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i 
INTRODUCCI ON 

Escherichia coli enteroloxigdnica (ETEC) se asocia 
a diarrea aguda en hcmbres y animales domesticos. Es la 
,!.ausa. más frecuente de df ... ~n·re.a de perfodo cor-to de incubación 
en el viaJero C41,S2,117,45>: en algunos paises 
subdes.arroll~d1;,s es caus.:1. import.ante de diat·rea infantil 
end~rniea (17,4,44, 103); produce diarrea esporádica o 
epid4mica en climas templados o tropicales (101,111,135) Y se 
a.socia a diar,..-ea (colibacilosis) en cordet·os, lechones Y 
terneras (71). 

s~! ha. lraba.Jado ampliarnente en la.s diversas 
posibi 1 idades de preven·~ión de la diaYre.a por este gérmen; el 
tema de estudio ha sido doble: antibióticos profilácticos e 
inmunización, tanto activa, administYando diversos tipos de 
vacunas, como pasiva, a través de anticuerpos específicos. 
Los turistas y las crias de animales susceptibles, han 
constituido los dos grupos sobre los que se han enfocado las 
investi9-:lci1:ines en este sentido, dadas l.as dificultades 
existentes para estudiar a los demás susceptibles. 

En Jos viajeros se han utilizado antibióticos 
profil~cticos con ~lgdn éxito (58,lOS,130,19,21). Sin 
embargo, su utiliza~ión -acat"t"e<l. varias desventaJas como son 
l.a necesidad de administración diaria del medicamento durante 
el viaJ.a, el riesgo de que se desarrollen cepils resistente5 
al generalizar su empleo, 1.a p1:i'Sibilidad de presentación de 
1'6eacciones secundarias al medicamento y f in.almente la 
alteración de la flora intestinal normal~ 

Otra forma de intentat• pt•evenir la diarrea del 
turist.a ha sid() me-di.ante la elaboración de diversi:>S tipos de 
v~cunas. 

Las investigaciones se han dirigido hacia utilizar 
~omo inmunógenos las toxinas o bian 11;,s píli que rnedian la 
adher-encia de la bactet•ia a la pat"'ed intestinal.. Se les ha 
utilizado en fo)"ma purific'°"da o a trav4s de ba~terias vivas 
a las que se les ha introducido la información genética que 
e><presa estos antígenos Y-1 sea por separado o combinados. 

ETEC produce una toxina terrnolábil {LTJ, una toxina 
termoe'Stable (ST) o ambas. La forma de acción de estas 
toxinas es a tt·avés de la activación de AMP CLTl y de OJ1P 
<STl, ~ t>·av4s de adenilciclas.a la primera y guanilciclasa l;¡ 
segunda. El efecto en la pared intestinal es producir 
hipersecreción de cloro y biaarbonato y 1:-onsec:-uentemenle 
transporte de agt.J'3 hacia la luz intesti.nal ocasionando 
diarrea de tipo secreto~ (119,48,31,88,71,52,35,91). 

LT es una proteína sirnilar a la toxina del cólera 
en peso molecular (aproxirnadamente 80,000), especificidad 
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serológica y mecanismo de 
inmunológicamente con las 
enterotoxina del cólera (9). 

ai:c ión (47, 46). 
subunidades A 

Se relaciona 
y B de la 

ST de estructura polipéf,tidiCa, es más pequeÑa que 
LT mucho menor (peso molecular aproximado de 8,500), 
pobremente antigénica, resistente a proteasas y a 
cal.entamiento a 100 grados cenligrados (55). Existen varios 
tipos de ST que difieren en reactividad en los diferentes 
ensayos (6). Se han descrito dos tipos de enterot.oxinas 
termoestables (Sta, Stb) (133). Cómo se describe m.ás adelante 
se ha podido producir ST sintética (124,15). 

Ambas toxinas se controlan por plásmidos (120). 

La patogenicidad de ETEC esta mediada además de las 
toxinas por los antígenos de superficie Cpili). Estas son 
estructuras filamentosas en la superficie de la bacteria que 
median la adherencia del g~rmen a la pared intestinal a 
través de receptores específicos (54). Se han descrito varios 
tipos de estas estructuras especificas para especie (•<88 y 
'.?87p en lechones, K99 >:?n bovinos, ovinos y cerdos; factor de 
coloniz.ación, FC, en humanos). Estas estr·ucluras son 
identificables mediante electromicrografia como estructuras 
finas filarnentt.:1sas C7,53,126)r que permiten la adherenci-11 a 
la pared intestinal C29,134,57l; son especie-específicos 
(106,20); se asocian a plásrnidos (30,126,92); y se detectan 
mediante hemaglutinación sensible o resistente a manosa 
(7,26,32,56). En cepas provenientes de humanos se han 
descrito tres tipos de pili, FCI y FCII y E8775 (25,23, 128), 
cada uno con un patrón de hernaglutinación e~peci.fico (33). En 
vista de que se han enc•:inlrado cepas de ETEC en las que se 
detectan estru•::tut·as filamenti:isas por electromicrografia y en 
las que no se ha identificado FCI o FCII por anticuerpos 
especificos y cuyo patrón de hernaglut.ina·~ión puede, o no, 
coincidir con el descrito para cada uno de estos pili, se ha 
sugerido que puedan existit· otros pili diferent~s en cepas 
provenientes de humanos (135,77,43,14,128). 

Los tres tipos de antígenos descritos <toxinas 
termol.ábil y terrnoest-3ble, y antígenos de superficie), han 
sido utilizad1:is como inmunogenos por diferentes 
investigadores con resultados variables. A continuación se 
describen los estudios que se han llevado .a cabo en est.a área 
hasta la fecha; asf como la utilización de ·~ada tipo de 
vacuna en •:ampo y en el caso de los antígenos de superficie, 
los estudios que se han llevado a cabo con inmunización 
pasiva. Finalmente se describen los estudios en que se h-1n 
utilizado bacterias completas. 

