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Este trabajo da cuenta de los importantes adelantos en las
investigaciones de la hepatitis A humana, cuyo virus es un
agente de caracteristicas similares a los enterovirus, y que se
puede propagar a los monos tities. Dado que el animal y sus
tejidos infectados permiten efectuar ensayos relativos al virus,
al antigeno y al anticuerpo de la hepatitis A, las investigaciones
futuras dependen, en gran medida, de la disponibilidad de
estos primates y por lo tanto del mantenimiento de la especie
en la naturaleza.

La hepatitis humana A (hepatitis in-
fecciosa) y la hepatitis B (hepatitis por suero
homologo) siguen ocupando un lugar de im-
portancia fundamental entre las enferme-
dades que afectan a la humanidad en el
mundo entero. Ambos virus han resistido
todos los esfuerzos dirigidos hacia la pro-
pagacién significativa y confiable in vitro
en el laboratorio, y solo hasta hace poco los
primates no humanos han sustitnido a los
voluntarios humanos como medio para es-
tudiar esas enfermedades. FEs interesante
destacar que ambos virus han encontrado sus
huéspedes animales, si bien en lados opuestos
del mundo—el de la hepatitis B en el chim-
pancé del Viejo Mundo y el de la hepatitis
A en el mono titi del Nuevo Mundo, es-
pecialmente el de bigote blanco, Saguinus
mystax. Este trabajo trata acerca del titi
mystax y de los nuevos e importantes adelan-
tos médicos que este ha proporcionado en
tiempos recientes en los estudios de la hepa-
titis A humana, asi como para los ensayos
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de control de la inocuidad de la vacuna de
hepatitis B humana (I-11).

La utilizacién del mono titi en las investi-
gaciones sobre la hepatitis A comenzé
cuando Deinhardt y sus colaboradores (12—
15) demostraron aumentos en la concentra-
cién de enzimas séricas y patologia hepética
en el S. nigricollis (boquiblanco) y en S.
oedipus (copetudo) al administrirseles suero
de pacientes que padecian de hepatitis pero
no cuando se utilizaba suero de personas
normales. Si bien otros investigadores
notificaron hallazgos similares (16, 17),
Parks ef al. (18, 19) realizaron experimentos
con §. oedipus y presentaron pruebas que
sugieren que el virus GB, la cepa principal
del virus de la hepatitis estudiada por
Deinhardt, podria ser un agente innato en el
titd.

Cepa CR326 de la hepatitis A

Los estudios realizados en nuestros labora-
torios con hepatitis A condujeron a la recu-
peracién (I) de agentes en titles mystax
obtenidos de casos de hepatitis A ocurridos
en Costa Rica. Estos agentes (I-3) cau-
saron cambios bioquimicos y patologia
hepética en monos titi, similares a los descri-
tos por Deinhardt ef al. (12—15). La cepa
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Costa Rica 326 o CR326 fue seleccionada
para estudios intensivos.

La relacidn etioldgica entre el virus CR326
y la hepatitis humana se establecié (1-10)
sobre la base de que: a) el elemento esencial
que se requiere para iniciar la infeccién
hepética propagable en serie en los tities era
suero o sangre de un caso de hepatitis A
humana; b) el pase en serie en tities, de
sueros procedentes de tities no infectados no
causd hepatitis; c¢) la liberacién de enzimas
en la corriente sanguinea y los hallazgos his-
topatoldgicos en los tities inoculados con el
agente o los agentes de hepatitis propagados
por titfes, se parecian a los de la hepatitis
humana; d) el tamafio pequefio, la tempera-
tura, el éter y la estabilidad a los 4cidos del
agente coincidian con las propiedades cono-
cidas del virus de la hepatitis A humana
determinados en estudios anteriores con
voluntarios humanos; y, de ain mas im-
portancia, e) pudimos desarrollar una
prueba de neutralizacién del suero (2, 3,
10) levada a cabo en tities mediante la cual
se pudo demostrar que los pacientes de hepa-
titis A pero no de hepatitis B desarrollaban
anticuerpos neutralizantes contra el virus
durante la convalecencia de su enfermedad.

Caracteristicas de enzimas e histopatologia
en tities infectados con virus de hepatitis A
humana

La figura 1 presenta los niveles séricos de
enzimas de deshidrogenasa isocitrica y los
resultados de biopsias del higado o de
autopsias realizadas en tities mystax en el
primero y el cuarto pase de suero del caso
033 de hepatitis humana, que originé la cepa
CR326 de virus de hepatitis A. Se observa
que: a) las enzimas y las biopsias de todos
los animales eran normales antes de la inocu-
lacién con el suero humano, y b) que todos
registraron reacciones positivas a la hepatitis
entre los dias 25 y 55. Se obtuvieron resul-
tados similares en el cuarto pase en series en
titles excepto que se acorté en forma sig-
nificativa el perfodo en que ocurrieron los

aumentos maximos de enzimas. Los resul-
tados de las pruebas con transaminasa
oxaloacética glutimica en el suero siempre
confirmaron los de las pruebas de la des-
hidrogenasa isocitrica.

