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INMUNOLOGIA DEL COLERA

Informe de un Grupo Cientifico de la OMS

El Grupo Cientifico de la OMS sobre Inmunologia del Coélera se
reunié en Teheran del 14 al 19 de septiembre de 1968.

El Dr. A. H. Taba, Director de la Oficina Regional de la OMS para
el Mediterraneo Oriental, inaugurd la reunién y dio la bienvenida a los
participantes en nombre del Director General. .

El Grupo nombré Presidente al Dr. O. Felsenfeld, Vicepresidente
al Dr. I. Jod, y Relatores a los Dres. K. Bhaskaran y J. C. Feeley.

Este Grupo Cientifico ha sido el tercero de los reunidos por la OMS
para examinar la marcha de las investigaciones sobre el c¢dlera. Sin embar-
go, mientras los dos anteriores ! se ocuparon de la investigacién en general,
el presente Grupo se dedicé exclusivamente a examinar la inmunologia
de esta enfermedad y especialmente las posibilidades de mejorar la vacu-
nacion profilactica.

‘ 1. CONCEPTOS ACTUALES
SOBRE LA INMUNIDAD EN EL COLERA
Y EN LAS INFECCIONES ENTERICAS

El Grupo examin6 el estado actual de los conocimientos sobre
inmunologia y su relacién con las infecciones entéricas, especialmente
con el célera.

Los ensayos practicos de vacunas anticoléricas efectuados en tres
paises durante los tltimos afios, asi como los abundantes datos recogidos
sobre la epidemiologia del cdlera endémico, ponen claramente de mani-
fiesto que tanto la infeccién natural como la inmunizacién parenteral
van seguidas de la apariciéon de anticuerpos contra los antigenos del
cOlera y de una resistencia relativa a la enfermedad.

Sin embargo, los hallazgos realizados en los dos tltimos decenios

~ han subrayado la importancia de los factores intestinales locales en la

! Los informes: preparados por los dos primeros grupos, que se reunieron en
1962 y 1964, no han sido publicados.

—_s
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inmunidad al colera. Aparte de no haberse logrado demostrar ninguna
lesién tisular significativa ni incluso la penetracion del vibrién colérico
en los tejidos, cada vez hay mas indicios de la formacién de anticuerpos
en los tejidos del tubo intestinal, sobre' todo cuando las circunstancias
favorecen el contacto del antlgeno con dichos tejidos. Estas observaciones
pueden hoy relacionarse con la’ presencia de un anticuerpo « IgA » secre-
torio, que ha sido identificado en diversas secreciones epiteliales en las
que constituye la inmunoglobulina. predominante.

~ El éxito de la lucha inmunolégica contra el clera parece asi depender
en gran medida del analisis de los mecanismos inmunitarios locales que
actuan en el intestino 'y no sélo de los estudios sobre la inmunologia
serologica de la enfermedad.

La respuesta inmunoldgica se debe estudiar en funcién de dos tipos
relativamente independientes de mecanismos inmunitarios. En el primero,
los « mediadores » de la inmunidad son los anticuerpos circulantes, mientras
que en el segundo (respuesta inmunitaria especifica de base celular) son
los linfocitos sensibilizados. En ¢l caso del célera, apenas hay datos
sobre la funciéon que desempefian las respuestas inmunitarias de base
celular, pues las investigaciones han versado principalmente sobre la
relacién mas conocida entre la resistencia y los anticuerpos circulantes.

‘Durante los ultimos afios se ha demostrado que los anticuerpos
séricos pertenecen a una compleja familia de proteinas ‘emparentadas

entre si y designadas con el nombre genérico de inmunoglobulinas. Al

mismo tiempo se ha reavivado el interés por los anticuerpos existentes
en las secreciones gastrointestinales o de otro origen que entran en con-
tacto con las mucosas, sobre todo desde que recientemente se ha demos-
trado que la IgA es la inmunoglobulina predominante en la saliva paro-
tidea, el calostro, las lagrimas, las secreciones nasales y traqueobronquiales
y las secreciones del intestino delgado. La IgA « secretoria » difiere en
muchos sentidos de la IgA del suero. La IgA sérica es un mondmero
de 7S, mientras que la IgA del calostro y de la saliva Vesv, al menos en
un 60%, un dimero dotado de una cadena peptidica adicional de un peso
molecular de 50 000. Esta cadena puede ponerse de manifiesto en el
citoplasma de las células epiteliales y ha sido denominada « pieza de
transporte », pues se supone que se une a la IgA sintetizada por las células
linfoides de la submucosa al atravesar la pared celular para verterse en

‘la secrecion externa. Sin embargo, esta hipdtesis no ha sido todavia

comprobada de manera concluyente. _

Esta demostrado que las inmunoglobulinas « secretorias » IgA poseen
actividad de anticuerpo y en sujetos voluntarios se ha visto que existe
una correlacién entre la resistencia a ciertas virosis y el nivel de anticuerpos
IgA en la secrecién nasofaringea. Asimismo se ha observado que la
produccién de anticuerpos antigripales especificos en las secreciones de
las vias respiratorias es mejor si la vacuna antigripal se aplica localmente
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en forma de aerosol que si se inyecta; durante una epidemia, la incidencia
de la enfermedad fue menor en el grupo vacunado con el aerosol que
en el vacunado por via parenteral. También se ha comprobado que la
formacién de anticuerpos en la secrecién vaginal es mejor tras la' apli-
cacion local del antigeno que tras su administracion parenteral.

La « memoria » inmunoldgica tiene una base celular. Se han emitido
muchas teorias acerca de sus mecanismos de programacién; en cualquier
caso, un hecho demostrado es que la memoria para la formacion de IgM
dura en general menos que la destinada a la formacion de IgG. Esta
diferencia es importante para el desarrollo de una inmunidad duradera.

La unién antigeno-anticuerpo es menos firme con las IgM que con
las IgG. Al parecer, la avidez varia segun la subclase de Ig de que se
trate y aumenta con el tiempo y con la repeticion del estimulo antigénico.