VACUNACION CON TOXINAS. 

Desde 
parentet·al de 
animales CllO). 

1973, Sack demostró que la inyección 
LT producfa una antitoxina neutralizante en 
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En 1979 Levine y colaboradores (76), realizaron 
va·~unaciones en humanos. Se administró inicialmente la cepa 
B7 A <LT+/ST+) por vía oral, produciendo diarrea en 7/11 
voluntarios. Se les retó 9 semanas después con la misma cepa 
y se vio que había protección en los vacunados al compararlos 
con los controles (1/8 de los vacunados, contra 7/12 de los 
controles, presentaron diarrea). Al retar a los V•:tluntarios 
con una cepa diferente E2528C-1 (LT+/ST->, se vio que no 
había protec•:-ión. Por lo tanto, en humanos, la prote·~ción era 
eficaz uni•::arnente para cepas homólogas y no heterólogas. 

Klipstein y colaboradores han trabajado 
extensamente en la producción de vacunas a p~rtir de toxinas 
terrnolábil y terrnoestable. En 1980 produJet·on una vacuna a 
partir de LT liberada por polimixina y la inocularon a ratas 
gnotobiót leas (70). La vía de administración fue par1~ntera.l 
para la primet·a dosis y oral el refuerzo. Se demostró 
protecci•:Sn al retar a las ratas c1:-n •:epas pr1::iductoras de LT 
(LT+/ST- y L.T+/ST+) en forma oral y observar que el 
transporte acuoso, rnedido por bomba peristáltica, era 
significativamente menor en las ratas vacunadas que en el 
grupo control. 

Posteriormente <1981) y contrastando con el 
e><perimenl•:- realiz.;1.do P•.=.r Levine en humanos, se demostró q1.1e 
la protección era efectiva contra cepas de diferente serotipo 
de las que se habia obtenido la vacuna Chelerólogas) C62l. En 
esta ocasión se utilizó LT obtenida de dos maneras diferentes 
ChololoKina y liberada por polimixina). La via de 
administración fue tambi4n combinada. El reto se hizo 
ino·~ulando asas ligadas de rata con una cantidad c1:inocida de 
bacterias y comp~rando la secreción hacia la luz intestinal 
de los animales vacunados con 11:;.s controles. 

La toxina terrnoestable (ST), dado su pequeÑo tamaNo 
por si sola no era inmunog~nica. En 1981 Klipstein y cols, 
describieron la utiliza•::ión de ST corno hapteno (63). s~ 
conJugó mediante la reacción de carbodiimida a 
inmunoglobulina G porcina CPIGl en su form~ semipurificada. 
En este mismo trabajo se definió que la vacunación con cada 
toxina era especifica. Asi, la vacunación con ST y PIG 
prolegfa contra la misma toxina ST, contra cepas ST+/LT- y no 
contra cepas LT+/ST+ y LT+/ST-; por otro lado la vacunación 
con h•:>lotoxina LT protegfa contra la misma LT, cepas LT+/ST+ 
y LT+/ST- y no contra LT-/ST+ o contra la administración de 
la toxina ST. 

En 1982 se conjugaron LT y ST (61). LT se utilizó 
en forma de holotoxina y ST en su forma. semipurificada. Se 
estudiaron las diferentes proporciones, encontrándose que la 
meJor era la de ST/LT 100/l (96'l. de ST por molaridad y 36Y. de 
ST por peso). Se inmunizaron ralas con el conjugado de ambas 
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toxinas por vía inlraperitoneal y oral encontrando que el 
conjugado era inmunogéni.co y comparable al 82% de 
antigenicidad de LT sola (medido con. a':lticuet:pos :"iri _vitY:Ó 11

)_._ 

Se comparó toK ic id.ad medida en el ensayo_._de. c_Ef lulas: adrenales 
Yl para LT y por el de ratón lactante ·-para-··sr; .·en.cÓntY..ándose 
que era men•:tr al Q.151. de las toxinas solas •.. ."Al, retar·-a:-:1os 
animales vacunados con L T, ST pura y ST semiPUra,c ··a1Si Comi:i. 
con •:epas he teróli:•gas de LT+/ST+ LT+/ST;_ -y. · LT~/ST+ se 
dern•:.stt·ó pr1;.teccii!"•n en dichos animales. 

En 1982, se hicieron varios estudios para definir 
la cinética de la resp•Jesta secretora (60). l(lipslein vacunó 
ratas con holotoxina LT midiendo median le ensayo 
inrnunoenzimático (El-ISA) IgG en suero e IgA en mucosa 
intestinal. Encontró que la pura adrninistración parenteral, 
inducia solamente respuesta sérica, si bien protegía frente 
al tratamiento de LT. La pura administración oral no inducia 
respue-sta sérica ni -se•=retora. El meJor programa era el q1.Je 
inclula vacunación inicial parenteral y refuerzos orales 
posteriores. La magnitud de la respuesta de lgA, el gt·ado de 
protección otorgado y la duración de la respuesta, eran 
proporcionales al ndmero de refuerzos orales y a la dosis 
total de los mismos. Por lo tanto, en el modelo de rala era 
necesari1::i inrnunización p.srenteral inicial y t·efuerzos orales 
posteriores. 

