LA BUSQUEDA DE ANTIGENOS PROTECTORES'

Harry Smith, Ph.D., D.Sc., F.C.Path.”

Hoy se cuenta con vacunas eficaces contra tétanos, tifoidea,
tos ferina y un sinnidmero de otras enfermedades. Sin em-
bargo, todavia queda mucho por hacer en este campo. Ain
no existen vacunas eficaces contra estafilococos, estreplococos,
etc., otras pueden mejorarse, y es menester aun desarrollar
otras que no produzcan efectos secundarios. En este trabajo
se trata de presentar otros enfoques en la produccién de
vacunas cuando los métodos convencionales no hayan dado
los resultados que se esperaban.

La inmunizacién activa contra enferme-
dades infecciosas ya ha salvado innumerables
vidas. Se dispone de vacunas eficaces e
inocuas contra el tétanos, difteria, tos ferina,
fiebre tifoidea, antrax, tuberculosis, viruela,
fiebre amarilla, poliomielitis y unas cuantas
otras infecciones (7-4). No obstante, es
mucho lo que queda por hacer en este
campo, especialmente porque no se ha lo-
grado todavia un dominio eficaz de la qui-
mioterapia de las infecciones viricas, y la
resistencia de las bacterias patdgenas y los
protozoos a los medicamentos va en au-
mento. No existen buenas vacunas contra
infecciones estafilocécicas, estreptocdcicas,
meningocdcicas y gonocdcicas ni contra la
disenteria bacilar, y las vacunas anticoléricas
podrian mejorarse de manera considerable
(7, 2). Son muchas las vacunas viricas que
todavia estin por elaborarse; las vacunas con-
tra el sarampién y la rabia tienden a causar
efectos secundarios nocivos, la variacion
antigénica de los virus gripales puede elimi-
nar la eficacia de la vacunacién, y la multi-
plicidad de rinovirus casi imposibilita la
vacunacion contra el resfriado comin (3, 4).

1 Este es el 11° articulo en espafiol de la serie que se
publicé en inglés en el Brit Med Bull 25(2), 1969. Se
reproduce aqui con la autorizaciébn de dicha revista.
El primer articulo aparecié en el Boletin de noviembre
de 1972.

2 Departamento de Microbiologia, Universidad de
Birmingham, Inglaterra.

En cuanto a los protozoos, si bien hay ciertas
pruebas de inmunidad adquirida contra la
enfermedad declarada, solo en el caso de
leishmaniasis la vacunacién se ha adminis-
trado con eficacia (5). Por iltimo, la
vacunacion contra las micosis apenas se ha
ensayado (6).

En las tentativas futuras para elaborar
vacunas se empleardn, en primer lugar, los
métodos tradicionales, por su conveniencia
y porque en algunos casos han demostrado
ser satisfactorios. Sin embargo, a juzgar por
la experiencia pasada, estos métodos pueden
fallar o proporcionar solo productos en parte
satisfactorios; este trabajo trata de indicar
nuevos procedimientos cuando ocurren fra-
casos de esta naturaleza.

Antigenos protectores

La meta de las actividades encaminadas
a producir una vacuna eficaz consiste en ob-
tener un producto inocuo que proteja ade-
cuadamente de una enfermedad durante
largo tiempo y con un minimo de dosis de
refuerzo. Esta meta rara vez se alcanza, y
el grado de aproximacién a la misma de-
penderd de la medida en que los antigenos
vacunales sean, en primer lugar, los anti-
genos “verdaderos”, y luego, que resulten
“buenos”. No basta que un producto micro-
biano sea antigénico. Los microorganismos
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patégenos y no patégenos forman numerosos
antigenos que no guardan relacién alguna
con la manifestacion o la prevencidén de la
enfermedad. Las bacterias demuestran, en
gran parte, esta afirmacién, pero sin duda es
aplicable a otros microorganismos; por
ejemplo, algunos antigenos estructurales y
extraviricos constituyen factores concomi-
tantes mas bien que determinantes de la
infeccién (7). Los antigenos “verdaderos”
son factores que contribuyen a que se pro-
duzca la enfermedad en el huésped natural;
si se utilizan en vacunas provocan sus co-
rrespondientes reacciones de anticuerpos o
de elementos celulares. Estos denominados
antigenos protectores o inmundgenos (en
los que se incluyen productos que provocan
no solo inmunidad humoral sino también de
base celular) constituyen una pequefia parte
de los antigenos totales formados por micro-
organismos patégenos, pero son los anti-
genos necesarios para las vacunas. Es natu-
ral que para una vacunacién eficaz estos
antigenos protectores deben ser también
“buenos”, es decir, han de producir una
respuesta vigorosa de anticuerpos protectores
o elementos celulares que persistan durante
largo tiempo (o que se movilicen rédpida-
mente cuando ocurra infeccién) con la
minima hipersensibilidad del huésped. El
vigor y duracién de la inmunidad dependera
de la naturaleza quimica de los factores
microbianos, 1o que a su vez influird en la
clase de inmunoglobulinas producidas y el
tipo de alteraciones celulares del sistema
reticuloendotelial. Es muy poco lo que se
conoce acerca de las estructuras quimicas
que determinan si un producto microbiano
es un antigeno “bueno” o “malo”, y lo
mismo ocurre con los métodos quimicos para
convertir un antigeno “malo” en “bueno”,
si bien se han transformado en antigénicos
materiales no antigénicos acoplandolos a las
proteinas (8-10). Asi, por el momento, la
vacunacion eficaz depende en gran parte de
si los factores microbianos causantes de la
enfermedad demuestran ser “buenos” anti-