~ Es necesario estudiar mas a fondo los mecanismos en virtud de los
cuales las vacunas administradas por via parenteral provocan una res-
puesta eficaz de anticuerpos contra los vibriones en la luz intestinal. La
existencia de un sistema inmunoldgico que parece exclusivo de ciertas
secreciones externas obliga también a evaluar su intervencién en
la inmunidad intestinal local.

En la patogenia del cdlera parecen intervenir al menos dos procesos
fundamentales : 1) la infeccidon de la luz intestinal por el Vibrio cholerae,
y 2) la produccién por el germen invasor de una toxina que da origen al
sindrome diarreico. A su vez, para cada uno de los dos procesos citados
parecen existir mecanismos inmunitarios independientes, que pueden
denominarse respectivamente inmunidad antibacteriana e inmunidad
antitoxica. Hasta cierto punto, estos dos mecanismos pueden estudiarse
por separado en diversos animales.

Inmunidad antibacteriana

Como la infeccion se limita a la luz intestinal, es sumamente probable
que el proceso de inmunizacién antibacteriana tenga lugar en la misma
luz y no en los tejidos intestinales. Para explicar el mecanismo inmuni-
tario se han emitido varias teorias (inhibicion de la adherencia bacteriana,
fagocitosis, bacteriolisis) pero ninguna de ellas se apoya en pruebas
concluyentes. Por otra parte, todavia se conocen muy mal la relacion
bacteria-huésped en la luz intestinal del hombre; se ignora, por ejemplo,
si el germen puede multiplicarse libremente en la luz intestinal o si su
multiplicacion esta condicionada por una relacion especial con los extremos
o las criptas de las vellosidades. El estudio de esta cuestion ha de hacerse
en el periodo de incubacidon de la enfermedad o acaso en el de restable-
cimiento, pero nunca mientras persista el sindrome diarreico agudo
durante el cual pueden estar alteradas las citadas relaciones.



8 R INMUNOLOGIA ‘DEL COLERA

En el hombre, la inmunidad antibacteriana puede provocarse por
inyecciéon de vacunas que contengan las células muertas enteras o los
lipopolisacaridos. El grado de inmunidad se ha podido definir con preci-
sion mediante ensayos practicos y se ha visto que esta en correlacion
con el titulo de anticuerpos vibriocidas del suero. El titulo vibriocida se
determina mediante una reaccion. que exige la presencia del complemento
y en la que intervienen las IgM y las IgG pero se ignora si estas inmuno-
globulinas desempefian alguna funcion en la inmunidad intestinal.

Inmunidad antitoxica

Aln no se sabe con exactitud donde actda la toxina del colera, si
bien los estudios efectuados en el conejo y el perro sugieren que lo hace
en la superficie epitelial del intestino. En el perro, el contacto repetido de
la toxina con la mucosa intestinal no parece haber producido ninguna
inmunidad eficaz contra ulteriores aplicaciones de toxina; en cambio
la administracién parenteral de una vacuna que contenia toxina colérica
confiere al asa intestinal una proteccion eficaz contra la accién ulterior
de dicha toxina. En el hombre no se ha ensayado ninguna vacuna de
ese tipo. La infeccién clinica humana va seguida de la aparicién en el
suero de anticuerpos neutralizantes que, segin se ha comprobado, son
IgG. No se ha estudiado la relacién entre estos anticuerpos y la inmunidad
en el hombre. Asi pues, atin estd por determinar la importancia respectiva
de las inmunidades antitéxica y antibacteriana.

Inmunidad adquirida tras la infeccion colérica

Por ahora no se dispone de ningin método satisfactorio para medir
la inmunidad que sigue a la infeccion colérica. Practicamente no existe
ningin estudio bien documentado.sobre la reinfeccion colérica, aunque
también es cierto que la probabilidad de que se produzca es remota. Este
problema contribuye a que sea dificil apreciar el valor respectivo de la
inmunizacién oral y de la parenteral. De los mencionados estudios experi-
mentales en el perro parece desprenderse que la inmunidad antitéxica
acaso no se logre plenamente por via oral; en cambio, la inmunidad
antibacteriana se induce probablemente mejor por via oral que por via
parenteral. - Dos hechos, sin embargo, hacen dudar de esta suposicion :
el primero es la observacion de que la vacuna parenteral provoca una
respuesta inmunitaria vibriocida mejor y méas sostenida que la producida
por la infeccidn clinica y el segundo que, segiin recientes estudios epidemio-
16gicos, los nifios de las zonas de endemia parecen sufrir reinfecciones
afio tras aflo. Si esto fuera cierto, no habria mas remedio que concluir
que la inmunizacién oral no proporciona suficiente proteccién contra
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el contacto ulterior del vibridon. Asi pues. mientras no se disponga de mas
datos no sera posible evaluar las ventajas de la inmunizacién oral por
comparacion con la parenteral.

Antes de pronunciarse en favor de una vacuna o de una via de admi-
nistracion es indispensable conocer a fondo el mecanismo inmunitario
que act@a en la luz intestinal. Si se confirma que la IgA secretoria desem-
peiia una funcion fundamental, la inmunizacién por via oral puede adquirir
gran importancia.

Importa pues obtener una informacién més exacta sobre los
mecanismos inmunitarios del intestino, sobre la via que sigue el antigeno
hasta llegar a los tejidos que producen anticuerpos en esta regién y sobre
las formas que adopta la respuesta inmunitaria segin que el antigeno
ingrese por via local o por via parenteral. Estos estudios, por supuesto,
exigen una labor previa de definiciéon y caracterizacidén de los antigenos

y de la funcién que éstos desempefian tanto en la patogenia del cdlera
como en la aparicién d¢ la inmunidad.