Hallazgos de la prueba de neutralizacién del
svero (2,3,5,7,9,10)

En la prueba de neutralizacién del suero,
el suero que habia de ensayarse se incubd
durante una hora a 37°C con cerca de 100
DI;, de virus CR326 de hepatitis A, y luego
se inoculd por via intravenosa a grupos de
12 tities mystax. Se realizaron observaciones
semanales de los animales con objeto de
verificar si aumentaban las enzimas en forma
significativa. Los hallazgos se registraron
como porcentaje acumulativo de animales
positivos, de acuerdo con el tiempo, como se
muestra en la figura 2. Por regla general se
terminaban los experimentos a las ocho
semanas, ya que pocos animales mostraban
reacciones positivas después de ese tiempo.
Para cada suero se calculd el valor de neu-
tralizacion, que era la reduccién porcentual
de animales que mostraban hepatitis después
de la inyeccién con la mezcla de virus y
suero, comparados con los que recibieron
solo el virus. En pruebas realizadas con
pares de sueros, se calculd la diferencia en el
valor de neutralizacién que resulté de
ensayos con sueros obtenidos antes y después
de la enfermedad, o durante el periodo de
convalecencia. En el ejemplo, hubo poca o
ninguna reduccién de virus con el suero
extraido antes de la enfermedad, pero si se
observé una neutralizacién muy marcada en
la muestra de suero del periodo de con-
valecencia. Los valores de neutralizacion de
los sueros obtenidos antes y después de la
enfermedad fueron 10 y 91, respectivamente,
y la diferencia, 81.

La figura 3 muestra los resultados en una
serie de pruebas de neutralizacién del suero
realizada con sueros obtenidos antes y des-
pués de la enfermedad en casos humanos de
hepatitis A y B natural o experimental y con
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FIGURA T—Deferminaciones de enzimas y resultades histopatolégicos por biopsia o autopsia en el pase primero

y cuarto
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FIGURA 2—Muestra de prueba de neutralizacion para anticverpos de la hepatitis
A utilizando pares de sveros del caso 207 de hepatitis A.
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SEMANA DESPUES DE LA INOCULACION DE LOS TITIES
quimicas del agente de la hepatitis A hu-
mana. El cuadro 1 resume los resultados
mds importantes del estudio. La fuente del
virus era el suero de monos titi infectados.
neutralizacién oscilaron entre 36 y 96, siendo  En las pruebas se empleé virus que habia
de 51 o més en la totalidad excepto en uno. sido purificado por separacion en el gradiente
Ningin caso de hepatitis B mostré ese de densidad. La determinacién de la densi-
aumento de anticuerpos. Es importante des- dad virica se realizé con la formacién de
tacar que las tres muestras de inmuno- bandas isopicnicas en un gradiente de cloruro
globulina humana mostraron valores de neu- de cesio, utilizando la infectividad del titi
tralizacién de 59 o mas. como indicador del virus. Se encontré que

Los hallazgos sirvieron para relacionar el la densidad era de 1.34 g/cm®. El virus
virus CR326 propagado por tities con la purificado en extremo del gradiente de
hepatitis A en el hombre, si bien no hubo cloruro de cesio, suspendido en agua des-
ninguna relacién con la hepatitis B. tilada, fue inactivado al calor (100°C du-

rante cinco minutos), pero quedd inactivado

Propiedades biofisicas y bioquimicas del virus solo parcialmente cuanc.io s€ caleqté a 60°C

CR326 de la hepatitis A humana {1—4, 6, 8) durante una hora. El virus pudo inactivarse

facilmente mediante exposicion a rayos ultra-

La disponibilidad del virus CR326 y el violeta y tratamiento con formalina al
hecho de que la especie mystax era suscep- 1:4000 a 37°C durante tres dias. Se ob-
tible al mismo nos permiti definir en forma servaron pruebas presuntivas del tipo de
precisa las propiedades biofisicas y bio- 4cido nucleico ARN cuando el virus purifi-

inmunoglobulinas humanas, En todos los
casos de hepatitis A se observa el desarrollo
de anticuerpos neutralizantes con respecto al
virus CR326; las diferencias en los valores de
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FIGURA 3—Resultados de las pruebas de neutralizacién del suero al emplear cepa

CR326 de virus A de hepatitis.
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cado tomd el color rojo-naranja en la prueba
de naranja de acridina, junto con la destruc-
cién parcial de la infectividad del virus me-
diante tratamiento con ribonucleasa pan-
credtica durante una hora a 60°C,