genos. En caso negativo, el Winico recurso
es el empleo de coadyuvantes en las tentativas
para mejorar la reaccién a los antigenos
protectores. Pero estos ultimos deben estar
presentes, porque es indtil tratar de mejorar
una vacuna con coadyuvantes si solo con-
tiene los antigenos “falsos™.

Todas estas consideraciones afectan a la
inocuidad y a las pruebas de eficacia de la
vacuna. Los antigenos protectores requeri-
dos pueden ser toxinas o sus componentes,
que deben convertirse en inocuos antes de su
empleo para las vacunas, como en el caso
de los cléasicos toxoides (2) y de la vacuna
contra el antrax (/7). En algunos casos,
como en la vacunacién antisarampionosa ¥
antirrdbica, puede ponerse en peligro la
inocuidad del producto porque se requieren
vacunas vivas para producir los antigenos
protectores necesarios en cantidades signifi-
cativas. Ademds, en la vacunacidn contra
enfermedades intracelulares, como la tuber-
culosis, brucelosis e infecciones viricas, los
antigenos inmunégenos solo pueden conferir
proteccién suficiente estimulando la inmuni-
dad celular ® (12, 13) y tal vez sea inevitable
alguna hipersensibilidad concomitante. En
cuanto al ensayo de vacunas, las pruebas in
vitro, y en animales de laboratorio, deben
ofrecer una medida de los efectos de los
antigenos protectores que son activos en el
huésped natural. Muchas veces no ocurre
asf, en especial en lo que se refiere a las
pruebas seroldgicas in vitro (14, 15). Las
pruebas de la inmunidad activa en animales
de laboratorio son mdés ftiles que las sero-
16gicas para indicar la posible actividad de
una vacuna. Sin embargo, aun estas pruebas
pueden ser engafiosas porque los antigenos
protectores para animales de experimenta-
cién no siempre son los que actian en el
huésped natural; por ejemplo, el antigeno
Vi de Salmonella typhi tiene valor para la
virulencia y proteccién en los ratones pero

3 Véase también “Delayed Hypersensitivity: Specific
Cell-Medicated Immunity” (Brit Med Bull 1967, Vol.
23, No. 1).—Ed.
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su importancia para el hombre es dudosa
(I, 15). Es evidente que todas las pruebas
de laboratorio deben correlacionarse con la
actividad de la vacuna en ensayos clinicos
debidamente efectuados.

La identificacién y produccién de anti-
genos protectores constituyen los aspectos
més importantes de las investigaciones sobre
vacunas, y en el resto de este articulo se
examinan las dificultades inherentes a esa
labor y los métodos que podrian utilizarse
para vencerlas. Los antigenos bacterianos
constituyen los ejemplos principales, pero se
mencionan también los productos viricos,
protozoarios y fungosos.

Relacién de los antigenos protectores con
los factores microbianos de virulencia

Los factores microbianos que determinan
la manifestacién de enfermedad son los que
a) promueven el acceso de los microorganis-
mos a los tejidos susceptibles y su prolifera-
¢ion tisular; b) interfieren en los mecanismos
de defensa del huésped (tanto extracelulares
como intracelulares), y ¢) producen efectos
nocivos en el huésped mediante 1a toxicidad
directa o el estimulo de reacciones alérgi-
cas (I6). Estos factores de virulencia,
empleados en vacunas, pueden constituir
antigenos protectores. Algunos son deriva-
dos o componentes de toxinas (como en el
caso de difteria, tétanos y antrax). Otros
son compuestos que entorpecen los mecanis-
mos de defensa del huésped tales como una
sustancia de la membrana celular de la
Brucella abortus que inactiva a la bacterici-
dina del suero bovino (77), y material
capsular que interfiere en la fagocitosis (/8).
Probablemente los virus, los protozoos y los
hongos producen factores de virulencia
anédloga (que podrian ser protectores en las
vacunas), pero en la actualidad se desco-
noce, en gran parte, el mecanismo y viru-
lencia de estos microorganismos (/6). Los
antigenos de superficie que parecen actuar
como factores de virulencia al determinar el
enlace de virus con células susceptibles

—virus poliomieliticos (/9)— probable-
mente estimulan los anticuerpos protectores
que evitan la infeccidn mediante la neutrali-
zacién de virus extracelular (seguramente
con la destruccién de su capacidad para
introducirse en las células). Los productos
de accién virica intracelular, como los que
causan citotoxicidad (I6), podrian inter-
venir en la inmunidad celular observada
después de algunas infecciones o vacuna-
ciones con virus vivos (4, 7, 13).