En un estudio efectuado en una zona de endemia se ha VlStO que
los lactantes dan las clasicas reacciones de primovacunaciéon y de revacu-
nacién cuando se les inyecta una vacuna anticolérica. A medida que van
avanzando en edad, la respuesta del nifio a una dosis tinica se va aproxi-
mando cada vez mas a la de tipo secundario. Es evidente que durante
ese periodo se encuentran expuestos a la infeccién natural, como lo
demuestra el continuo aumento (a un ritmo del 3%} anual) de la proporcién
de sujetos con anticuerpos vibriocidas. Parece, no obstante, que este
incremento natural de la inmunidad anticolérica no depende exclusivamente
del contacto directo con el vibrién, ya que en algunas zonas no endémicas
(por ejemplo, Estados Unidos, Checoslovaquia y Hungria) los adultos
poseen anticuerpos vibriocidas, en una proporcién baja pero significativa,
y dan una reaccién secundaria a la inyveccion de una dosis tinica de vacuna.
Estos anticuerpos, aunque suelen calificarse de « naturales » no parecen
formarse espontineamente sino que probablemente se deben a la
presencia de otras bacterias antigénicamente afines, como las brucelas y
pseudomonas.

Nuestros conocimientos sobre la inmunidad del célera adolecen de
otras muchas lagunas. Algunas personas, por ejemplo, contraen la enfer-
medad a pesar de tener una tasa de anticuerpos circulantes que tedricamente
bastaria para hacerles resistentes al c6lera. Por otra parte, la accion patd-
gena del vibridn colérico se debe muy probablemente a la produccién de
toxinas, bien de algunas o de todas las identificadas hasta la fecha o de
otras que atn quedan por identificar. Sin embargo, las vacunas que se
han mostrado relativamente eficaces en los ensayos practicos parecen
carecer de antigenos toxinicos.

En las zonas de endemia son corrientes las reinfecciones, pero las
recidivas clinicas son raras. La rapida e intensa elevacion del nivel de
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antitoxinas y el subsiguiente descenso que se observan en los nifios resi-
dentes en dichas zonas plantean diversos problemas sobre la naturaleza
del estimulo antigénico y sobre la respuesta del huesped tras repetldos
contactos con vibriones coléricos.

En lo que respecta a los posibles factores que contribuyen a aumentar
o a reducir la resistencia al cdlera clinico, apenas se dispone de infor-

macién. Los escasos datos existentes hacen pensar que la desnutricién

crénica y el embarazo aumentan el riesgo, pero como la informacién
sobre estos y otros factores comparables es muy incompleta atin habra
que efectuar estudios mas detenidos sobre la cuestién. Tampoco se conoce
la influencia de los anticuerpos introducidos pasivamente en el organismo
sobre la inmunidad anticolérica, en el supuesto de que realmente influyan;
por otra parte, la rareza del colera en los lactantes impide evaluar la
importancia de los anticuerpos maternos, si bien los actuales conocimientos
no parecen indicar que la transferencia de anticuerpos in utero sea eficaz
en ningin caso. Por ultimo, es necesario analizar cuidadosamente la
posibilidad de que la inmunidad contra el cdlera esté determmada por
factores genéticos.

No parece probable que la inmunidad celular, de la que ya se ha
hablado anteriormente, desempefie funcién alguna en el colera. Sin embargo,
como nuestra relativa ignorancia sobre este fenémeno podria llevarnos
a darle menos importancia de la que realmente tiene, convendria fomentar
las investigaciones en ese sentido.

2. ANTIGENOS Y FRACCIONES ANTIGENICAS

Antigenos bacterianos

Los antigenos soméaticos especificos del vibrién colérico son ter-
moestables, mientras que los antigenos termolébiles son comunes a muchos
otros vibriones. Los antigenos ‘especificos comprenden el antigeno de
grupo y los dos antigenos de serotipo, pero acaso se puedan identificar
otros ulteriormente. Este complejo antigénico (incluida la endotoxina) es
lo que provoca la formacién de anticuerpos protectores en el raton.

Estructura, poder antigénico y especificidad de los antigenos vibriénicos

Los principales antigenos termoestables se designan con letras :
A representa el antigeno O especifico del grupo, B el antigeno del serotipo
Ogawa y C el del serotipo Inaba. El serotipo Hikojima contiene a la vez
los dos antigenos de serotipo citados y el antigeno especifico de grupo.
Tanto in vivo como in vitro, se ha observado la transformacién del serotipo
Ogawa en Inaba. En fecha muy reciente se han descrito otros antigenos
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que probablemente influyen en la aparicion de una inmunidad eficaz
contra la enfermedad : uno es la toxina colerigena termolabil y el otro
una proteina dotada de un importante antigeno que da reaccmnes de
identidad con hpopohsacarldos muy purificados.

Inmunoquimica de los antigenos del vibrion colérico

La especificidad de los antigenos serotipicos parece estar determinada
por fracciones lipopolisacaridas de alto peso molecular (aproximada-
mente 1 x 106). Tales fracciones han sido aisladas en gran estado de
pureza de ambos serotipos y, segin se ha comprobado, provocan la for-
macién de anticuerpos vibriocidas y protectores en el ratén. Se cree que
constituyen la endotoxina y sdlo se encuentran en la capa sobrenadante
de los cultivos liquidos de vibridén colérico autolizados.

Los antigenos representados por la toxina colerigena y la proteina
atéxica asociada se encuentran en la sustancia intracelular del vibrién
pero no en la membrana. El complejo antigénico se difunde libremente
en los medios de cultivo liquidos y la fraccion toxica puede con51derarse
como una exotoxina. Estos dos antigenos no son separables con los filtros
moleculares de Sephadex, pero pueden diferenciarse por cromatografia
de intercambio idnico. El antigeno toxico resulta eluido en primer lugar
debido a su carga fuertemente positiva, por lo que ha sido denominado
fraccion I. La fraccién II, que se extrae del Sephadex DEAE 1 mediante
una solucién 0,5 M de cloruro sédico, es atéxica. Ambas fracciones son
hpoprotelcas la fraccion I contiene 25-309; de lipidos en forma de glicé-
ridos y la fraccién II, 6- 8‘7 de 11p1dos hgados a la serina. Cada una de
ellas contlene aprox1madamente un 3% de hidratos de carbono, mientras
que el resto estd constituido por protemas compuestas de cadenas mas o
menos clasicas de aminoacidos. La fraccidén toéxica pucde.purlﬁcarse aun
mas — V. g., por, precipitacion en frio en alcohol-éter — y tiene un peso
molecular de 10 000 aproximadamente; en su forma purificada contiene
dos antigenos identificables por difusién en gel. La proteina atdxica
denominada fraccién 1I, cuyo peso molecular oscila entre 30 000 y 35 000,
da cuatro lineas de precipitacién en la difusion en gel. La linea principal
da una reaccién de identidad con los lipopolisacaridos altamente puri-
ficados y provoca la formacidén de anticuerpos vibriocidas.