Otro de los requisitos que se habian definido 
hasta entonces, et·a la ne•=esidad de neutralizar la acidez 
gástrica. Esto se habia logt·aclo mediante la adrninistt·aci6n de 
cimetidina. En 1983 (69) se utilizaron microesferas sensibles 
a pH. Se administró holotoxina de LT en tabletas de 1:::elul1:isa 
microcrislalina, almidón y estearato de Mg, asi como con una 
cublerta fabricada de ftalato de hidroxipropi 1 celulosa y 
rnonoglicéridos acetilados. Se administró ini1=ialmente LT en 
f•:.rma parenteral y post.eriormente se dieron las microesfer-3.s 
por vra. oral. Esta cubierta se desintegraba en pH menores de 
5, aproximadamente en 10 minutos. Se encontró que la 
respuesta de IgG sérica y de lgA intestinal, en esta forma d~ 
ad1ninistraci6n, era adecuada, a.si como la protección 
proporcionada frente al reto de cepas productoras de LT sola. 
En este experimento se dem•::i-stró, tambi~n, q•.Je la 
administración de bicarbonato oral era ineficaz para proteger 
a la toxina de la inactivación por el pH ácido en el modelo 
d~ rata. 

En 1981, se c•::irnpararon las caract.eristi.cas 
inmunogEfnicas de tres diferentes preparados de LT 
(holotoxina, la liberada por polimixina, y subunidad B) (59). 
Sa administraron a ratas tres diferentes programas de 
vacunación: uno sólo por via oral, otro sólo por vla 
parenteral y el tercero por arnbas. Se encontró que el primero 
(ora 1), no produc fa respuesta de anticuerpos ni i¿ra 
prolectot·; el segundo (parenteral) estimulaba anticuerpos 
séricos pero la protección er-a variable. La subunidad B no 
protegla para cep-as productora-s de LT y la holotoxina no 
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protegía para cepas LT+/ST+. El meJor régimen era el mixt•~, 
en e 1 que se demostró que los 3 i nmunógenos produ1:f.an 
respuesta sérica y otorgaban protecci1::in frente al reto de la 
toxina sola, cepas LT+ y LT+/ST+·. El grado de protección 
1~torgado por cada inmunógeno fué diferente .• · La vacuna más 
potente era la holotoxina, segura: la ·obleÍlid.3:. por :liberación 
de polimixina y final1nente .·1a.·prodúC{da - a .,_paY.tir·/ de· .'.la 
subunidad B de LT. Estos· éxperimeritoS.'/-'_demoS.trar:on-·. la·. 
intnunogenic id ad y el grado de prot.eci: ión" 6t'oi-~gadó:;_ · p'or··· ··es te· 
c•:impuesto, el cual tenia la vent.aj-a,· frénte :,a· lÓs-·ut'ili'zados· 
previamente, de no ser tóxico ya que en ensayo de asa 1 iga.da 
de rala su toxicidad era de 0.2"1.. comparado con holoto>tina LT 
(64). 

El problema que seguía eKistiendo con ST era la 
dificultad de su obtención en cantidades importantes. En 
1983, se describió la P'r'"eparaci6n de ST sintética y su 
co1npara.ci6n con ST de origen biol69Jco (65). La ST sintética 
tenia la misma estructura primaria de 18 aminoácidos que la 
ST biológica. Se cornparal'·on en los siguientes aspectos: 
toxicidad medida tanto en ensayo de ratón lactante como en 
asa ligada de t·ata, inmunogenicidad medida a través de ef~cto 
neutralizante e ind1Jcción de lgO sérica e lgA en mucosa 
intestinal y protección otorgada frente al t·eto con ST 
biológica, ST sintética. y cepas productoras de ST. No se 
encontró difer·encia ent.re ambos compuestos para las 
diferentes variables. 

En 19$3, se produjo una vacuna con ambas toxinafl 
producidas a partir de ST sintética y la subunidad B de LT 
conJ ugadas p1:ir la reac•::: ión de carb•:>d i imid;i (64). L.a 
proporción de cada toxina en la vacuna, se definió haci13ndo 
equivalente su poder antig4nico a la administración de c~da 

a=ornponent.e por separado. Se C1jncluy6 q•Je la mejor rela1:ión 
era 1: l (2. 2 mg de la vacuna •:on 1000 unidades ant igénicas de 
c-!.da cornponente >. Se de1n.-:is t. r6 que la vacuna produc :[a ni ve les 
de anticuerpos tanto para la subunidad B co1no para ST iguales 
a los producidos por la administración de cada componente por 
separado. Su efecto protector se c•:improbó al observar q1..1e 
protegía contra cepas productoras de LT+/ST-, LT-/ST+, y 
LT+/ST+. Las cepas C•Jn las que se retó eran tanto de origen 
porcino corno hurnP..no, lo c•Jal demostró protecci1~n heteróloga. 
Se midió tarnbién toxicidad de la vacuna, t~nt1:i en asa ligada 
de rala, con\o por ensayo de ratón lactante, encontrándose que 
la vacuna era 600 veces menos tóxica comparada a la 
administración de ST nativa. 

El modelo animal utilizado hasta entonces habia 
sid·~ la _.-ata. Se cambió entonces a •::onejo a fin de investigar
si la efectividad de la vacuna combinada (subunidad B de LT y 
ST sintétical, era la misma y para definir si persistía la 
necesidad de un régimen mixto para la administración de la 
vacuna (66). Se encontró que en •::onejos la administración 
intraperitoneal y oral o, solamente, por via oral era 
semeJ ant>? ~n •:uanto a ind•.1cir respu1:?s ta de IgA en mucosa 
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intestinalr la vacuna oral no estimuló la formación de lgO 
sérica. Los dos esquemas fueron protect.ores contra la 
administración de ST y LT en·asa ligada. En este modelo se 
corroboró también la ausencia de toxicidad de la vacuna, ya 
que su administración en forma de vacuna y su equivalente de 
ST no atenuada, no produjo efecto en asa ligada de conejo. Se 
utilizaron también microesferas para la administración oral 
de la vacuna combinada, corroborAndose su efectividad. 