La experiencia en el campo bacteriano
indica que, si bien los antigenos protectores
constituyen factores necesariamente vincula-
dos con la virulencia, a la inversa no ocurre
lo mismo. Algunos factores de virulencia,
aunque sean antigénicos, no protegen, tales
como la «-toxina de estafilococos. Es posible
que estos factores no desempefien una fun-
cién significativa en la fase primaria de
alojamiento de la infeccién que, para que la
vacunacién sea eficaz, debe quedar inhibida
(13). Algunos factores de virulencia ni
siquiera son antigénicos, por ejemplo el
4cido hialurdnico capsular del Streptococcus
pyogenes, y el é4cido poliglutdmico del
Bacillus anthracis (18). Y la falta de inmu-
nidad que a veces se observa, incluso después
de una enfermedad declarada, como en las
infecciones estafilocdcicas, podria atribuirse
a la falta de antigenicidad de los factores de
virulencia.

Dificultades de la produccidon de un
complemento integro de antigenos
protectores de las veacunas

Las vacunas deben contener los antigenos
protectores necesarios para provocar reac-
ciones del huésped contra importantes aspec-
tos de la virulencia microbiana. Si un solo
factor determinara casi en su totalidad esta
virulencia, como la toxina en el caso de la
difteria o el tétanos, serfa relativamente facil
la produccion de vacunas eficaces. Pero no
ocurre asi, pues la virulencia, y por consi-
guiente la inmunidad, en el caso de Ia
mayoria de los microorganismos patdgenos
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estd determinada por varios factores dificiles
de identificar y de clasificar en orden de
importancia (I6). Si la pérdida de estos
factores origina una disminucion radical de
la virulencia, cabe suponer que un solo fac-
tor puede servir eficazmente para la vacuna.
Por ejemplo, la produccién capsular de 4cido
poliglutimico y de toxina determinan la
virulencia del B. anthracis. La pérdida de
cualquiera de los dos produce casi una
atenuacién completa, y la vacunacion eficaz
se basa en el estimulo de las reacciones del
huésped contra uno de ellos, la toxina (20).
De todas maneras, la accién de los factores
de virulencia en muchos casos parece ser
mds aditiva, y la pérdida de un factor da
lugar a una reduccién relativamente pequefia
de la virulencia. A este respecto, se puede
obtener una inmunidad significativa solo
con la inyeccién de una mezcla de factores
de virulencia antigénicos (por lo comin en
la forma del microorganismo entero, puesto
que no se han aislado los factores indivi-
duales de virulencia). El hecho de que
algunos factores sean no antigénicos (véase
pdg. 544 “Relacién de los antigenos”) o
difieran en varias cepas de la misma especie
(por ejemplo, Bordetella pertussis, virus
gripales) y en variantes antigénicas que
aparecen durante la infeccién (en la tripa-
nosomiasis y la malaria), no mejora la
situacién. Por afiadidura, al utilizar mezclas
de antigenos para la vacunacidn, la presencia
de uno de ellos puede afectar a la respuesta
de otro (2). Por consiguiente, el nimero y
la complejidad de los factores que determi-
nan la virulencia y la inmunidad entorpecen
las tentativas de elaborar y mejorar las
vacunas. A continuacién se describe otro de
los obsticulos.

En la vacunacién se trata de neutralizar
los factores que determinan la virulencia en
el huésped natural, es decir, factores que se
forman cuando microorganismos que son
virulentos en su totalidad proliferan in vivo.
Para producir vacunas debidamente es pre-
ciso cultivar microorganismos en medios de

Jaboratorio (o en cultivo tisular para virus),
es decir, en condiciones de multiplicacién
muy diferentes de las que estin presentes
durante la infeccién (14, 20). Estas distin-
tas condiciones de proliferacién afectaran al
metabolismo microbiano (27) y por lo tanto
a la produccién de factores de virulencia,
algunos de los cuales pueden ser antigenos
protectores. Lacey (22) y Meynell (23)
han demostrado cémo el ambiente puede
influir en la naturaleza de los antigenos de
superficie, toxinas y otros factores de viru-
lencia de las bacterias patdgenas. La varia-
cién de los virus y sus productos controlada
por el huésped es bien conocida y a veces
afecta a las proteinas de superficie que deter-
mina la unién de los virus a las células y
que, por consiguiente, pueden ser antigenos
protectores (24-26). La pérdida de viru-
lencia de las bacterias cuando se cultivan
en medios de laboratorio, y de los virus en
cultivo tisular, indica que algunos factores
de virulencia no se producen en estas condi-
ciones artificiales (7/4). La patogenicidad
(y por lo tanto la inmunogenicidad) de los
protozoos y hongos estd relacionada con la
forma morfoldgica que a menudo cambia de
manera radical cuando estos microorganis-
mos se cultivan in vitro (27, 28). De esta
manera, las vacunas preparadas mediante
1a multiplicacién de bacterias en medios o de
virus en cultivo tisular pueden resultar defi-
cientes en cuanto a los factores de virulencia
antigénica que determinan la proteccién de
la vacunacidén. Asf ocurrird, con mas proba-
bilidades, si se trata de una vacuna muerta
(productos microbianos u organismos muer-
tos) en lugar de una viva. En este tltimo
caso los microorganismos tendrin oportuni-
dad de multiplicarse (solo en medida limi-
tada, ya que las cepas vacunales estdn
atenuadas) en los tejidos del huésped, y de
producir antigenos protectores que tal vez no
se hayan producido en condiciones de cui-
tivo in vitro. Es posible que a ello se deba
la superioridad de algunas vacunas vivas
(como las de tuberculosis, viruela, saram-
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pién y rabia)
muertas.