Antigenos de « célula entera »

No parece probable que todos los antigenos presentes en la célula
bacteriana intervengan en la producciéon de una inmunidad profiiactica
eficaz. La mayor parte de las cepas de vibriones son poco toxigenas y las
vacunas actualmente utilizadas sélo provocan una inmunidad antibac-

1 Dietilaminoetanol.
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teriana, que se pone de manifiesto in vivo mediante la prueba del ratén e
in vitro por la valoracién de poder vibriocida. Aun en el caso de las cepas
relativamente toxigenas en las suspensiones salinas de vibriones cultivados
en agar sOlo se encuentra una pequefia cantidad de toxina con caracter
antigénico. En numerosas ocasiones se ha observado que, al menos en
ciertas especies, la inmunizacién .de los animales de laboratorio con
vibriones vivos produce titulos mas elevados de anticuerpos protectores
contra la infeccién colérica experimental que la inmunizacién con una
vacuna muerta.

Toxinas

Mediante diversos sistemas de valoraciéon se ha demostrado que el
vibrién colerico elabora gran variedad de sustancias téxicas; asi pues, el
término « toxina colérica » no sélo resulta inexacto sino que puede inducir
a confusién. Por esa razén hoy se recomienda clasificar las toxinas del
cllera en tres tipos distintos. En el tipo 1 se incluye el factor letal para
el ratén, que probablemente es una endotoxina clasica; es termoestable
y no dializable, y sélo aparece en la capa sobrenadante de los cultivos
liquidos a consecuencia de la autdlisis. Las toxinas del tipo 2 son termo-
labiles y no dializables, y se difunden en los medios de cultivo liquidos;
dentro de este grupo figuran los factores que determinan la migracién
del agua y de los electrdlitos tisulares a la luz del intestino delgado, asi
como el llamado « factor de permeabilidad », responsable de la actividad
toxica que se pone de manifiesto por inoculacién intradérmica, y el factor
que ejerce efectos .citopaticos en las células cultivadas. Ciertos datos,
aun no confirmados, hacen pensar que el factor de permeabilidad y la
toxina colerlgena no son idénticos; por otra parte, la naturaleza de la
actividad citotoxica estd todavia por precisar. El tipo 3 comprende los
factores termoestables y facilmente dializables que se manifiestan por la

inhibicién del transporte activo de sodio en el epitelio de los anuros y por

inhibicién de la fijacién in vitro del p-amino-hipurato en el tejido renal.
Hay indicios, sin embargo, de que el primero de esos efectos esta deter-
minado por la presencia de amoniaco; la supresién total del amoniaco
también reduce la inhibicion de la captaciéon de PAH, aproximadamente
en un tercio. De todas estas toxinas, la del tipo 1 es de especial interés
porque, en forma de lipopolisacarido altamente purificado, estimula la
produccién de los anticuerpos vibriocidas en los que parece residir la
inmunidad antibacteriana; cierto es que esta funcién también podria
estar a cargo de la fracclon IT antes mencionada. Las toxinas purificadas
del tipo 2 acaso sean el mas importante de todos estos antigenos, ya que
su actividad se ha puesto de manifiesto en el intestino delgado de diversos
animales; sin embargo, las vacunas utilizadas actualmente sélo contienen
una cantidad insignificante.
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Urge disponer de una prueba seroldgica que permita titular in vitro
los anticuerpos que neutralizan las toxinas. Entre los métodos seroldgicos,
‘la hemaglutinacién parece prometedora; también puede utilizarse la prueba
cuantitativa de fijacién del complemento. La aglutinaciéon con bentonita
y con latex parece menos interesante. La obtencién de un método sero-
l6gico especifico, sin embargo, exige un mejoramiento de los métodos
fisicos y quimicos de fraccionamiento del complejo toxico, a fin de conse-
guir un producto homogéneo desde el punto de vista antigénico. Estos
estudios quimicos, por consiguiente, deben recibir especial prioridad.

Anatoxinas

Algunos autores afirman que el poder inmundgeno se destruye en
gran parte por la acciéon del formol y otros han obtenido respuestas
inmunitarias mas débiles utilizando material inactivado con ese producto.
En cambio, la toxina denominada « factor de permeabilidad » posee un
poder antigénico mayor si se trata con formol que si no se trata. Sin
embargo, se han expresado ciertas dudas sobre la necesidad de una
« destoxificacién », ya que las preparaciones purificadas resultan inocuas
cuando se administran por via parenteral.