Recientemente se ha experiment.:ido •::on la produc•.::-ión 
de rnoléculas hiperantigéni•::as de ST mediante la modifi•::acidn 
de su estructura estereoqu!mica. Al utilizarlas como vacunas 
en el modelo de rata han resultado ser inmunogénicas, 
protectoras y no t•:ixicas (67). Se ha bus•::ad•:i ;isimismo abatir 
los costos de producción de la vacuna mediante sinlesis de 
porciones peptídicas de la subunidad B doe LT. Se ha producido 
un conjugado de ST sintética y 26 aminoacidos de la s~Jbunjdad 
B que estimuló la producción de lgA inte5tinal conlra 
componentes de ST y de la subunidad B. Esta vacuna fue 
protectora contra una cepa productora de ST y LT en ratas. La 
inmunogenicidad del compuesto fue similar a la de ST con un 
SOY.. de la capa•::idad inmun1::igénica de la s•Jbunidad B nativa. Se 
demostró t.ambien que el conjugado no fue tóxico (51). 

En 198:6 se vacunaron voluntarios •::on la vacuna 
sintética formada por 18 aminoácidos de ST y 26 aminoácidos 
de subunidad B de LT (68). La administración fue pot· via oral 
previ.:i neutraliza•::ión de la acidez gástrica con cimetidina. 
Se empleó una dosis de 60 mg. Se encontró respuesta local 
(lgA en aspirado yeyunal) y sistémica (lgG en suero) 
signific.alivdimente por arriba de los controles. Asimismo se 
dernostro que los .anticuerpos producidos eran neutralizanles 
tanto de ST corno de LT en los m1..,del1:-s biol~·gicos apropiados. 

En cuanto a traba.Jos en el campo, la vao:-una•::ión 
específica con vacunas pt·oducidas a partir de toxinas, se ha 
llevado a cabo en cerdos vacunados con LT y con 
procoleragenoide (agregado de toxina del cólera obtenido al 
calentar ésta). 

Furer vacunó cerdas prei'Jadas con procoleragenoide 
en forma parenteral (36). Demostró presencia de lgG en suero 
e lgA específica en calostt·o. Las crf.:is estuvieron protegidas 
de colibacilosis al retarlas con una cepa prod•Jctora de LT. 
En el grupo control, 70Y. presentat·on diart·e.a y 5'i! murieron; 
en las del grupo cuya madre habla sido inmunizada 111. 
presenta.ron diarrea y 0.77i. murieron. Se demostró que, al 
revacunar a la cerda antes del siguiente parto, 1.:i nuev.g, 
camada estaba igualment.e protegida. Dot·ner demostró 
presencia de antitoxina espec!fica en el calostro de cerdas 
inmunizadas c1:in LT, así com•:i reducción en la incidenci-1. de 
diarrea y mortalidad en sus cr!as (18). 

En cuanto a ST, Moon vacunó en forma parenteral 
cer-das ernbarazad;is con ST conjugada a inmunoglo:;.,bulina porcinoll 
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(87>. Demostró presencia de anticuerp1:>s en suero y calostro 
por radioinmunoensayo, sin embargo, estos anticu'erpos no. 
neutralizaban la toxina. Las erras de las ·~erdas vacunadas no 
estuvieron protegidas al tratarlas con una cepa productora da 
ST. 

VACUNACION CON ANTIGENOS DE SUPERFICIE 

La pt·imera evidencia de la posibilidad de bloqueo 
con anticuerpos a la adherencia de antígenos de superficie 
data de 1972. .Jones (57) encontró que los lech•::ines a los que 
se tt·a;trtba con una cepa poseedora de antigen·~ k88 tenian un 
50Y.. de mortalidad rnientr-:is que l•:is q1Je se trataban con un~ 
cepa k88-· rnorian en un 3'l... Est.e autor vacunó conejos con esta 
cepa, adsorbió los anticuerpos a una cepa k88-, obteniendo 
asi un anticuerpo especifico para k88. Mediante 
inmunofluorescencia encontró que la cepa k88+ se adheria a la 
muc•:isa intestinalt esta adherencia se bloqueaba al incubar la 
bacteria con el anticuerpo antik88. Wilson (134), en 1974 
describió un modelo "in vitro" mediante el cual pudo probat· 
que los anticuerpos antik88 eran especi.ficos ya que 
bloqueaban dnicamente el mismo tipo de pilus. Rutter en 1976 
(107), vacunó cerdas antes de parir por via parentet·al con 
Agk88.. A las crias se les permitió lactar y se les trató 
post.eriormente, con una cepa k88+. Se observó que las crias 
de las ·~erdas vacunadas t.en!an una mort.al id.:;\d de 3.2Y.. •=ontra 
•Jna mortalidad del 67X de las cr!as controles. Se encontraron 
anticuerpos neutralizantes en calostro. Nagy (90), en 1978 
hizo un experimento si.mi lar enci:~ntrando 56% de diarrea en el 
grupo vacunado contra 72X en el grupo control. A los 6 dias 
post-reto ninguna erra de a=erda va·~unada tenia diarrea, 
mientr"ls que el 28Y. del 9t·up1;:. control continuaba con diarrear 

'ninguna cria del grupo de estudio murió, mientras que del 
gr upo control f al lec ió e 1 sor.. .. La protección se relacionó con 
la presencia de anticuerpos anlik88 en el calostro <media de 
1:4836 en el grupo vacunado contra una media de 1:10 en el 
grupo control) .. Asimismo el grupo vacunado presentó mayor 
ganancia de peso en forma significativa (6. 7 grarnos/h1::ira 
contra 4.2 gt·a.mos/hora). En el grupo control se encontraron 
m.ás bactet·ias vi;ables de la misma cepa con qlJe se había 
tratado. Por inmunofluol'·escencia se buscaron bai:terias en la 
mucosa intestinal, búsqueda que fue negativa en el grupo de 
estudio y que hizo patente que en el grupo control las 
bacterias adherentes cubrfan prácticamente toda la superficie 
del intestino. 