La figura 4(A) muestra la presencia del
virus CR326 en un hepatocito seccionado
del higado de un titi infectado. Las particulas
del virus tenian 27 my de didmetro, estaban
presentes en el citoplasma pero no en el
nicleo, y de vez en cuando se localizaban en
vesiculas de distintos tamafios. El hecho de

40 50 60 70 80 90

que las particulas de virus se ubicaran ex-
clusivamente en el citoplasma apoyaba el
concepto de que el virus era del tipo ARN.
Para efectos de comparacién, la figura 4(B)
muestra las particulas del centro de 27 myp
de didmetro del virus de hepatitis B en los
nicleos de las células de un hepatocito
seccionado del higado de un chimpancé.
La figura 5(A) presenta el aspecto del
virus CR326 purificado cuando se observa
con un microscopio electrénico. Las particu-
las del vuirs son de 27 my de didmetro y mor-

CUADRO 1—Caracterizacién del virus CR326 de hepatitis A humana.

Caracteristica

Método de determinacién

3
Densidad 1.34 g/cm
Inactivado

Inactivacién parecial

Inactivado
Inactivado
ARN

Bandas isopicnicas, cloruro de cesio
Calor, 100°C, 5 minutos

Calor, 60°C, 1 hora

Luz ultravioleta, 1 minuto a 1.1 vatios
Formalina, 1:4000, 3 dias, 37°C

Colorante naranja de acridina, virus

purificado con ribonucleasa pancreéitica,

1 hora, 60°C, destruccién parcial
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FIGURA 4—(A) Particulas de virus de hepatitis A en el citoplasma de un hepatocito procedente de un titi

infectado con virus CR326.

La barra representa 0.1 micra. (B) Particulas de centro de hepatitis B en el nicleo de

un hepatocito procedente de un chimpancé infectado con virus de hepatitis B,

AT L

fologicamente no se pueden distinguir de los
enterovirus. La identificacién de las par-
ticulas de la hepatitis A fue establecida por
la calidad altamente infecciosa de la prepara-
cion de virus purificado al ser inoculada a los
monos titi y por la neutralizacién especifica
de la infectividad del virus usando sueros de
hepatitis A humana obtenidos en la con-
valecencia pero no en una fase anterior a la
enfermedad. Para fines de comparacién, la
figura 5(B) muestra el antigeno australiano
tipico (20 mp), filamentos y particulas de
Dane (42 myu) de hepatitis B que se encon-
traron en suero humano infectado.

La figura 6 es una micrografia electrénica
de particulas de virus CR326 en un homo-
genado hepético de titi infectado, antes
(izquierda) y después (derecha) de la reac-

cién con suero de convaleciente de hepatitis
A humana (inmunomicroscopia electrénica).
Los halos caracteristicos de moléculas de
anticuerpos rodean las particulas de virus y
las unen en un complejo inmunitario.

Las propiedades del virus CR326 mues-
tran que este guarda estrecha relacién con
los enterovirus de la familia de virus
picorna. Se distingue claramente de los rino-
virus por su estabilidad a los 4cidos. Difiere
de la hepatitis B, que es un virus ADN, en
las diversas formas morfol6gicas de la hepa-
titis B y en la localizacién citoplasmica del
virus CR326, en contraste con la posicién
intranuclear del virus de la hepatitis B en por
lo menos una fase de su sintesis. Maynard y
colaboradores (20) recientemente realizaron
estudios sobre el virus de hepatitis A, que se
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FIGURA 5—(A) Cepa CR326 purificada de virus de hepatitis A humana preparada por separacién en gradiente
de densidad procedente del suero de un fiti infectade. La barra representa 0.1 micra. (B) Antigeno australiano

un portador de hepatitis

purificado, filamentos y particulas de Dane preparados a partir de sueros procedentes de
B humana.

FIGURA 6—Virus CR326 en un homogenado de higado infectado,

antes (izquierda) y después de la reaccién con
suero humano de hepatitis A (derecha)
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encontrd en las heces de chimpancé y hu-
manas. Notificaron la presencia de particulas
de 27 my de didmetro con una densidad de
1.32 a 1.33 g/cm® Estos datos coinciden
con los resultados que obtuvimos con los
virus CR326.

Pruebas de inmuncadherencia especifica (l1A)
y fijacién del complemento (FC) para la hepa-
titis A humana (5, 7, 9, 10}

Los estudios sobre le hepatitis A humana
se han visto seriamente obstaculizados por la
falta de analisis simples y econdémicos que
permitan la determinacién de anticuerpos
especificos contra el virus de la hepatitis A.
La propagacién confiable del virus CR326

de la hepatitis A humana en los monos titi
ngrmlhn la elaboracidén en nuestros labora-

L ALLILAUY IG LAKULAAGlAIL Tl LUGSULUS avlia=

torios de métodos simples in vitro para la
valoracién de antigenos y anticuerpos de
hepatitis A. Estos son la prueba de inmuno-
adherencia (IA) y la prueba de fijacién del
complemento (FC) para la hepatitis A hu-
mana empleando como antigeno extracto
hepético de titi infectado con el agente
CR326.

