidad. Por lo tanto, la evaluacidn de FPL puede ser considerd-
da como {ndice de toxicidad, ya que la leucocitosis nos ayuda a medir la toxici
dad basada en el FPL.

Asl mismo observamos que un aumento considerable en el nimero 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.

0 x 103

cel/mm3 al quinto dfa, y un estado fisico crftico que implicaba una -
muerte inminente.

En el casoc de B-5 en donde se presentaron muertos a 8,9 y 13 UOP se sugie-
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a de la muerte otras actividades biolugicas debidas a fnctores pre—s

‘sentes en 1a bacteria diferentes al’ FPL

Unido al lo antetior podemos afirmar que cuando hay valores menores a 50.0-

XVIO,;leup/mm 1a probabilidad de que se presenten muertes es minima.

: ElkéoppoF:nmien:o que siguieron los valores de leucocitos al tercer, quin-
to yisﬁptiho dfa después de la inoculacién de la muestra fue el esperado, obser
iQam&sfuﬁ:efecto claro de la actividad del FPL en el ratén, aumento en el niimero
de léucdéitos ( comparado con el valor normal determinade de 9.0 a 11.0 x 103 -

'leuc /mm ) al tercer .dfa, alcanzado una leucocitosis méxima al quinto dfa para

Vfinﬂlmente disminuir al séptimo a valores cercanos o menores a los obtenidos al
';ercer dIa; efecto claro que observamos en las figuras 6 y 11,
’; =::Como sé sabe, algunas de las c&lulas obtenidas a lo largo de la fermenta -
‘ciéﬁréufren 11sis, lo cual implica la liberacidn del contenido intracelular al-
 medio eﬁ que se encontraban suspendidas las bacterias, explicando &sto el aumen
to en la actividad bioldgica presente normalmente. Si suponemos que el punto -
mAximo de 1lisis se alcanza antes de inocular la muestra, se podria esperar que-
algunas de las muestras (B-2 , B-5 y B-10) alcanzaron su punto miximo de leuco-
?itosis'al tercer dfa en lugar de al quinto 'dfa. Este comportamiento puede ob -
servarse en las figuras 7 (B-2) y 9 (B-5).
En. el caso opuesto, en donde la posible lisis celular es gradual y por lo-
Eanto la actividad aumenta igual , el valor de leucocitosis continuarfa aumen -
tando inclusive al séptimo dfa, como fué el caso de B-8 ( dnico). Por lo tanto,
la probabilidad de que esto suceda es muy baja.
Dada la relacidn de las UOP y la actividad de FPL, y ya que el FPL es un -
antfgeno, se sugiere la elaboracidén de una vacuna con menor niimero de células -
que hayan sido enriquecidas con sobrenadante de cultivos téxicos previamente de

toxificados con tratamientos fIsicos o quimicos de tal forma que no pregenten -



t:oxicidad y conserven
centrados no se recomiend
muestra. ya que ‘en éste estd descrita la preeencia de actividad biologica como-
lo indican los es:udios de Morse (25) quien demostrs que en dicho sobrenadante-
habIa actividad de F’PL y FSH; Sato .y Aral (38) purificardn'y caractetizath al—-
FPL obtenido de €l y demostaron sus propiedades bilolégicas (39) y su relacién -
con el antfgeno protector; Tambfen Lehrer (18) obtuvo preparaciones altamente -
purificadas de FS5H a partir del sobrenadante, preparacién que mostr{ actividad-
de FPL y del efecto adyuvante, lo que suglrid 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 103/ -
mm3 (B-4) y 115.0 x 10 3/ mzn3 ( B-7)y para la cepa 509 valores de 126.0 x 103/
mm3 ( B-11){figura 12), en la cepa 165 no se obtuvieron valores tan altos, supe
r;oz:es a los 57.0 x lOBImmEl incluyendo a la concentracién de 13 UOP, como en -
B-l (figura 6), B-2 (figura 7) y B-3.

Minetras que para la cepa 165 las variaclones en los valores fueron muy -~
cercanas y la respuesta un tanto desigual a las diferentes concentraciones, en-
la cepa 134 se observardn varlaciones muy marcadas en los valores, aunque la -
respuesta tuvo el mismo comportamiento (salvo a 7 UOP).