En 1978, Morgan (89), vacunó cerdas con 
concentrados de pili diferentes (987P+ y k99). Encontró que 
habla protección en los lechones, transmitida a través del 
calostro cuando se les ret.aba con la misma cepa o con un 
serotipo diferente pero con el mismo pilus, y no asi cuando 
el reto era con una cepa pose•dora de un pilus diferente. 
Demostró la presencia de aglutininas especificas en el 
calostro. La protección en los lechones se demostró por 
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menor mortalidad, igu.al o menor inciden•=ia de di.arrea así 
corno diarrea. de m.ás •=orla duración y mayor gananci.::t. de peso 
en los grupos de estudio comparados con los grupos controles. 

Continuando con estudios llevados a cabo en 
a.n imales, AcYes y colab1:iradores ( l .l, en 1979, ! levaron a cabo 
estudios en vacas a las que vacunaron con un purificado de 
antígeno k99. Demostraron protección significativa en las 
terneras retadas con la cepa h·~móloga en cuanto que no hubo 
mo"Ytalidad en el grupo vacunad•:. y la incidencia de diarrea 
fue menor. En este ewperimenlo se comparó la eficacia de 
va•=unación con k9'? p•Jl'~ificado, con la administración de suna 
mezcla de varias cepas k99+ y de un homogenizado de una cepa 
k99+ demostrándose mayor efecto protector al vacunar con el 
purificado. La protección se correlacionó con los títulos de 
anl icuerpos antik99 en calostro, encontrándose que cuando el 
tt'tulo era mayor de 1: 1000 la mortalidad era del 6 .. 37. y 
cuando era menor a esta titulación la mortalidad era del 80%. 

En 1978 se llevaron a cabo esludj_os en voluntarios 
qrJe dernc1slraron la. pa.togenicidad del fa•::-tor de colonización 
en cepas de ETEC en infecciones en humanos <29,113). Se 
administró una cepa FC+ y su variante de laboratorjo sin este 
anlfgeno <FC-) a 27 voltJntarios en estudio doble ciego. Se 
encontró que a los que se les habia administrado la cepa FC+ 
a una c•:.ncentraci6n de 100 millones de unidades formadot·as de 
colonias/mi, 6/7 presentaron diarrea, contra 0/7 a los que se 
administró la cepa FC-. Asimismo la sintomatologfa abdominal 
fue mayor en el primer grupo (3/7). Solamente los voluntar"i•::is 
del primer grupo desarrollaron anticuerpos contr·a -FC (4/7) L T 
(4/7), y antígeno som4tico (6/7) y en ellos la excreción de 
la bacteria por las heces fue m's prolongada (7/7 al sexto 
dfa contra 1/6 al tercer dfa). Por lo tanto, la presencia de 
FC se rela.cionó con mayor sintomatologia, excreción más 
prolongada de la bacteria y positividad de anticuerpos. 

En 1978 Eva.ns y col s. (25), determinaron la 
pyesencia de FCI en cepas aisladas de turistas. Se 
inrnunizaYon coneJ os por vfa subcutánea e intramuscular con un 
concentl'·ado de FCI obteniéendose un antic•Jerpo espe•=ffico 
medi.:inte el cual se detectó FCI en 25/29 (:36Y.) cepas de ETEC 
aisladas de turistas con diarrea y de 2/11 (18%) cepas 
aisladas de turistas asintom~ticos. El poseer o no FCI era 
independi~nte de los dem4s antígenos som4ticos y flagelares. 
Inoculando coneJos recién na•=idos c~")n bacterias FCI+ se 
demostró por inmunofluorescencia la adherencia de la~ 
bacterias al tercio anterior del intestino delgado, lo cual 
se correlacionó •=on la a.glutinación de las mismas cepas con 
el ant i•=uerpo especff ico para. FCI y con la pre sene ia de pi 1 i 
por rnicroscop fa. electrón i•::-a. 

Posteriormente, se demostró también en cepas 
aisladas de casos c1:in dia.rt·ea, 1..1n FC diferente, FCII, el cual 
se identificó mediante un anticuerpo especifico obtenido en 
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c•:ineJos y p1:ir hernaglutinación diferente a la descrita 
previamente para FCI. Mediante inrnunofluorescencia indirecla 
se encontró que mediaba la adherencia a la mucosa intestinal 
del coneJo recién nacido (23). 

Corno 
experimentos, 
pur i f i ·~ado era 

se ha mencionado hasta aqui, en varios 
se dem1:istr6 que la administración de FC 

inmunogénico por v!a parenteral en conejos. 

En 1981 De la Ca.bada y cols. (8) adrninistrar1:>n p1:or 
vi.a oral un concentrado de FCI a c•:ineJos retándolos 
posteriormente con una cepa homóloga {FCI+) y una heteróloga 
{FCll+) .. Se demostró que el purificado era protector para la 
cepa homóloga comparado tanto con el grupo que no habia 
recibid1:i vacuna como con el que se inmunizó con la bacteria 
completa. La protección otorgada et·a propot·cional a la dosis 
adrni.nistrada del concentrado de FCI. La protección se 
manifestó por menor volumen intestinal al retar con la cepa 
homóloga y por menor concentracjón de unidades formadoras de 
colonias recuperadas en las he·~es de los animales en estudio~ 
Asimismo, se vió que no hab!a pt·otección al retar con una 
cep~ heteróloga (FCII+). En este esttJdio se menciona tambi~n 
que hubo respuesta ser•:>lógt.~a p.ara. FC en los animales 
vacun..:J.dos, c•:imparados con el grupo control. 