3. LOS ANTICUERPOS Y SU DETERMINACION

Como los actuales métodos de determinacién de anticuerpos agluti-
nantes, vibriocidas y neutralizantes de las toxinas (toxina colerigena y
factor de permeabilidad) parecen seguros, el Grupo se ocupd sobre todo
de la naturaleza de los anticuerpos. En la actividad vibriocida intervienen
por lo menos dos inmunoglobulinas (IgM e IgG), en general con predo-
minio de la IgM. Los antigenos tdxicos parecen comportarse como la
mayor parte de los restantes antigenos proteicos. La fisiopatologia del
cOlera obliga a tener muy en cuenta la importancia de los coproanti-
cuerpos, pese a que adn se conoce mal su naturaleza; la IgA y la IgG (y
acaso la IgM) se han encontrado en las heces de los enfermos coléricos
y en las secreciones intestinales de los monos infectados, pero todavia
se ignora la funcién que desempefian estos anticuerpos en la inmunidad
intestinal. En la actualidad todas las pruebas de neutralizacién de toxinas
se efectiian en el animal y por ello no es posible examinar muestras nume-
rosas, como es de rigor en las encuestas seroldgicas. Convendria pues
obtener un método de titulacion in vitro de las antitoxinas. Por otra parte,
el hecho de que los sueros utilizados para estudiar las respuestas
inmunitarias a diversos antigenos procedan de animales hiperinmunes
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dificulta 1a valoracion cuantitativa del poder antigénico de las dlversas
preparaciones. S

4. ANTICUERPOS E INMUNIDAD

No ha sido facil determinar la funcién que desempefian los anti-
cuerpos en la destruccidon y la eliminacién de las bacterias vivas. La
bacteriolisis (fenémeno de Pfeiffer) se descubrié al estudiar la actividad
de un anticuerpo sérico que acttia en la sangre o en el medio intraperito-
neal; se ignora hasta qué punto interviene en la luz intestinal. En todo
caso, antes de extraer conclusiones sobre la significacion de la tasa de
anticuerpos, cualquiera que sea la técnica de determinacién empleada, es
menester aclarar las funciones de las dlferentes fracciones antigénicas
en la patogema de la enfermedad.

Cuando se trata de una infeccion local y superficial como la difteria,
la patogenia esta condicionada fundamentalmente por la exotoxina y
la inmunidad puede evaluarse midiendo la tasa de antitoxinas del suero
en unidades arbitrarias mediante una prueba de neutralizacién. Sin embargo,
ni atn en el caso relativamente sencillo de la difteria existe una correlacién
exacta entre el titulo de anticuerpos y la inmunidad, ya que, en virtud
del proceso de formacién-acelerada de antitoxina que se pone en marcha
en la respuesta secundaria, un sujeto con un titulo sanguineo inicialmente
bajo puede producir a- tiempo los anticuerpos adicionales necesarios.

En una infeccion intestinal como el cdlera, la-confrontacion critica
entre los vibriones y los anticuerpos tiene lugar en un medio particular :

-la luz intestinal. Asi pues, los titulos de los distintos anticuerpos séricos

s6lo estan indirectamente relacionados con la actividad vibriocida intra-
luminal.’ En la actualidad no es posible hacerse una idea clara del grado

~de participaciéon de los -anticuerpos vibriocidas en este proceso, ya que la

actividad vibriocida se detérmina en sueros que contienen, ademas del
anticuerpo especifico, todos.los componentes del complemento hasta C’9,
asi como lisozima y otros factores. como los absorbibles en bentonita. Es
muy dudoso que un anticuerpo especifico (IgM e IgC) que necesita todos
esos componentes para actuar pueda hacerlo en la luz intestinal, si bien
cabe la posibilidad de que, en virtud de alguna reaccidon que aumente la
permeabilidad de los vasos intestinales (por "ejemplo, una interaccion
alérgica antigeno-anticuerpo), dichos componentes: afluyan eh cantidad
suficiente del plasma a la luz intestinal. También es posible que la inmunidad
dependa enteramente de la fraccion de IgA capaz de ejercer un efecto
vibriocida en presencia de una cantidad suficiente ‘de lisozima pero en
ausencia casi total del complemento; sin embargo, tampoco es de esperar
aqui que entre la concentracién util de esta fraccion de anticuerpos en la
luz intestinal y la concentracién sérica del ‘anticuerpo especifico IgA
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exista una correlacién total, va que los elementos celulares presentes en
la pared intestinal producen localmente cantidades variables pero
importantes de IgA.

Como es posible que la actividad vibriocida sea el factor decisivo
de la inmunidad anticolérica, no parece prudente atribuir gran significacion
a las determinaciones de antitoxina sérica basadas en la neutralizacion
de la toxina colerigena (por ejemplo. en un asa intestinal de conejo o por
cutirreaccién). En teoria, el hallazgo de una cifra alta de antitoxina
colerigena puede tomarse como un indicio de inmunidad al célera clinico,
pero no garantiza que los vibriones coléricos no puedan multiplicarse en
la luz intestinal. En cambio. en presencia de suficientes anticuerpos vibrio-
cidas, la inmunidad al célera puede existir incluso con un nivel bajo de
antitoxina. Asimismo cabe pensar que si los mecanismos vibriocidas
son suficientemente activos pueden anular la eficacia inmunégena ‘de una
dosis de vibriones coléricos.

Actualmente existen microtécnicas que pueden utlhzarse en -encuestas
en gran escala y que permiten determinar, mediante pruebas de neutra-
lizacién, los anticuerpos vibriocidas y aglutinantes y el factor de per-
meabilidad cutanea (FP). En las zonas de colera endémico se ha compro-
bado asi que existe una elevada correlacion entre el titulo de anticuerpos
vibriocidas y la resistencia a la enfermedad. Esta prueba seroldgica, por
consiguiente, puede ser util para el ensayo preliminar de la actividad de
las vacunas asi como para interpretar los resultados de los ensayos prac-
ticos de vacunacion y para evaluar la eficacia de las campafias y aprec1ar
el estado de inmunidad anticolérica de una poblacién.

Las pruebas de neutralizacién de los anticuerpos vibriocidas y del FP
también son tiles en los estudios epidemioldgicos destinados a descubrir
infecciones subclinicas por V. cholerae. Por desgracia, no se ha podido
establecer una correlaciéon entre los titulos de neutralizacion del FP y
la inmunidad.