sobre las preparaciones

Métodos de produccion de antigenos
protectores en las vacunas

Métodos tradicionales

En los métodos tradicionales de prepara-
cidn de vacunas se cultivan varias cepas de
microorganismos en medios apropiados o
cultivos tisulares y se examinan estos orga-
nismos y sus productos en las pruebas de
inmunidad activa antes de proceder a en-
sayos clinicos en el hombre, Estos métodos
han resultado satisfactorios en el pasado y
seguramente continuarin dando resultados
en el futuro. En el caso de numerosas en-
fermedades hay que recurrir todavia a las
vacunas vivas para conferir una proteccién
suficiente (/, 4), lo que subraya los escasos
conocimientos actuales acerca de los anti-
genos protectores necesarios. Ademads, puede
ocurrir que las vacunas vivas no formen
algunos antigenos protectores deseables
porque, al ser atenuada para una vacunacién
inocua, pierden algunos atributos de virulen-
cia que pudieran haber sido antigénicos y
protectores.

Antes de examinar un posible método
para identificar los antigenos potencialmente
protectores, se consideran los métodos tradi-
cionales teniendo en cuenta lo acabado de
exponer. No se formardn antigenos protec-
tores si los microorganismos no se cultivan
en las condiciones de proliferacién requeri-
das. Unas condiciones sencillas y uniformes
de proliferacién de los microorganismos
facilitan la preparacién de vacunas y, como
es evidente, en primer lugar se deben in-
vestigar estas condiciones. Pero si no se pro-
ducen los antigenos protectores requeridos,
tal vez se tengan que aceptar condiciones de
proliferacién mas complejas. En el supuesto
de que la enfermedad declarada proteja en
forma activa a los animales contra un
segundo ataque, es decir, que algunos atribu-
tos de virulencia sean antigénicos, las condi-

ciones de multiplicacién que de cualquier
modo reflejan aspectos del cultivo in vivo
pueden dar lugar a la manifestacién de anti-
genos protectores. Podria ensayarse el cul-
tivo continuo para las vacunas bacterianas
porque las condiciones de reproduccién in
vivo se parecen maés a las de cultivo continuo
que a las de culiivo de lotes (21); y los
medios de cultivo podrian complementarse
con extractos o constituyentes de los tejidos
que favorecen la reproduccién prolifica de
bacterias in vivo (véase pag. 547 “Estudio
de microorganismos” sobre Br. abortus).

Numerosas vacunas viricas todavia se
preparan en animales vivos y, aun para las
que se preparan en cultivo tisular, deben
utilizarse en la actualidad cultivos primarios
por los posibles peligros del empleo de
estirpes celulares (3, 4). Es indudable que
la utilizacién de estirpes celulares tiene
ventajas en lo que se refiere a conveniencia
y estandarizacién (3), pero el empleo de
estas estirpes para la produccién de vacuna
puede originar la pérdida de antigenos pro-
tectores puesto que el virus prolifera en
condiciones mdas distanciadas de las que
existen en los animales. La prevencién de
la desdiferenciacién de células animales en
cultivos tisulares seriados para que puedan
utilizarse més estirpes de células “parecidas
a las de origen animal” para la proliferacién
virica, podria vencer esta dificultad.

En cuanto a las posibles vacunas de
hongos y protozoos, las tentativas de cultivo
de estos microorganismos in vitro deben
orientarse hacia la produccién de formas
morfoldgicas apropiadas. Por ejemplo, los
hongos dimorfos patdgenos se reproducen en
forma de levadura in vivo y en formas
micelianas (o artrospdricas) in vitro. Se
han producido algunas formas de levadura
in vitro mediante modificaciones apropiadas
de las condiciones de proliferacion (27).
La forma de levadura de Coccidioides
immitis produce antigenos distintos de los
de la forma artrospdrica (29), y la primera
es mas eficaz que la segunda para proteger
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a animales de infecciones de las vias respira-
torias (6).

Estudio de microorganismos en ambientes
mds naturales para identificar posibles
antigenos protectores

Uno de los métodos para identificar
antigenos protectores consiste, en primer
lugar, en examinar el problema no desde el
punto de vista de la prevencién sino de la
iniciacién de una enfermedad. Si se identi-
ficaran los factores que determinan la
manifestacién de enfermedad y demostraran
ser antigénicos se dispondria en seguida de
posibles antigenos protectores. Si cualquier
factor de virulencia importante demostrara
que no es antigénico, surgirfa la posibilidad
de mejorar en la naturaleza (es decir, el
efecto inmunizante de la enfermedad de-
clarada) porque el factor de virulencia debe
convertirse en antigénico mediante los mé-
todos descritos por White (9) y Staub (/0).
Por lo tanto, podrian producirse vacunas no
solo contra enfermedades (v.g., infecciones
estafilocécicas) en que la infeccion declarada
no confiere inmunidad, sino también contra
las enfermedades en las que la existencia de
tipos antigénicos diferentes de la especie
causante impide 1a vacunacidén eficaz, siem-
pre que los tipos posean un factor comin de
virulencia (inherentemente no antigénico).