Boedeket· y colaboradot·es inocularon c•:in di fet·entes 
dosis de FCII asas intestina.les de 
qui.rdrgicamente. Encontraron que 1 
estimulaban la produc·~ión de IgA en 
lgG en suero (5). 

coneJos externa.liza.das 
y 2 mg en 3 dcisis 

la mucosa intestinal e 

En 1984 Eva.ns y colabot .. adot·es {27J inmunizaron 
voluntarios con un preparado de FCI y FCII. Encontraron que 
Ja administración oral de 8 mg de cdda factor en voluntarios 
sin antJcuerpos sericos previos no era inmunogénica ni 
protectora. En cambio, lo fue la administración parenteral de 
200 microgt·amos de FCI a. 5 voluntarios corno también la 
administración de l mg por vía oral en a de 11 voluntarios 
con niveles de anticuerpos previos. Al administrar un regimen 
mixto (parenteral y oral) a suJetos sin contacto previo con 
ETEC, se obtuvo respuesta se•:retot·a en 4/8 (0/B en el grupo 
control). Al administrar a este grupo la cepa reto hubo 
diarrea en 4/8 suJetos contra 6/8 en el grupo control si bien 
3 de los suJ e tos que no presentaron diarrea fueron los que 
t.uvier1:in niveles altos de anti•~Uet·pos en saliva. Estos 
resultados sugieren en forma preliminar que la administracj6n 
de FC en humanos pu1~da ser inmunogénica y protectora. 

En lo que se refiere a est•Jdios en ~ampo, en varios 
pafses se han usado vacunas comerciales en animales, 
preparadas a partir de bacterias muertas, tratadas por calor, 
purificados de LT de antígeno k88 y combinaciones de los 
mismos. Soderling y colaborad•::.res (123) valoraron el efect.o 
que tiene en el campo la vacunación con antígeno k88. 



] 

J 
J 
~, 

) 

1 
~ 

Enc1:>ntt·aron que el efect•:> de vacunar a las cerdas es de corla 
duración ya que la protección en li::1s lechones dura dnicamente 
durante los 8 primeros días de vida, ·si bien es en este 
período 1:uando hay may1:>r morbi-inortalidad por coliba•::ilosis. 
Encontraron t.ambién que la proporción de infecciones por 
cepas poseedoras de otros pili (k99), o por causas no 
identificadas, era mayor. 

En cuanto a la uti.l.izac.i6n de vacunas mixtas 
Sn•::idgrass y colr.t.boradores (122), describieron una vacuna 
preparada a partir de k99 y rotavirus. Se demostró protección 
en las crías del grupo de estudio y presencia de anticuet·pos 
especif icos en calostro y leche. 

En lo que se refiere a estudios c•:-in inmunización 
pasiva, M. Ahren y •:olaboradores (2), demostt·aron, al pr•::ibar 
anticuerpos anti LT, anliFCf, antiFCII y antilipopolisacárido 
en asas de intestino de c•:inejo retadas con cepas LT+, qL1e 
existe efecto sinergjsta entre ellos. 

En 19133 Sherman y colaboradores (115), propusieron 
1"""1 administración de anticuerpos monoclonales en lugar de 
vacunación de las madroas, dada la renuencia de los ganadet·os 
a apreciar las ventajas de la vacunación. Se encontró que en 
terneras a las q1..1e se administró anticuerpo monoclonal 
antik99 al retarlas con la cepa homóloga se disminuían l1:>s 
efecti~s más graves, deshidrata·~ión y muerte (29/. contra 82/.), 
aunque la incidencia de diarrea era la. misma en el grupo de 
estudio y el control. 

VACUNACION CON BACTERIAS COMPLETAS 

La utilización de bacterias cornpletas nos t·emonta a 
considerar las que se han empleado para prevenir el cólera. 
La vacuna disponible comercialmente utiliza bacterias muertas 
Y se administra en forma parenteral. La protección qoe otorga 
es corta e incompleta. Se ha buscado desarrollar cepas no 
toxigénicas que sean inmunogénicas y que se administren por 
vía oral. La más prornetedora es una mutante de la cepa El Tor 
Ogawa 3083 (Texas Star> que produce exclusivamente la 
sub1Jnidad B de la. toxina del 1::6lera. Su administración liH 
volunt.arios ha estimulado la producción de anticuerpos 
vibriocidas en el 85% y antitoxinas en el 25%. Al retar con 
una cepa toxigénica 1 de 7 voluntarios vacunados presentó 
diarrea contra 7 de 10 controles. L.a desvenlaJ a ha sido que 
su administraci•:.n produi::e diarrea (8/42 voluntarios) y que no 
evita la excreción fecal de la cepa reto (74). 

Mediante técnicas d~ t·ecombinación de DNA se han 
producido otras cepas A-B- y A-B+ para explorar las preguntas 
que han surgido en esta .ári:!a y que se refieren -3.1 mei::anisrno 
de produci::lón de diarrea por cepas no prodoctoras de toxina 
completa Y. al papel de la subunidad B como protectora (39). 

Clements y colaboradores en 1984 (10) construyeron 
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una vacuna bivalente utilizando la cepa mutante ty2la de 
Salmonella typhi. como receptor del plásmide con el gene que 
·~•jntiene la inf1:irrna1~ión para producir la subunidad B de LT de 
ETEG. La cepa obtenida, SE12, produjo subunidad B idéntica a 
la de ETEC. En ensayo en ratón demostró ser ·~·'iPaz de inducir 
fot·rnación de antitoxinas.. Al mismo tiempo mantuvo su 
sensibilidad a la galactosa y su utilidad c•:imo vacuna 
anlitifoidica. 