En el curso de nuestros estudios se

descubrié que los pacientes con hepatitis A
pero no con hepatitis B desarrollan anticuer-
pos inmunoadherentes, de fijacién del com-
plemento y, tal como ya se sefial6, anti-
cuerpos neutralizantes en el suero durante
sus infecciones. La figura 7 presenta los
resultados de un caso tipico de hepatitis A.
El anticuerpo especifico de fijacién del com-
plemento aparece poco después del inicio de
la enfermedad y persiste después. Al princi-
pio de la enfermedad hay una frecuente
manifestacién transitoria de actividad anti-
complementaria de los sueros, debida
posiblemente a complejos antigeno-anti-
cuerpo circulantes. Por lo general los pa-
cientes registran la presencia de anticuerpos
contra antigenos hepéticos normales, pero
estos no aumentan y el titulo es muy inferior
al que se encuentra en las pruebas realizadas
con antigenos de hepatitis A. El anticuerpo
de hepatitis A que se mide en la prueba de
inmunoadherencia casi siempre aparece més
tarde que el anticuerpo de FC y su titulo es
mucho mds elevado. Los resultados de las
prucbas de anticuerpos neutralizantes de
hepatitis A concuerdan con los de las pruebas
de FCy de IA. Enlafigura 8 se representan,

FIGURA 7—Titulos de anticuerpos de FC e IA de hepatitis A y valores de
anticuerpos neutralizantes, caso de hepatitis A de Costa Rica No. 068-330-08.
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FIGURA 8—Titulos de anficuerpos de FC e IA de hepatitis A y valores de anticuerpos neutralizantes, hepatitis A

de Costa Rica, caso No. 204-538-11.
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con fines ilustrativos, resultados similares en
un segundo caso de hepatitis A humana.

En el cuadro 2 figuran los hallazgos sero-
légicos en tres casos de hepatitis A humana
y dos de hepatitis B. Se observa claramente
el desarrollo de anticuerpos inmunoadheren-
tes, de fijacién del complemento y neutra-
lizantes en los casos de hepatitis A, pero no
en los de hepatitis B.

Estos resultados son tipicos de los que se
observan en las pruebas realizadas hasta la
fecha con 27 casos de hepatitis A y 12 de
hepatitis B estudiados por nosotros. Las
pruebas para observar la persistencia de los
anticuerpos de IA y FC de hepatitis A mos-
traron que los anticuerpos se retenfan por lo
menos durante siete afios, el periodo mds
largo de ensayo, sin que se experimentaran
cambios sustanciales de nivel. Es importante
sefialar que la absorcidn repetida de suero de
hepatitis A humana con antigeno hepatico de

monos titi normales no eliminé los anticuer-
pos de FC y de IA de hepatitis A, y la sus-
titucién de antigeno de hepatitis A por anti-
geno hepitico normal en la prueba IA dio
resultados serolégicos negativos. En las
pruebas mencionadas, se registré el desa-
rrollo de complejos inmunitarios de virus de
hepatitis A CR326 con suero de hepatitis A
humana de un convaleciente, segin lo re-
velado por inmunomicroscopia electrénica.

Durante los estudios epidemiolégicos de la
hepatitis A y B en siete familias de Costa
Rica, se localizaron 18 casos de hepatitis A
y nueve de hepatitis B. Cabe destacar que
ocho de los nueve casos de hepatitis B eran
clinicamente evidentes, mientras que, por
comparacién, solo 11 de los 18 (61%) de
los casos de hepatitis A eran aparentes desde
el punto de vista clinico. Por lo tanto, la
hepatitis A resultd ser la menos grave de las
dos enfermedades.
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CUADRO 2—Hallazgos* de la prueba de inmunoadherencia, fijacién del com-

p to y neutrali del suero en casos de hepatitis A y B,
Titulos de anticuerpos de hepatitis A

Caso Muestra de Inmuno- Fijacitn del Valor de neu-

No. suero adherencia complemento tralizacién

Casos de hepatitis A

08 Antes del inicio <5 50< -14
Después del inicio 10,240 1,280 89

11 Antes del inicio <5 20 o < 0
Después del inicio 81,960 640 78

07 Antes del inicio <5 10 0 < 18
Después del inicio 25,600 640 89

Casos de hepatitis B

01 Antes del inicio <5 20 0 <«
Después del inicio <5 20 0 <

05 Antes del inicio 640 40 50
Después del inicio 640 40 67

* Estos hallazgos son tipicos de las pruebas realizadas en 16 casos de

hepatitis.