El método propuesto para identificar los
posibles antigenos protectores no es nuevo.
La inmunizacién antidiftérica y antitetdnica
siguié a la identificacién de las toxinas
respectivas como los factores mas impor-
tantes en la enfermedad. Sin embargo,
como ya se indicé, la mayoria de las enfer-
medades no son como estas toxemias, en
que la patogenicidad se determina por un
solo producto bacteriano producido in vitro
con facilidad. Por lo comin entra en juego
una serie de factores de virulencia desconoci-
dos, y el problema estriba en concebir
métodos para la identificacién de estos fac-
tores. Algunos factores de virulencia se
producirdn en cultivos normales de labora-

torio. Pero por las razones mencionadas
(pag. 544 “Dificultades”) y con més detalle
en otra ocasién (74, 16, 20), los microorga-
nismos multiplicados in vitro pueden ser
incompletos o engafian en lo que se refiere
a la profesion de atributos de virulencia. Por
consiguiente se sugiere, para los problemas
de patogenicidad que hasta la fecha no se
han logrado resolver con los procedimientos
tradicionales de cultivos in vitro, un estudio
del comportamiento microbiano in vivo. De
esta manera los factores hasta ahora desco-
nocidos, que intervienen en la patogenicidad,
podrian ser revelados para la reproduccién
subsiguiente in vitro mediante los cambios
apropiados de las condiciones de cultivo.
Luego podrian investigarse estos factores de
virulencia en relacién con la actividad pro-
tectora en las vacunas. En otra ocasién se
han examinado los métodos para estudiar el
comportamiento microbiano in vive (14,
20). En la parte restante de este articulo
se resumen ejemplos de los trabajos sobre
el cultivo bacteriano in vivo que han reve-
lado factores de virulencia de posible empleo
para vacunas.

Se prepard, mediante los procedimientos
tradicionales, una buena vacuna no viva con-
tra el 4ntrax con substratos de cultivos de
B. anthracis en medios especiales (30, 37).
Ahora bien, los estudios sobre la causa de
defuncién por antrax han indicado: a) que
esta vacuna en algunos casos podria ser
inadecuada y b) la manera en que se podria
mejorar. El complejo téxico del édntrax,
observado originalmente en el plasma de
cobayos que morian de esa enfermedad
(20), y luego en otros animales, se acepta
de modo general como el causante de la
muerte (32). Posteriormente el complejo
téxico se produjo in vitro, y sus compo-
nentes fueron examinados. Los aspectos
importantes de este trabajo en relacién con
la vacunacién son los siguientes. El com-
plejo esta integrado por tres elementos gue
ejercen una interaccién sinergética en las
pruebas de toxicidad (4). La vacuna tradi-
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cional se basa particularmente en uno de
estos componentes (33, 34); sin embargo,
los otros componentes afectan de manera
significativa a la inmunogenicidad de las
mezclas (35, 36). Por ello, es posible que
una vacuna a base de un factor no confiera
suficiente resistencia contra una cepa de B.
anthracis en cuyo complejo tdéxico predo-
minan los otros dos factores. De ahi que
tal vez podrian mejorarse las vacunas con-
tra el dntrax incluyendo uno de los factores
adicionales, (0 ambos) que intervienen en
la actividad téxica. La actividad téxica de
estos factores es inestable y puede reducirse
con facilidad para la preparacién vacunal.

En lo que se refiere a la vacunacién contra
la peste, probablemente seria eficaz para el
hombre un producto que inmunizara a los
ratones y los cobayos (37). Hasta fechas
recientes se aceptaba de modo general que,
si bien las vacunas vivas atenuadas inmuni-
zaban a los cobayos asi como a los ratones,
las vacunas muertas inyectadas sin coadyu-
vantes resultaban relativamente ineficaces
para los cobayos pero suficientes para los
ratones (37). Un producto —fraccién— de
Pasteurella pestis proliferado in vitro pro-
tegié a los ratones sin coadyuvante, pero en
cambio este se necesitd para proteger a los
cobayos (38). Unos estudios sobre la P.
pestis aislada directamente de cobayos que
morfan de peste reveld la presencia de un
producto de la membrana celular, antifago-
citico que demostré ser inmundgeno tanto
para los cobayos como para los ratones
(39-41). Este producto contenia poca frac-
cion I pero posiblemente in vivo el complejo
de la membrana celular actué de coadyuvante
del componente menor. Después, el material
de membrana celular producido in vitro
constituyé la base de una vacuna filtrada
que, sin coadyuvante, protegié a los cobayos
y los ratones de la infeccién subcutdnea y
respiratoria de P. pestis (42).