Vamamolo y colaboradores en 1985 transfirieron un 
plr.1.s1nide con la información sobre FCI y ST a una mutant.e de 
ty2la resistente a estreptomicina (J.36). La cepa obtenida 
produjo FCI y ST. A partir de estos experimentos se ha 
postulado la posibilidad de pt·oducir una cepa productora de 
factores de adherencia y pot·ciones de toxinr.1.s q1..1e pueda set· 
utilizada como vacuna e induzca la formación tanto de 
antitoxinas c•::.mo de anticuerpos c•::intra los factore-:; de 
colonización. 

Levine y colaboradores <75> han llevado a cabo 
investigaciones en humanos c1;,n la cepa atenuada E 1392-75-2A, 
la cual es una mutante no enteroloxigénica, FC II + de una 
cepa previamente enterotoxigénica. Aunque aproximadamente 121 
20i. de los sujetos a los que se les administr·ó desarrollaron 
diarrea leve, estimuló la producción de anticuerpos anti FC 
11 tanto locales como séricos y una sóla dósis resultó 
protectora frente al reto por ETEC en v1:ilunt-3ri•:is. En base a 
estos resultados preliminares estos autores están llevando a 
cabo experimentos pat·a introducir en la cepr.1. rnen1:-ionada, 
mediante técnicas de recombina•:~ión de DNA, la infot·rnaclón 
genética que codifica otros antigénos tales como la subunidad 
B. 

En t•esumen, los estudios llevados a cabo ot·ientados 
a la producción de vacunas obtenidas a partir d~ las 
enteroto><inas de Eschet·ichia coli, han llevado a Ja obtención 
dia una vacuna fabricada a pat·tir de l-3. subunidad B de LT 
conjugada a ST sintética, que en los mod~los de rata y de 
coneJ o ha probad•:. ser· inmun1:igénica, protectora tanto para 
cepas homólogas, como heterólogas y no tóxj_ca. l.os estudios 
en vol~Jntarios han mostrado que esta vacuna es inmunogénica y 
los anticuerpos producidos neutraliza la actividad bi1:ilógii;:a 
de la vacuna. L.a idea de que una vacuna de este tipo sea éít.il 
en el hombre, se basa en que diversos gr•.Jpos han demostrado 
la presencia. de antitoxinas en humanos • En pob lac f.o ne s con 
diarrea por ETEC endémica se ha encontrado que la frecuencia 
de antitoxinas aumenta conforme a la edad y alcanza un nivel 
constante a partir de los 2 a~os de edad. (112). En grupos 
con diarrea del turista, se ha encontrado qlie los niveles de 
anticuerpos b.-'lsales se relacionan en forma inversa con la 
presencia de diarrea por ETEC y que la elevación de los 
trtulos se asocia al aislamiento de la bacteria (34). P~r lo 
tanto, es de suponerse que estos anticue~·pos sean protectores 
y que 1Jna vacuna que estimule la produc•:-ión de antitoxinas en 
humanos tenga efecto protector. 
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Po, .. otro l.:ido, los experimentos llevados a cabo en 
.::t.nirn.ales utilizando vacunas producidas .::t. partir d~ 11)-5 

anligenos k88, k99, 987P han demostrado que son inmunogénicas 
y no tóxicas. Se ha demostrado también que los anticuerpos 
específicos, transmitidos a traves del calostro a las crias, 
son protectores. 

En lo que se refiere a FCI y FCII los e~tudios 
realizr.i.dos h.an demostrado su patogenicidad en humanos. Se ha 
demostrado que la vacuna producida a partir de un concentrado 
de FCI y FCII es inmunogénica administrada parenter.almente en 
C•:JneJos. Asimismo se ha demostrado que la sola administración 
oral de FCI en coneJ os es inm•Jnogiánica, no lóxi•::r.i. y otorga 
protección frente al reto de una cepa poseedora del mismo 
pilus.. Estudios preliminares en humanos sugieren que la 
.adminislr.ición de li.":IS facti:>t·es de colonización por vía oral 
es inrnunog4nica ·Y protectora (27). Finalmente los avances 
te1~nol6gicos han permitido incorporar sec•.Jencias de geno:!s 
e~pec!ticos en microorganismos vivos, colonizantes no 
patogdnicos tales como E. coli o la mutante ty2la de 
Salmonella typhi que permitirían la llegada de los antigenos 
clave a la mucosa intestinal donde la respuesta parece S'i!r 
más efectiva. 

Objetivo 

El objetivo del presente traba.Jo fue estudiar 
capa•::idad inmunog4nica en f-3.se aguda de un con•::entrado 
factores de C•:Jlonización (FCI y FCIIl adrninistrado por 
oral a voluntarios asi como la posible presentación 
reacciones adversas al mismo y el grado de protección 
pudiera otorgar frent~ a la pr~sentacidn de diarrea por 
P•:artado~-a de FCI o FCII. 

FUNDAMENTAC ION 

la 
de 

via 
de 

que 
ETEC 

Sí bien se acepta que las medidas de saneamiento 
ambiental tales corno dotación de agua P•:'ltable y disposición 
adecuada de excretas son suficientes para reducir la 
incidencJa de infecciones intestinales, requieren de 
planea•:-ión, infraestrtJclura y r1!cursos con los que no se 
cuenta aón en forma completa en los paises en desarrollo. 

Por este motivo, se han buscado otro tipo de 
estr~tegias para el control de la diarrea infecciosa, causa 
de gran morbirnortalidad en nuestros paises. Una de estas 
estrategias consiste en aumentar la inmunidad del huésped a 
base de va•=unac ión ci.-:in ba1:: ter i.as i nac ti vadas o con 
es true turas bacteria nas re la.e ionadas C•:'ln procesos de 
patogenicidad (13). 