* Se detectd AgHB; en todos los casos de hepatitis B.

Se supone que las pruebas IA y FC serdn
muy fdtiles para aclarar el enigma de la
epidemiologia de la hepatitis A humana. El
cuadro 3 presenta los resultados més sobre-
salientes de un estudio epidemioldgico de
la hepatitis A y B en una familia de Costa
Rica. Los hallazgos coinciden con los de
estudios de siete brotes familiares examina-
dos hasta la fecha. El sujeto de nueve afios,
que segdn se crefa era el caso indice de hepa-
titis A, resulté ser en efecto un caso de hepa-
titis B que ocurrié en un nifio inmune a la
hepatitis A. El sujeto de cuatro afios ex-
perimentd hepatitis A en abril y, al poco
tiempo, el sujeto de cinco afios tuvo hepatitis
A. Los sujetos de 7, 10, 13, 14 y 40 afios
eran todos inmunes a la hepatitis A y no

padecieron la infeccién, El nifio de dos afios,
si bien era susceptible, escapé a la infeccién
y, de manera sorprendente, también la
madre, de 37 afios. Ambos sujetos, sin em-
bargo, tenian anticuerpos IA y FC de hepa-
titis A cuando fueron sometidos a andlisis
siete afios més tarde. Estos hallazgos con-
cuerdan con el concepto general de que la
hepatitis A tiende a ser una enfermedad de
personas jovenes en paises como Costa Rica
en los que la enfermedad es epidémica.

En el cuadro 4 figuran los resultados de
las pruebas para verificar la presencia de
anticuerpos IA de hepatitis A en personas
adultas en diversos grupos de poblacién de
los Estados Unidos, comparados con per-
sonas adultas de familias costarricenses. Solo
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CUADRO 3—Brote de hepatitis A y B en una familia, Costa Rica, 1967.

Serologfa de la

Edad Fecha hepatitis A Hep. B

sujeto inicio Inmuno- Fij. del anti-

(afios) enf, ad, complemento genemia Diagnéstico
9 2 de marzo  Inmune Inmune + Hepatitis B
4 20 de abril Aumento Aumento 0 Hepatitis A
52 2 de mayo Aumento Aumento Y Hepatitis A
é) Sano Susceptible Susceptible 0 Sano
37b Sano Susceptible Susceptible 0 Sano
40 Sano Inmune €3} Y Sano
14 Sano Inmune Inmune 0 Sano
13 Sano Inmune Inmune 0 Sano
10 Sano Inmune Inmune 0 Sano
7 Sano Inmune Inmune 0 Sano

1 El sujeto de 4 afios era anictérico y

el de 5 afios era subclinico. Todos

tuvieron aumento de enzimas en el diagndstico.

" Estos sujetos habian desarrollado an

ticuerpos de FC e IA de hepatitis A

cuando se les examind siete afios mds tarde.

el 27% del personal adulto que trabaja en la
Compaiifa Merck en West Point, Pennsyl-
vania, tenfa anticuerpos de hepatitis A, y
solo el 33% de los donantes de sangre en
Arizona resultd positivo serolégicamente.
En contraste, cerca del doble de los presos de

CUADRO 4—Titulos de inmunoadherentes

una penitenciarfa de Oklahoma era sero-
positivo y, en Costa Rica, el 85% de las
personas adultas analizadas tenia anticuerpos
de hepatitis A. En otros estudios no con-
signados en este trabajo, se encontrd que por
lo menos el 90% de los nifios de Costa Rica

de hepatitis A en adultos normales.

No. de personas con tfitulo
Titulo Don, banco Miembros de
1A Trabajadores sangre Presos la familia
(West Point, Pa,) (Arizona) {Oklahoma) (Costa Rica)
<10 83 22 10 2
10 1 0 0
20 0 0 0
40 0 1 1
80 2 1 0
160 1 1 4 1
320 5 1 0 1
640 7 1 8 5
1,280 4 2 0 4
2,560 o < 10 4 3
No. de positi-
vos/total 30/113 11/33 16/26 11/13
% positivos 27 33 62 85
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tenfa anticuerpos de hepatitis A al llegar a
los 15 afios. Esto sefiala la notable diferen-
cia entre la manifestacidn de la hepatitis A
entre poblaciones de Costa Rica comparadas
con las estadounidenses.

Las inmunoglobulinas humanas que se
producen en el comercio y que se utilizan
para el tratamiento de la hepatitis A pueden
variar considerablemente en cuanto a titulo
de anticuerpo, segin se muestra en el cuadro
5. La mayoria de los lotes, sin embargo,
tenfan un titulo de 1:4000 & 1:8000. El
desarrollo de la prueba IA permite la es-
tandarizacién precisa del contenido de anti-
Cuerpos.