Asi mismo. en la cepa 509 se observd 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, varfan considerablemente, mientras que en la cepa 165 -
se esperan variaciones minimas pero con respuestas muy irregulares lo cual nos-
indica poca consistencia en la reproduccidn en los datos obtenidos con esta ce-

pa; podemos observar lo anterior en las figuras de la 13 a la 17.



: mita{\iéﬂationes éntre cada una de las muestras.

Siendo la respuesca diferente entre las tres cepas, se puede observar que-
la primera presenta mayor actividad biloldgica (con respecto a FPL) es la cepa -
=7134; seguida ‘por la 509 y en menor proporcifn la 165.

Con los estudlos de concentracidn celular y de toxicidad anteriormente ci-

vt'ados, se demostr§ la presencia y actividad biol8gica del FPL en vacunas pertu—
ssis al final de la fermentacifn; y también se intentd, en este trabajo, eva -
luar esta actividad a lo largo del proceso de produccidn en que se analizd este
factor cada 4 y 5 horas.

En cuanto a la actividad de FPL no se observé mucha diferencia en los valo

rer cltenddos para cada una de las cepas trabajadas y s6lo hubo una excepcifn -
para un lote de cepa 509 evaluado, que es el que mostrd mayor actividad de FPL.

_Por lo que respecta a la respuesta de los animales a una inyeccidn de vacuna -
pertussis, mostraron una elevacidn al tercer dfa, con una mixima leucocitesis -
al quinto dfa (excepto la cepa 134 que la presentd al tercer dfa en algunos ca
s0s y en otros al quinto dfa), y una paulatina disminucidn al séptimo dfa.

El tiempo de proceso en donde se observd una mayor actividad de FPL, agru-
pando a las tres cepas, estuvo en un l1imite de 10 a 35 horas.

Se suglere por tanto, un estudio mds amplio de la cinética de produccifn -
para determinar el tiempo mids adecuado donde existe la actividad de FPL deseada
y la manera en que es conveniente trabajarlo para estar Seguros que se muestra-
la méxima actividad.

Es conveniente modificar el sistema de evaluacién en la cinética de prddu_g
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ciﬁ; par; obtener resultados m§s confiables que permitan una respuesta. mds con
siscente de esta actividad y que pueda evaluarse mis finamente.

; Con el objeco de incrementar la produccidén de la vacuna, Jagicza y col. -
:(16) es:udiaron las condiciones de cultivo y lograrfn tener una vacuna inocua,
poﬁenée y estable; esto mismo se suglere para este proceso, una preparacién de

:iotéisemi;ia con modificaciones a la formulaciSn del medio para obtenmer una va
;:;né ‘més adecuada y donde la actividad del FPL sed evaluada con mayor consis -
:fencia. y pueda determiarse el tiempo idéneo para detener el proceso de fermen
VCaciSn. en donde se obtenga un cultivo con los inmundgenos necesarios que de =
klraen estar presentes en la vacuna, que no sef téxico y que conserve su activi -
dad protectora.

Después del proceso de fermentacidn es necesario un tratamiento que elimi
‘ne la toxicidad propia de los factores de Bordetella pertussis y nos proporcio
ne a la vacuna como tal.

" El método mds usado, sugerido por la OMS (29), y el cual se utiliza en ME
xico'para la produccidn de esta vacuna, es el tratamiento térmico a 56°C por ~
30 minutos. Este tratamiento no ha sido el ideal ya que a veces con un sélo ca
lentamiento no se logra eliminar esta actividad tdxica y son necesarios hasta-
dos o tres calentamientos adicionales, con lo cual puede verse afectada la ac-
tividad protectora de la vacuna,

Se han usado varios métodos ademfis del calentamiento, como son diferentes
incubaciones, largos perfodos de almacenamiento de +2 a +8°C tratamientos con-
formalina o con timerosal o alguna combinacién de estos métodos (35). Otros au
tores han utflizado acetona, glutaraldehfdo, formaldehfdo y timerosal indivi =
dualmente (37, 11, 15, 10) y para la vacuna acelular se han usado el formol =~
(41) y el glutaraldehfdo (35).