Seria muy necesario disponer de una prueba que permitiera deter-
minar los anticuerpos especificos contra la toxina « diarreica » (colerigena)
y que fuera aplicable en encuestas practicas en gran escala, a fin de aclarar
la funcién que desempefian tales anticuerpos en la inmunidad al
célera. ‘

Teniendo en cuenta la gran cantidad de informacién complementarla
que pueden aportar los estudios serolégicos, las encuestas de este tipo
deben convertirse en un elemento esencial de todos los ensayos practicos
de vacunacidon anticolérica que se efectuen en lo sucesivo. Ahora bien,
para apreciar en su justo valor la utilidad de tales pruebas serolégicas
habrd que aclarar los mecanismos inmunitarios que intervienen en el
tubo intestinal y precisar la relacion existente entre los anticuerpos séricos
medidos por ellas y los anticuerpos que actian localmente en el
intestino.
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5. VACUNAS

El Grupo examind los resultados de los ensayos practicos realizados
en Paquistan Oriental (1963, 1964 y 1966), Filipinas (1964 y 1966) y la
India (Calcuta) (1964 y 1965). Salvo en los ensayos en que se utilizé vacuna
con coadyuvante oleoso (Filipinas, 1964), en todos se obtuvieron resul-
tados andlogos en lineas generales. En la mayor parte de los casos, la
proteccion maxima oscilé entre 30 y 809 y la inmunidad sélo se mantuvo
a un nivel apreciable de tres a seis meses. La vacuna con coadyuvante
oleoso proporcioné una protecciéon mas duradera, pero también produjo
graves reacciones locales en una proporcidn inadmisible. La proteccidon
fue menor en los grupos mis jévenes (menos de 10 afios de edad), sobre
todo ef'la zona fuertemente endémica del Paquistan Oriental. En opinién
del Grupo, los datos recogidos hasta la fecha hacen pensar que las actuales
vacunas liquidas no provocan ni un grado elevado de inmunidad ni una
proteccién duradera en las poblaciones expuestas.

Las tentativas de establecer una correlacién entre los resultados de
los ensayos practicos y los datos de laboratorio sobre actividad de las
vacunas no se han visto totalmente coronadas por el éxito. La OMS
organizé una valoracion internacional de las vacunas utilizadas en Cal-
cuta en 1964-1965, pero la ausencia de diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a la eficacia de tales vacunas impide afirmar que
los resultados de laboratorio (proteccion del ratén y otras pruebas) reflejen
la verdadera eficacia practica de las vacunas. En el ensayo realizado en
Filipinas en 1964 se observé que la vacuna liquida El Tor resultaba algo
mas activa, tanto en el hombre como en el ratdn, que la vacuna liquida
«clasica », pero también esta diferencia carece de significaciéon estadistica.
La comparacion con los resultados sobre el terreno obtenidos en el Paquis-
tan Oriental parece indicar que la vacuna de mayor actividad en el ratén
es la que también resulta mas eficaz en la practica humana. Merece sefia-
larse que la prueba de proteccion del ratén ha permitido clasificar las
vacunas segtin su -poder antigénico aproximadamente en el mismo orden
establecido en Paquistin Oriental por titulacion de los anticuerpos
vibriocidas en los nifios pequefios.

En cuanto a la fabricacion de vacunas anticoléricas de gérmenes
muertos, el Grupo subrayd la necesidad de utilizar cepas S estables y de
gran poder antigénico (a ser posible cepas cultivadas de caracteristicas
conocidas y adecuadamente conservadas, de preferencia a las recién ais-
ladas). Desde el punto de vista de la fabricacién no se ha encontrado
ninguna diferencia significativa entre el biotipo « El Tor » y el « clasico »,
ya que ambos poseen una estructura antigénica casi idéntica. Las cepas
« clasicas » parecen perfectamente adecuadas y protegen contra la infeccion
por vibriones El Tor. Respecto a la eleccion de medios y condiciones de
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cultivo y al empleo de sustancias vibriocidas o conservadoras, el Grupo
considera que los datos clinicos y de laboratorio disponibles no autorizan
a recomendar ningin procedimiento de preferencia a los demas.1

El Grupo examind también la posibilidad de utilizar vacunas de
vibriones vivos avirulentos, que pueden ser de gran interés para la vacu-
nacion por via oral y sobre las cuales se estan realizando estudios en la
India. Las ventajas tedricas que reportaria una vacuna de gérmenes
atenuados eficaz por via oral son evidentes, pero su obtencidén entrafia
dificiles problemas. En primer lugar hay que prestar gran atencién a la
inocuidad del preparado : las cepas utilizadas deben ser capaces de mul-
tiplicarse en el intestino humano sin producir efectos patoldgicos, poseer
un alto grado de estabilidad y no mostrar tendencia alguna de reversion
a la virulencia, y presentar rasgos genéticos distintivos que permitan su
exacta identificacion. Dejando aparte la seleccion de las cepas, también
plantean problemas importantes los métodos y las pautas de adminis-
tracién. Aun reconociendo que las investigaciones sobre el empleo de
gérmenes atenuados resultan muy prometedoras, se necesitara bastante
tiempo para perfeccionar tales vacunas con miras a su aplicacién al hombre
en ensayos en gran escala. Es preciso, pues, emprender este trabajo seria-
mente v lo antes posible. Mientras tanto, convendria tratar de alcanzar
objetivos mas asequibles, como la preparacion de vacunas mixtas bacte-
rianas y de toxina-antitoxina, o de vacunas con coadyuvantes. Al mismo
tiempo que se investiga la vacuna viva oral, deberan realizarse estudios
sobre vacunas muertas administrables por dicha via.

‘'También -debe estudiarse la posibilidad de utilizar vacuna viva por
via parenteral, ya que se han efectuado varios estudios en animales, que
ponen de relieve el mayor poder antigénico de los vibriones vivos.