Yacuna contra la hepatitis B (17)

Si bien los tities no son susceptibles al
virus de la hepatitis B, estos han sido de suma
importancia en los trabajos destinados a
elaborar una vacuna contra la hepatitis B,
ya que han servido para evaluar la inocuidad
de la vacuna en cuanto a la ausencia de virus
vivos de hepatitis A. En este examen por lo
tanto, el papel del mono tit{ merece mencién
especial.

El desarrollo de la vacuna de hepatitis B,
se basa en el hecho de que ciertos sujetos
humanos pueden propagar cantidades con-
siderables de antigeno australiano (conocido
hoy dia como antigeno superficial de 1a hepa-
titis B, AgHB,), que evidentemente es el

CUADRO 5—Distribucién, titulos inmunoadherentes de
hepatitis A, 24 lotes comerciales de inmunoglobulina
humana MSD.*

Titulo IA No. de lotes
1,000 1
2,000
4,000 11
8,000 9
16,000 1
* Merck Sharpe and Dohme.

antigeno glicoproteico superficial del virus de
la hepatitis B (particula de Dane) y es el
antigeno importante para estimular la
inmunidad contra el virus. Krugman et al.
(21) han utilizado estos conocimientos y
han preparado una vacuna en la cual el
plasma diluido hervido de un portador de
antigeno australiano estimulé anticuerpos en
sujetos humanos y los protegié contra la
enfermedad. La vacuna de hepatitis B que
se elabora en nuestros laboratorios consiste
en una preparacién inactivada, altamente
purificada de antigeno superficial de hepatitis
B, antigénicamente activa, libre de toda in-
fectividad virica detectable y constituida en
forma tal que pueda usarse en pruebas con
seres humanos. La purificacién del antigeno
del virus se logra principalmente mediante
dos ciclos de formacién de bandas isopicnicas
y separacién zonal, seguidos de ofros proce-
dimientos quimicos para obtener un producto
altamente purificado. El antigeno purificado
en el producto final es ajustado a una con-
centracién de 20 ug/ml de proteina (Lowry)
y tratado durante 72 horas a 36°C con
formalina a una concentracién de 1:4000.

La vacuna fue ensayada para determinar
si estaba libre de contaminantes viricos y
microbianos viables, mediante la esterilidad
microbiana ordinaria, el cultivo celular y
otros procedimientos en animales. Se realiza-
ron pruebas adicionales en tities para veri-
ficar la infectividad por virus de la hepatitis
Ay en chimpancés para la de hepatitis B.
Todas las pruebas dieron resultados satis-
factorios.

Las pruebas de actividad antigénica de la
vacuna se realizaron con cobayos. Los resul-
tados que figuran en el cuadro 6 muestran
que solo 2.0 xg de antigenos indujeron anti-
cuerpos de hepatitis B después de una dosis
Unica de vacuna, y solo se requirié una dosis
de 0.5 pg cuando se suministraron tres dosis
de vacuna. Los titulos medios de anticuerpos
fueron progresivamente menores a medida
que se reducia la dosis de antigeno. El
cuadro 7 resume los resultados de pruebas
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CUADRO 6—Estudios de actividad realizados en cobayos despué

de la ad

tracién del lote 559 de vacuna inactivada de hepatitis B.

Reaccibn de anticuer gos de hema%lutlnactén pasiva
(Ausure)? después de dosis
Dosis (vac.) 1 2 3

(us) Titulo Titulo Titulo
Conversidn medio Conversidn medio Conversidn medio

20 12/14 127 10/11 101 10/10 75

4 7/12 9 7/8 36 8/8 52

2 7/14 3 5/11 7 10/10 46

1 4713 2 5/8 8 8/8 37

0.5 2/14 1 3/14 2 10/12 20

Las dosis se administraron por via subcutanea a los 0, 14 y 56 dias.
* Ausure (PHA, electronuclednica).

en que se inmunizaron chimpancés. Cuatro
de los seis chimpancés desarrollaron anti-
cuerpos después de una dosis Unica de
vacuna de 20 pg. Cinco de los seis animales
habian desarrollado anticuerpos después de
administrarseles tres dosis. También se
muestran los titulos de anticuerpos en cada
uno de los animales. Los cercopitecos verdes
también desarrollaron anticuerpos después
de ser vacunados.

Actualmente se estan realizando estudios
para probar la eficacia protectora en un
ensayo controlado de chimpancés, y de los
primeros resultados se deduce que la vacuna
ofrece buena protecciéon. Todas las pruebas
indican que la vacuna purificada de hepatitis

B es activa, inocua y apropiada para ser
ensayada en el hombre.