En el pasado, para la vacunacién contra
la brucelosis bovina se empleaba una vacuna
viva preparada con la cepa S19 lisa de Br.

abortus, pero hace poco se introdujo una
vacuna muerta que contiene coadyuvante,
preparada con la cepa 45/20 rugosa. Esta
ultima cepa es no aglutindgena (y permite
distinguir entre animales infectados y vacu-
nados) y, sin embargo, parece producir
inmunidad suficiente mediante la formacién
del denominado anticuerpo incompleto
(43, 44). Un producto aglutinégeno que es
probable que contribuya a la actividad
inmunizante de las vacunas de cepa lisa, es
un complejo de membrana celular que con-
tiene proteina, lipidos y carbohidratos que
fue identificado por Paterson, Pirie y Stable-
forth (45) y purificado por Ellwood e? al.
(17). Este producto interfirié en la accién
bactericida del suero bovino y se introdujo
desde la pared celular en el medio
vecino (I7, 46). La cepa 45/20 rugosa
liberé6 una cantidad mds pequefia de este
producto o un material menos inmuné-
geno (46) a lo que podria atribuirse el
hecho de que solo provocara anticuerpo
incompleto. Es posible que estos materiales
no sean los unicos antigenos protectores de
Br. abortus. La inmunidad a la brucelosis
se basa mds bien en elementos celulares que
humorales (2, 47), y tal vez sea también
importante para la vacunacion un factor de
virulencia identificado recientemente que
contribuye a la supervivencia intracelular
de la Br. abortus en fagocitos. La identifica-
cién de este factor ha sido examinada en otra
ocasién (16), y este articulo se limita a los
puntos més destacados. La Br. abortus
virulenta obtenida de cultivo en monocitos
de cobayos o de tejido placentario bovino
infectado, mostré una mayor capacidad de
supervivencia intracelular en cultivos de
mantenimiento de fagocitos, en comparacién
con la misma cepa cultivada en medios de
laboratorio (48, 49). El material de mem-
brana celular de los organismos procedentes
de placenta bovina infectada inhibié la
destruccién intracelular de una cepa aviru-
lenta de Br. abortus. No se observod este
efecto con material de membrana celular



Smith ANTIGENOS PROTECTORES

549

obtenido de cepa virulenta o avirulenta cul-
tivada in vitro, y el material quedé neutrali-
zado por un antisuero contra Br. abortus
virulenta viva (49). El material que evitd la
destruccién intracelular de Br. abortus se
diferenciaba del material de membrana
celular inmundgeno antes descrito. Este
Gltimo interfirid en las bactericidinas intra-
celulares de suero bovino y células de costra
flogistica, pero no en la actividad bactericida
intracelular de los fagocitos bovinos (49,
50). Una vez identificado el material de
membrana celular que contribuye a la
supervivencia intracelular, mediante obser-
vaciones en Br. abortus cultivada in vivo, se
produjeron organismos in vitro que poseen
este material complementando los cultivos
de laboratorios con liquidos fetales bo-
vinos (51). Asi, los organismos resistentes
a las bactericidinas intracelulares pueden
prepararse en gran cantidad y ser extraidos
para determinar la naturaleza e inmunogeni-
cidad del material que contribuye a la
supervivencia intracelular. Ya se ha demos-
trado que estos organismos son més inmuno-
genos en los ratones que los organismos
procedentes de medios no complementa-
dos (52).

Las vacunas anticoléricas podrian mejo-
rarse de manera considerable; contra la
Escherichia coli no existe ninguna vacuna
(I, 2). Gracias a la reciente identificacién
de enterotoxinas causantes de los efectos
patoldgicos de infecciones por Vibric
cholerae y cepas enteropatdgenas de E. coli
pueden elaborarse nuevas vacunas (53-59).
Anteriormente algunos investigadores tra-
taron, sin demasiado éxito, de implicar la
endotoxina y una serie de otros productos
en los efectos patoldgicos de las dos bac-
terias. El escaso éxito se debid a la dificultad
de obtener un animal experimental o una
prueba bioldgica en que pudieran simularse
los efectos de la infecciébn humana; por
ejemplo, si bien el ratén podia matarse con
la inyeccién intraperitoneal de V. cholerae,
vivo o su endotoxina, en ninguno de los

casos se observaron signos manifiestos de
cOlera. Se acaban de obtener ciertos pro-
gresos con el empleo de sistemas bioldgicos
maés naturales y examinando en ellos la con-
ducta del V. cholerae o E. coli antes de
estudiar sus productos cultivados in vitro.
La infeccién entérica de conejos y perros
jOvenes, la infeccién de secciones intestinales
ligadas de comejo, y la prueba cuténea en
cobayos y conejos con respecto a los fac-
tores que aumentan la permeabilidad capilar,
han resultado valiosas para las investiga-
ciones sobre el célera. Y la técnica del
intestino ligado se ha utilizado en una serie
de animales para investigar las infecciones
de E. coli. En los trabajos sobre el célera
se examinaron productos de V. cholerae
producidos en el huésped natural (es decir,
en las heces riciformes de enfermos de
cblera). En la actualidad ya se han identifi-
cado y producido in vitre enterotoxinas de
V. cholerae y E. coli distintas de las endo-
toxinas. Se estdn esperando los resultados
de la incorporacién de las correspondientes
enterotoxinas en las vacunas.