El uso de antigenos altamente purificados, como el lipopolisacarido
de Ogawa y el complejo polisacarido-proteolipido de Inaba, ofrece en
teorfa la posibilidad de administrar dosis mas elevadas de un antigeno
eficaz que contenga menos sustancias extrafias reactivas. En un ensayo
practico realizado en el Paquistan Oriental, el lipopolisacarido de Ogawa
solo confirid proteccién a los adultos; cierto es que la mayoria de las
infecciones descubiertas en este ensayo se debian al serotipo Inaba, siendo
asi que el antigeno utilizado era muy especifico del serotipo Ogawa. La
fraccion antigénica purificada de Inaba serd sometida a un ensayo practico
en otofio de 1968. Aunque ambas sustancias ejercen un fuerte efecto
protector en el raton, el antigeno de Ogawa parece provocar una respuesta
inmunitaria algo menos intensa que la vacuna de gérmenes enteros tanto
en el hombre como en los animales.

1 Las normas para la vacuna anticolérica (Normas para Sustancias Biologicas
nimero 4), publicadas por la OMS, han sido revisadas recientemente teniendo en
cuenta los ultimos datos practicos y de laboratorio (Org. mund. Salud Ser. Inf. técn.
1969, N° 413, Anexo 1). :
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El Grupo también estudid el valor del antigeno de toxina colerigena
como inductor de.inmunidad activa y tomo nota de que, segin los estudios
realizados en conejos y perros, la inmunidad antitéxica parece ser un
importante elemento del mecanismo inmunitario. Las actuales vacunas

- apenas provocan la formacién de antitoxinas. A juicio del Grupo, seria

de la maxima utilidad combinar la toxina (o tal vez la anatoxina) con otros
antigenos capaces de provocar inmunidad antibacteriana. Sin embargo,
la preparacion de una toxina purificada plantea varios problemas. La
toxina purificada obtenida de un asa intestinal es l4bil y pierde rapidamente
sus propiedades toxigenas e inmunodgenas. Por otra parte, no se ha logrado
preparar ninguna anatoxina satisfactoria a partir de la'toxina aislada
del intestino delgado, y los productos obtenidos hasta la fecha no han
dado resultados dignos de mencién. En cambio, del factor de permeabilidad
se ha obtenido una anatoxina bruta experimental que parece ejercer en
los animales un efecto antigénico mas potente que la propia toxina. Las
vacunas preparadas con toxina muy purificada serian de gran interés

' tedrico para aclarar el mecanismo o los. mecanismos inmunitarios; sin

embargo, es probable que su produccion resultase excesivamente cara.
El Grupo estima que, en general, las mejores perspectivas de aumentar
en breve plazo la eficacia de las vacunas anticoléricas residen en la adicién
de toxina (o anatoxina) a los antigenos de capacidad inmundgena compro-
bada que se utilizan en las vacunas actuales.

Las esperanzas depositadas en los antigenos de toxinas se han visto
un tanto atenuadas a consecuencia de algunos estudios realizados en el
perro y el conejo, cuyos resultados muestran que es necesario neutralizar
la toxina dentro de la luz intestinal antes de que se fije en los puntos
reactivos. Ello significa que es preciso provocar una respuesta inmunitaria
rapida y eficaz que garantice la presencia continua de una cantidad sufi-
ciente de antitoxinas en las secreciones intestinales. La situacién es tan
apremiante en estos casos que no es posible esperar a que se produzca
una respuesta anamnésica, a diferencia de lo que sucede en otras enferme-
dades (v.g., en el tétanos).

Se sabe que la vacuna anticolérica puede combmarse satisfactoria-
mente con otros antigenos, como los de las vacunas antitiféidica y anti-
tetanica. Es evidente que el.uso sistematico de la asociacién de la vacuna
anticolérica con.la anatoxina. tetanica (o diftérica) seria de gran interés
sanitario en los paises en desarrollo, ya que tanto el tétanos como la
difteria son muy frecuentes en las zonas donde el cdlera es endémico.

En vista de la duracion relativamente breve de la inmunidad conferida
por las vacunas actuales, resulta muy interesante la posibilidad de utilizar
coadyuvantes para reforzar y prolongar la respuesta inmunitaria. Los
coadyuvantes mas inofensivos son los compuestos de aluminio, de los que
ya se posee una amplia experiencia por haberse empleado con otras vacunas;
asi pues, nada se opone a su utilizacidén inmediata en la vacuna anticolérica,
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tanto mas cuanto que hay pruebas de que refuerzan la respuesta inmuni-
taria. Los coadyuvantes oleosos son mas eficaces que los compuestos
aluminicos, pero su uso plantea muchos problemas que ain estdn sin
resolver, sobre todo en relacidén con su inocuidad, ya que su adicién a
la anatoxina tetanica y a las vacunas anticolérica y antitiféidica ha dado
Iugar a reacciones inesperadamente graves. En cambio, afiadidos a las
vacunas antigripales. han resultado perfectamente inofensivos. Teniendo
en cuenta el superior efecto coadyuvante de las emulsiones oleosas, conviene
alentar su estudio, en especial sobre los aceites metabolizables y los

- emulsionantes distintos del « Arlacel A ».

La vacuna anticolérica no suele plantear problemas de reacciones
secundarias cuando su contenido de antigeno estd bien comprobado y
se elimina toda sustancia reactiva procedente del medio de cultivo. Aun
no se conoce bien la causa de las reacciones provocadas en Filipinas por
la vacuna con coadyuvante oleoso, aunque es posible que en ellas haya
influido el hecho de haberse empleado la via subcutanea en lugar de la
intramuscular. En el caso del Arlacel, la hidrdlisis enzimatica quiza explique
en parte los accidentes registrados con este coadyuvante. Es de esperar
que los compuestos de aluminio resulten menos toxicos.

En algunas ocasiones se han registrado reacciones de hipersensibilidad
provocadas por la vacuna contra el colera. El Grupo, teniendo en cuenta
la frecuencia de las revacunaciones y la perspectiva de que aparezcan
antigenos y coadyuvantes mas potentes, estima que toda cautela es poca
a este respecto y que nunca hay que perder de vista la posibilidad de que
se produzcan fendmenos inmunoldgicos indeseables.