Conclusiones

No cabe duda que los progresos registra-
dos en las investigaciones en los Gltimos tres
aflos han dado lugar a descubrimientos im-
portantes tanto en lo que se refiere a la
hepatitis A como a la hepatitis B. Hoy dia se
puede estudiar la hepatitis A en el labora-
torio en un modelo animal satisfactorio y
realizar pruebas de neutralizacion del suero
en estas especies de animal. Ademas, existen
valoraciones simples ir vitro de inmunoad-
herencia y fijacion del complemento para el
antigeno y anticuerpo de la hepatitis A, Por

CUADRO 7—Reaccion de anticuerpos en chimpancés después de la administracién
del lote 559 de vacuna inactivada de hepatitis B,

Anticuerpo de hepatitis B (Ausab)a

Titulo a las 16

Animal segin la dosis administrada semanas (después
No. 0 1 2 3 . de 3 dosis)
837 0 + + + 72
833 0 + + + 72
834 0 + + + 208
832 0 + 0 + 39
835 0 0 0 + 72
836 0 0 0 0 <8

Dosis (20 #g) administradas por via subcutdnea a las 0, 4 v 8 semanas.

2 Ausab (RIA, Abbott).
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Gltimo, se han descrito las caracteristicas del
virus de la hepatitis A que la sitdan en la
familia de los virus picorna, los cuales se
parecen mas a los enterovirus.

Esos adelantos son de gran importancia,
no solo por lo ya realizado, sino también por
las posibilidades que crean para las inves-
tigaciones futuras y para su aplicacién en la
hepatitis humana. Las perspectivas mas im-
portantes para el futuro son las siguientes:
a) la aplicacién de la prueba de inmunoad-
herencia al diagndstico seroldgico de rutina
de la hepatitis; b) la realizacién de estudios
epidemiolégicos sobre la hepatitis dirigidos
a medidas especificas de control y prevencion
de la enfermedad; ¢) la introduccién, para
uso general, de la inmunoglobulina humana,
que ha sido estandarizada precisamente en
relacién con el contenido de anticuerpos de
hepatitis A; d) el uso de monos titi en el
control de la inocuidad de la vacuna para
la hepatitis B ya preparada, y finalmente,
e) la elaboracién de medios para el cultivo
de virus de hepatitis A humana en el labora-
torio, con objeto de obtener una vacuna
contra la hepatitis A. En esta tarea, los
tejidos de titi sin duda serdn esenciales para
la adaptacién del cultivo celular, y el propio
titi lo serd también para pruebas de inocui-
dad y eficacia de la vacuna antes de someterla
a experimentos en el ser humano.

La posibilidad de que se logren o no estos
otros adelantos depende en este momento de
la disponibilidad de tities para los estudios.
Ademas, estos adelantos dependen de la dis-
ponibilidad de una especie particular de
tittes, Saguinus mystax (de bigote blanco)
que, como se indica en el cuadro 8, es la
Unica especie de titi que se sabe es suma-
mente susceptible al virus.

Los embargos que varios paises han im-
puesto en tiempos recientes a la exportacion
de tities han conducido a una interrupcién
casi completa de las investigaciones sobre Ia
hepatitis A. Con todo, estos embargos eran
necesarios para poder levantar un censo de
tities en sus habitats originales y evaluar la
rapidez con que se¢ pueden reponer en la

CUADRO 8—Comparacién de la susceptibilidad de
las especies mysfax, nigricollis y oedipus a la cepa CR355
de hepatitis A,

Especie--No. de_positivos de acuerdo

Semana des- 5
con el tiempo

pués de la
inoculacién §. mystax S. nigricollis 5. oedipus
del virus (10 animales) (12 animales) ' (11 animales)

0 0 0 [
4 4 0 0
5 4 0 0
6 5 1 [}
7 7 3 0
8 7 4 0
9 8 [ 1
10 8 4 2

naturaleza, a fin de que no se conviertan en
especies amenazadas. Cabe confiar que los
problemas de regulacién del suministro y la
reproduccién puedan resolverse en un futuro
préximo y que, al menos a corto plazo, el
nimero total relativamente pequefio de
animales que se precisan para el progreso en
la esfera de la salud humana puedan des-
tinarse a dicho uso. EIl problema a largo
plazo del suministro de tities—bien mediante
una reproduccién controlada en sus habitats
originales o mediante programas de cria, o
una combinacién de ambas fuentes—merece
atencién muy seria en este momento, ya que
los problemas de la hepatitis A y B estdn en
vias de solucion.