La vacunacién contra infecciones esta-
filocScicas resistentes a los antibidticos seria
conveniente en los hospitales. Puesto que la
infeccién declarada no estimula una aprecia-
ble inmunidad activa, debe considerarse la
posible existencia de factores de virulencia
no antigénicos. Ninguno de los numerosos
factores de virulencia producidos en mayor
cantidad por cepas virulentas que por cepas
avirulentas in vifro parece revestir mayor
importancia en la infeccién, y los factores
de virulencia hasta ahora desconocidos pue-
den producirse in vive (60-62). Los estu-
dios de Gellenbeck (63) y Beining y
Kennedy (64), que revelaron diferencias
entre los estafilococos cultivados in vive e
in vitro, estimularon la investigacién de esos
factores. En fecha reciente (65) se ha
demostrado que los estafilococos aislados
directamente de infecciones en conejos son
maés virulentos que la misma cepa cultivada
in vitro y més resistentes a las bactericidinas



550

BOLETIN DE LA OFICINA SANITARIA PANAMERICANA

Diciembre 1973

de suero de conejo, de células polimorfonu-
cleares de conejo intactas y de lisatos
preparados con ellos. En otras investigacio-
nes se demostrard si esta resistencia a los
mecanismos de defensa del huésped se debe
a un factor de virulencia desconocido (como
a-toxina, leococidina, coagulosa) o a un
factor nuevo de posible empleo para las
vacunas.

Antes de terminar este examen de la
buisqueda de antigenos protectores, hay que
mencionar el posible efecto que ejerceria
sobre la profilaxis de un conocimiento mayor
de los compuestos causantes de las especifici-
dades en el huésped (y en los tejidos) de los
microorganismos patégenos (/6). En la
preocupacién por los mecanismos de la
inmunidad adquirida, puede suceder que se
olvide que, a menudo, las diferencias en la
susceptibilidad a la infeccidn entre especies
o huéspedes exceden de las que ocurren en-
tre los huéspedes inmunizados y no inmuni-
zados de la misma especie. Si las bases de
las especificaciones del huésped pudieran
identificarse y neutralizarse, quimica o in-
munolégicamente, se dispondria de otro
método de profilaxis para complementar la
vacunacion tradicional.

Resumen

Los organismos patégenos, asi como los
no patdégenos, forman numerosos antigenos
que no guardan relacién alguna con la
manifestacién o prevencién de la enferme-

dad. Los “verdaderos” antigenos para las
vacunas son productos microbianos —fac-
tores de virulencia— que contribuyen a la
manifestacién de enfermedad en el huésped
natural; cuando se emplean en vacuna
provocan las correspondientes reacciones
de anticuerpos o de elementos celulares.
Estos denominados antigenos protectores o
inmunégenos (en los que se incluyen pro-
ductos que provocan no solo inmunidad
humoral sino también de base celular),
constituyen Unicamente una pequefla pro-
porcién de los antigenos totales que forman
los microorganismos patégenos, pero deben
estar presentes para que una vacuna sea
eficaz. Asi mismo, estos antigenos deben
ser “buenos” antigenos, es decir, deben pro-
ducir una respuesta vigorosa de anticuerpos
protectores o elementos celulares que persis-
tan durante largo tiempo o que se movilicen
rapidamente cuando ocurra la infeccién.
La proteccién ineficaz se debe a que los
factores de virulencia son “malos” antigenos,
o con mas frecuencia, a que estin ausentes
de las preparaciones vacunales porque las
condiciones de cultivo in vifro resultan
inadecuadas para su produccién. Esto ul-
timo ocurre in vivo, y uno de los métodos
para revelar los antigenos posiblemente pro-
tectores consiste en examinar sus organismos
y sus productos obtenidos de animales infec-
tados. Una vez identificado un factor de
virulencia, su produccidn in vitro puede
obtenerse modificando en forma debida las
condiciones de proliferacién. O
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The Search for Protective Antigens (Summary)

Pathogenic as well as non-pathogenic micro-
organisms form numerous antigens which have
nothing to do with either the production or
prevention of disease. The “right” antigens for
vaccines are microbial products—virulence
factors—which contribute to the production of
disease in the natural host; used in vaccines
they evoke corresponding antibodies or cellu-
lar responses. These so-called protective or
immunogenic antigens (used here to cover
products evoking not only humoral but also
cell-mediated immunity) constitute only a
small proportion of the total antigens formed
by pathogenic microorganisms, but they must
be present for a vaccine to be effective. Also
these antigens must be “good” antigens, that is