6. INVESTIGACIONES RECOMENDADAS

El Grupo recomienda orientar las investigaciones sobre el cdlera
hacia los siguientes objetivos:

A. Inmunologia general y patogenia

1. Ampliar los conocimientos generales sobre la infeccion y la
inmunidad, especialmente al nivel del intestino.

2. Determinar el mecanismo y la dinamica de la inmunidad local
en el intestino.

3. Determinar la localizacion y la cinética de la infeccion colérica.

4. Aclarar la posible funcién de la inmunidad celular en el
colera.

5. Identificar los factores accesorios o inespecificos — nutricionales,

genéticos, etc. — que influyen sobre la resistencia o la susceptibilidad al
colera.
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6. Mejorar los conocimientos actuales sobre la cinética de las
reacciones antigeno-anticuerpo en el célera.

7. Determinar la funcion de los anticuerpos séricos en el intestino.

8. Aclarar las relaciones existentes entre la IgA sanguinea y la IgA
intestinal.

9. Evaluar la utilidad de los coadyuvantes aiin no ensayados, como
los aceites vegetales y la vitamina A, y estudiar las posibilidades de reforzar
por ese medio la inmunizacién oral. _

10. Aclarar las relaciones existentes entre el « factor de permea-
bilidad » y el « factor diarreico ».

Teniendo en cuenta que hoy se dispone de un tratamiento eficaz del
célera, puede examinarse la posibilidad de utilizar voluntarios humanos
para estudiar los problemas que no puedan resolverse por experimentacién
animal o ensayos practicos, a condicion de observar en tal caso todas las
precauciones pertinentes. Los objetivos 2, 3, 4 y 7, antes citados, son

ejemplos de temas de investigacion que sélo pueden abordarse con provecho

mediante el estudio directo de voluntarios humanos.

B. Mecanismos inmunolégicos especificos

1. Establecer una correlacion entre la susceptibilidad o la inmunidad
al colera y los titulos de anticuerpos vibriocidas, los de antitoxina y cual-

. quier otro indicador seroldgico que se descubra.

2. Busqueda de nuevas pruebas utiles para evaluar la inmunidad
al codlera, con vistas sobre todo' a sus aplicaciones en epidemiologia
serolégica. ’

3. Analizar mas a fondo las respuestas inmunitarias en el cdlera,
estudidndolas tanto en el hombre como en los animales por todas las
técnicas modernas pertinentes.

4. Fraccionar, purificar y caracterizar la. toxina colerigena. Este
estudio debe hacerse a fondo con objeto de aclarar la naturaleza de la
fraccion téxica, descubrir una reaccidon seroldgica especifica para la titu-
lacién in vitro de los anticuerpos neutralizantes y obtener un antigeno
inmundgeno estable.

5. Identificar los posibles mecanismos inmunopatoldgicos resultantes
de la infeccion o de la inmunizacién, prestando especial atencién a la posi-
bilidad de que el germen provoque alteraciones renales o degeneracion
amiloide. Los sujetos hiperinmunes se prestan bien a estas investigaciones.

C. Produccién y ensayo de vacunas

1. Elaborar vacunas de gérmenes vivos atenuados y caracterizarlas
por sus rasgos genéticos, su estabilidad y sus propiedades inmunoldgicas.

.
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Tales vacunas deberan ser objeto de estudios preliminares en grupos
humanos reducidos, con objeto de obtener datos fundamentales sobre la
reactividad, la tolerancia y el poder inmundgeno.

2. Determinar la posible utilidad de la vacunacion parenteral con
gérmenes vivos atenuados.

3. Evaluar la eficacia de la vacunacion oral con gérmenes vivos o
muertos.

4. FEvaluar las pautas de vacunacion mixtas en las que se utilicen
al mismo tiempo las vias oral y parenteral.

5. Evaluar en ensayos practicos las vacunas anticoléricas adminis-
tradas en un vehiculo mineral.

6. Recoger datos fundamentales sobre la reactividad y el poder
inmunégeno de la toxina colerigena y de la «fracciéon II» (capacidad
para provocar la formacién de anticuerpos vibriocidas). Importa a este
respecto efectuar estudios preliminares en grupos humanos reducidos
con una vacuna parcialmente purificada.

7. Mejorar las vacunas parenterales, especialmente en lo referente
a la duracién del efecto protector.

8. Buscar la manera de estabilizar las toxinas y las anatoxinas
coléricas.

9. Preparar vacunas mixtas de toxinas y gérmenes, y ensayarlas
en la practica si los estudios preliminares (véase el apartado 6) lo autorizan.

10. Ampliar el ambito de aplicacién de las pruebas seroldgicas y
utilizarlas en los ensayos practicos para descubrir tanto los casos clinicos
de cdlera como los inaparentes.

11. Fijar pautas de vacunacion, dosis y vias de administracion

6ptimas, prestando especial atencién a la posibilidad de espaciar mas las
revacunaciones.

12. Construir modelos matematicos ttiles para organizar e inter-
pretar los ensayos de vacunacién en el hombre.

13. Evaluar en ensayos practivos las nuevas vacunas que reinan
los requisitos de inocuidad, actividad y tolerancia seifalados en este
informe.

14. Estudiar las posibilidades de combinar la vacuna anticolérica
con la anatoxina tetanica en la primovacunacion.

15. Mejorar los modelos de laboratorio utilizados para evaluar
las vacunas contra el colera y efectuar paralelamente ensayos practicos
para determinar la correlacién de los resultados experimentales con la
inmunidad efectivamente conferida al hombre.
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El Grupo recomienda también que se’ organicen estudios internacio-
nales en colaboracién sobre la titulacion de los anticuerpos, el ensayo de
antigenos, etc., y que se facilite a ese efecto el material necesario (sueros
de referencia, cepas de vibriones, etc.). Es de esperar asimismo que la OMS
favorezca y fomente las investigaciones de caricter fundamental sobre la
inmunologia del cdlera.

NOTA

El Grupo da las gracias al Dr. D. Bai-ua, del Servicio de Enfermedades Bacterianas
de la OMS, por la valiosa ayuda que le ha prestado en el curso de las deliberaciones.