Resumen

Gracias al titi de bigote blanco (S.
mystax) se han logrado importantes adelan-
tos en las investigaciones de la hepatitis A
humana. El virus de la hepatitis A es un
agente que tiene caracteristicas similares a
los enterovirus y que se puede propagar en
los tities. El animal y sus tejidos infectados
permiten la realizacién de ensayos in vivo e
in vitro relativos al virus, al antigeno y al
anticuerpo de la hepatitis A. Estos adelantos
son muy promisorios para el futuro, e in-
cluyen el diagndstico de la hepatitis A,
procedimientos de laboratorio de rutina,
investigaciones epidemioldgicas de la en-
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fermedad, la introduccién de inmuno-
globulina humana de actividad uniforme
para la hepatitis A, el desarrollo de medios
para propagar el virus de la hepatitis A en
cultivos celulares con fines de vacunacién y
el control de la prueba de inocuidad de la
vacuna de hepatitis B existente. Los pro-
blemas de la hepatitis A humana parecen es-

tar en vias de solucién, pero esto depende en
gran medida de la disponibilidad de tities
para estudios de investigacién. Es menester
prestar seria atencioén al suministro de tities
a largo y corto plazo para permitir la con-
tinuacién de las investigaciones, asegurando
a la vez el mantenimiento de la especie en la
naturaleza. O
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Infectious hepatitis {hepatitis A) recearch in nonhuman primates (Summary)

A satisfactory animal model has been found
for laboratory studies of human hepatitis A—
namely, the white-moustached marmoset (Sa-
guinus mystax), With this species it has been
possible to perform serum-neutralization tests
and to develop immune-adherence and comple-
ment-fixation tests demonstrating antigen and
antibody to the virus. The recent work in
marmosets has also led to determination of the
agent’s characteristics: it most closely re-
sembles the enteroviruses of the picornavirus
family.

These advances open the way for develop-
ment of a routine serologic test for diagnosis of
the disease, of a human immune globulin for

general use that would be precisely standardized
for hepatitis A antibody, and, ultimately, of a
vaccine. They also provide bases for epidemio-
logic studies that could reveal nonspecific mea-
sures for the disease’s control. In addition, there
is indication that marmosets could be used for
safety control of the hepatitis B vaccine that
has already been developed.

An adequate supply of S. mystax—threatened
by recent embargoes on their exportation—is
essential to continuation of this work. The
question of marmoset supply, both in the short
term and over the long range, deserves serious
review.

A pesquisa da hepatite infecciosa (hepatite A) em primatas ndo humanos (Resumo}

Gragas ao sagiii-imperador (S. mystax)
foram realizados importantes avangos na pes-
quisa da hepatite A humana.

O virus da hepatite A é um agente de carac-
teristicas semelhantes s do enterovirus e que
se pode propagar entre esses sagiiis. O animal
e seus tecidos infectados possibilitam a realiza-
¢ao de ensaios in vivo e in vitro com o virus,
o antigeno e o anticorpo da hepatite A. Esses
avangos, que muito prometem para o futuro,
abrangem o diagndstico da hepatite A, proce-
dimentos rotineiros de laboratério, pesquisas
epidemioldgicas da doenga, a introdugio de
imunoglobulina humana de a¢io uniforme para

a hepatite A, o aperfeicoamento de meios de
propagagio do virus da hepatite A em cultu-
ras celulares para fins de vacinagdo e o con-
trole da prova de inocuidade da vacina de hepa-
tite B existente. Os problemas da hepatite A
humana parecem estar em vias de solugio, mas
isso depende em grande parte da disponibili-
dade de sagiiis para atividades de investigagdo.
E preciso considerar seriamente o fornecimento
de sagilis a curto e longo prazo a fim de possi-
bilitar o prosseguimento das pesquisas, assegu-
rando por sua vez a manuten¢io da espécie na
natureza.

Recherche sur I'hépatite infectieuse (hepatite A) chez les primates autres que I’homme
(Résumé)

Gréce au tifi & moustache blanche (5.
mystax) des progrés importants ont pu étre
accomplis dans les recherches sur I’hépatite A
chez 'homme. Le virus de hépatite A est un
agent ayant des caractéristiques identiques aux
virus complet et pouvant étre communiqué aux
titis. Des tests ont pu &tire réalisés in vivo et

in vitro sur le virus, Pantigéne et l’anti-corps
de I'hépatite A sur Panimal et sur ses tissus
infectés. Ces études s’avérent trés prometteuses
pour lavenir et elles comportent le diagnostic
de I'hépatite A, les procédures normales de
laboratoires, les recherches épidemiologiques
de cette maladie, Pintroduction d’immuno-
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globuline humaine agissant uniformément sur
I’hépatite, la mise au point de nouvelles mé-
thodes de culture du virus de I’hépatite en mi-
lieux cellulaires en vue d’une vaccination et
vérification de l'efficicacité du vaccin existant
pour Phépatite B. Les problémes posés par
I'hépatite A chez 'homme semblent sur le
point d’étre résolus, bien que cela dépende en

grande partie de la disponibilité de titis pour
les recherches. Il faut donc accorder une sé-
rieuse attention au maintien de réserves suffi-
santes de titis, & long et court terme, afin de
pouvoir poursuivre les travaux de recherche
tout en assurant la survie de 1'espéce en milieu
naturel.