En el presente trabajo se estudi la detoxificacidn por los agentes quimi



La eficacia de estos agentes para ar; se evalu6 por-el grado de =

Yi:oxicidad dado por la actividad de la toxin dermonechtica (TDN), factor promo
i:or de leucocitosis (FPL), factor sensibilizan:e de histamina (FSH) y por 1a =
. ptueba de coxicidad

El glutaraldehfdo a ambas - concentracianes mostrd se el unico capaz de redy
eir. las actividades de TDN, FSH, eliming 1a 1eucocitosis de Ia preparacidn has-
'ta 1legar - a valores basales (decerminados entre 9y 11 x’lO3 leuc/mm3 y consi. -
gu(é una vacuna athica en’ la prugﬁa dé-;px{ciégﬁ. Los deﬁﬁs agentes no logra -
Vl‘rén éliminai'el FSH 'y TDN.;fuékoﬁ ;Gkicésféﬁ lg‘prueba de toxicidad y mostraron
: una;ieucocitoéis7marcadai
La vacuna. por 10 canto. puede ser obtenida por tratamiento con glutaral -

; dehIdo, sin embargo se requieren otros estudios para lograr conocer su efecto -

‘<du'. i potencia.

Loto se puede observar en los resultados obtenidos en este trabajo es dffi
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 téxica
tienen actividad protectora (20).

La primera vacuna acelular se utiliz8 en Japdn y fué obtenida por Sato, Ki
wmura y Fukumi (41). En México Garcfa Sainz y colaboradores (9) obtuvieron una -
preparacidn del sobrenadante de la vacuna pertussis celular y se demostrd su ac
tividad protectora. Estos estudios tratan de "mejorar"” la relacién de la activi
dad téxica y la proteccidn.

As{ ge ha llegado a la obtencidn de una vacuna pertussis de tercera genera
cién teniendo como principal componente & la toxina pertussis que uma vez produ

cida requiere tratamiento para detoxificacién.
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e las vacunas celularear debido a la variabilidad antigénica de las

i En el caso

cepaa.de producciun es convenicn:e ucilizar un siSCema que permita detectarlos,

odrIa set el eacudiar las proteInas de membrana externa de las.cepas.va

¢ !‘alea desde el inicio hasta el. final del proceso, ya que hay hip6tesis que su i

gieten que el con:enido de estas proteInau iniluye en la tozicidad Y pro:ecci&n

de: lns vacunas que se obtienen (3,4, 42 ).'
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CONCLUSIONES



No_ge logrﬁ determinar experimentalmente una relacién entre la prueba de: -
toxicidad y la actividad de FPL en diferentes lotes mis se pudo cunstatar
que el uso de la prueba de FPL puede ser un auxiliar para evaluar la toxif

cidad de una vacuna pertussis celular,

Midiendo la actividad de FPL en lotes con diferentes muestras, si se ob -
tiene una relacifn con respecto al niimero de leucocitos inducidos, pero -
comparado con la pruebz de toxicidad ain siendo la misma muestra, no es -

igual el efecto.

La evaluacidn de la toxicidad midiendo la actividad de FPL, result§ ser ~
un método mis preciso que el de la prueba de toxicidad actualmente utili-~
zada, ya que esta Gltima se ve influenciada por la variacién que implica-

. el usar un sistema bilolfgico en la prueba.

Se encuentra una relacifn directa entre la concentracién celular de la va

cuna y la actividad bloldgica del FPL,

La actividad de FPL varia entre las cepas 134, 509 y 165 siendo mis acti-

va en la cepa 134.

La cepa 165 es una cepa promisoria para la produccidn de vacuna pertussis
en-lugar de las cepas 134 y 509, actualmente utilizadas, ya que ticne me-
nor actividad de FPL, lo cual esta relacionado con la actividad protecto-

Ta.

La evaluacién del FPL durante el proceso de produccidn no muestra en que~

etapa se encuentra la mixima actividad.

Se suglere utilizar parimetros adicionales, ademds del FPL, para estudiar

la cinética de produccidn de la vacuna.



'xviyficéc;{Gh de la vacuna -

mejor; agente ‘en comparacidn-
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