Tanto os micro-organismos patogénicos
como o0s nfo patogénicos determinam a forma-
¢ao de antigenos que ndo chegam a provocar a
doenga nem a preveni-la. O antigeno “certo”
sdo produtos microbianos ~—fatores de viru-
léncia— que contribuem para que o hdspede
natural contraia a doenga. Quando usados em
vacinas, tais antigenos produzem os anticorpos
correspondentes ou reagdes celulares. Os
chamados antigenos protetores ou imunogéni-
cos (denominagdo que agrange produtos que
conferem imunidade ndo somente humoral mas
também imunidade celular mediata) constituem
apenas pequena proporgéo do total de antigenos
formados pelos micro-organismos patogénicos.
Entretanto, sua presen¢a na vacina € indis-
pensivel para que esta seja eficaz. Tais anti-
genos também devem ser “bons” antigenos, ou

they must produce a strong response of protec-
tive antibody or cellular elements which persist
for a long time or are rapidly mobilized on
infection. Ineffective protection is due either
to virulence factors being ‘“bad” antigens or,
more often, to their absence in vaccine prepara-
tions because the cultural conditions in vitro
are inadequate for their production. The latter
occurs in vivo and one method of revealing
potentially protective antigens is to examine
organisms and their products obtained from
infected animals. Once a virulence factor has
been recognized in this manner its production
in vitro can be achieved by appropriate changes
in growth condition.

seja, devem provocar intensa formagio de
anticorpos ou elementos celulares de protegéo,
que subsistam durante longo tempo ou sejam
rapidamente mobilizados em caso de infecgéo.
A protegdo é inadequada quando os fatores de
viruléncia sfo “maus” ou, o que é mais fre-
qiiente, quando nédo se acham eles presentes nas
vacinas em virtude de condi¢Bes de cultura in
vitro inadequadas na sua preparagdo. Tais
condigbes se verificam in vivo e um dos méto-
dos para comprovar a presenga de antigenos
protetores consiste em examinar os organismos,
bem como seus produtos em animais infectados.
Reconhecido desse modo o fator de viruléncia,
poder-se-4 conseguir sua produgdo in vitro
mediante o melhoramento das condigdes de
proliferagao.

A la recherche d’antigénes protecteurs (Résumé)

Les micro-organismes pathogénes et non
pathogénes forment de nombreux antigénes qui
n'ont aucun rapport avec la production ou la
prévention des maladies. Les “bons” antigénes
pour les vaccins sont des produits microbiens
—facteurs de virulence— qui contribuent &
la production de la maladie chez I'h&te naturel;
employés dans les vaccins, ils produisent des
anticorps correspondants ou des réponses cellu-
laires. Ces antigénes dits protecteurs ou
immunogénes (employés ici pour couvrir des
produits qui ne suscitent non seulement une
immunité humorale mais également une im-

munité par voie cellulaire) ne constitue qu'un
faible pourcentage de 'ensemble des antigénes
formés par les micro-organismes pathogenes,
mais ils doivent étre présents pour qu'un vaccin
soit efficace. En outre, il faut que ces antigénes
soient de “bons” antigénes, c’est-a-dire qu'ils
doivent produire une forte réponse d’éléments
protecteurs anticorps ou cellulaires que persis-
tent pendant longtemps ou qui sont rapidement
mobilisés lorsque survient une infection. Une
protection inefficace est imputable soit aux
facteurs de virulence qui sont de “mauvais”
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antigénes ou, plus souvent, & leur absence dans
les préparations vaccinales du fait que les
conditions de culture in vitro ne permettent pas
leur production. Clest ce qui se produit in
vivo, et une méthode permettant de révéler
des antigénes éventuellement protecteurs serait

d’examiner les organismes et leurs produits
provenant des animaux infectés. Une fois qu'un
facteur de virulence a été reconnu de cette
maniére, sa production in vitro peut 8&tre
réalisée en provoquant des changements appro-
priés dans la condition de croissance.

MALARIA

A fines de 1972, la poblacidn estimada de las zonas originalmente maliricas
en las Américas era de 190,448,000 habitantes, de los cuales 86,634,000
(45.5% ) residian en areas que ahora se encuentran libres de la enfermedad y
en la fase de mantenimiento de la campaiia de erradicacién. Durante 1972 hubo
en esas zonas algunos focos activos de infeccién provocados por casos importa-
dos. Asi mismo, 42,016,000 habitantes (22.0%) vivian en zonas que hoy se
encuentran en fase de consolidacidén; 61,645,000 habitantes (32.4% ) en zonas
que se encuentran en fase de ataque y 153,000 (0.1% ) en zonas donde no se ha

iniciado ningin programa.

De acuerdo con el informe presentado a la XXII Reunién del Consejo Di-
rectivo de la Organizacién Panamericana de la Salud, celebrada del 8 al 18 de
octubre de 1973, 79,835,000 habitantes (41.9% ) de las zonas originalmente
maléricas residen ahora en zonas donde existen buenas perspectivas de lograr la
erradicacién de la enfermedad, mientras que 23,979,000 personas (12.6%)
habitan en zonas donde el programa de erradicacién no ha logrado progresar
satisfactoriamente por falta de fondos y debido a serios problemas de operacién

o técnicos.

[OPS. Informe Epidemioldgico Semanal Vol, XLV, No. 46, octubre, 1973]