En varios estudios (4,116,104,28,17) llevados a 
cabo en países en desarrollo, incluyendo el n1Jestro, se h~ 

encontrado que un porcentaje importante de diarrea en niÑos 
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rneno::ires de 2 ai1os son debidas a Escherichia coli 
enteroloxigénica (ETEC) ~ En nuestro medi•:- se les ha 
encontrado con frecuencia de 16'l.. (17), 21% (104), y 47% (28). 
En un solo estudio (95) llevado a cabo en niNos de nivel 
socioeconornico medio esta frecuencia ha sido menor, del 71.. 

En P•=>blaciones donde la diarrea por ETEC es 
endémica,. se ha encontrado que desde temprana edad existen 
niveles de anticuerpos contra FC. En 80 niÑos seguidos desde 
el nacimiento P•:•r Ruiz-Palacios y ci.?labor.¡¡,dores,. 401. teni-3.n 
niveles de anticuerp1:is para FC al aÑo de ed.:id y 601. a los dos 
SÑOS (105). 

Como se ha menci.onac-Jo ant.eriormente existe 
evidencia experimental que ~POY-'3. la correlr.i.ción entre la 
respuesta inmune local y sistémica a estos factores y la 
resistencia adq1..tirida c•;:.ntra diat·re.:1. producid.:1. por las 
bacterias que los producen en rnodelos animales y datos 
prelirninaras de que lo mismo oc'-lrt·a en human•:>S por este 
rnotivo el producir una vacuna que estimulara la producción de 
anticuerpos protectores en ni~os menores de 2 aNos y que 
previniera la diarrea por ETEC constituiria una de las 
estrat.egias a las que n•:is ~-eferf.amos .=Jnteriorrnente y q•.1e 
podrfa disminuir la morbilidad p•:ir diarrea infec•:i1::»sa debida 
a ETEC en este grupo de edad. 

La administración oral del antigeno parece ser la 
más adecuada ya que se ha demostrado que la inmunización oral 
estimula la produce ión de anticuerpos locales co.-:in mayor 
intensidad que la inmunización parenteral (50). Por este 
motivo, parece ser más util esta via, cuando el modo natural 
de infección es el oral como es el caso de la diarrea por 
ETEC. La ut.ilización del factor de colonJzación como antígeno 
oral tendria las siguientes ventajas: se produce mediante un 
m~lodo relativamente sencillo, interacciona en forma difusa 
con la membrana intestinal y aparentemente no tiene toxicidad 
inherente. 

Las investigaciones en humanos con productos 
bacterianos de Escherichia coli se encuentran en fase 
expet·lmental por lo que consideramos que la administración 
del inmunógeno a voluntarios susceptible~ sería la más 
adecuada. Va que la pobl.a•::ión adulta en nuestro medio ~n su 
mayoría posee anticuerpos estirnulados por la exposici~"'>n 
endérnica a ETEC, serla necesario administrárselo a 
vol•Jntarios provenientes de un.:1. población no expuesta en 
forma endémica c1:imo son los turistas n•:>rtearneric.>:lnos. De aqui 
que seleccionamos para nuestro estlJdio a un grupo de 
vol1Jntarii.?s mexicanos en los que no se demostraran 
anticuerpos antlfact.or de colonización y a un grupo de 
voluntari•:>s norteamer·icanos que no tenían exp1;,sici6n andérni•:a 
al germen con el fin da investigar si la administración de 
una mezcla de factores de colonización (FCI y FCll) er"i 
inmunogénica. Se buscó evaluar asimismo l.:t. aparici•~n de 
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reacciones tóxicas atribuibles a la administración del 
concentrado y el grado de protección que pudiera conferir 
para la presentai::ión de diarrea Por Escherichia coli 
entoarotoxigénica portadora de los factores de colonizaci.ón 
adrni nis t rado9. 

En estudios en los que se ha investigado la 
prevalencia de FCI y FCI 1 se ha obsi:rrvado que entre los dos 
abarcan un 25'X a 47X de las ETEC aisladas. Especf.ficamente en 
cepas de ETEC provenientes de turistas norteamericitn1:>s 
viajand•::t en nuestro pais corresponden a un 47% (103). Por lo 
tanto, un inmunógeno preparado a partir de estos anti.genes 
podría prevenir un 25% a un 47'X de la diarrea por ETEC en 
viaJ •:lros. 

El estudio se div.ic.Jió en las sjguJentes partes: 

ll 
con e en t 'r"ad1:i 
<lll, a fin 
esteri 1 id.¡¡d. 

Práctica de pruebas de seguridad general en el 
de FCI y FCI I segón los 1 inearnientos de la FDA 
de definjr su puroaza, to>:icidad, pirogenicjdad y 

2> Administración del concentrado. Se dividió en 

1) Realización de un estudio piloto, en voluntarios 
rneKicanos, buscando la dosis inmunogénica del concentrado y 
posibles reacciones adversas. 

II> Realización de un estudio, a mayor escala, en 
turistas norteamericanos a fin de definir: 

i) Inmunogenicidad s~rica de la dosis escogida. 

li> Reacciones adversas al concentt-.ad•:>. 

iiil Efecto del concentrado sobre la aparición de 
la diarrea P•::tt" ETEC. 

MATERIAL Y METODOS 

PRUEBAS DE SEGURIDAD GENERAL.-

Se llevaron a cabo las siguientes pruebas en ~l 
concentrado de FCI y FCII. 

Prueba de toxicidad: Se inocularon con material 
proveniente del eñ'Vase final del con•:entrado cuatro ratones 
sanos, de peso menor de 22 gramos y d·:•s cobayos sanos, de 
peso menor de 400 gramos por via intraperiloneal (0.5 rnl, 100 
microgramos/ml de cada uno de los FC en los ratones y 2.5 ml, 
.:i l.:i misma concentr.:J.ción en l1:>s cobay1::.s>. Se observaron en 
forma cotidiana por 10 dtas y se pesaron inrnediatarnente antes 
de administra...- la vac1Jna y el último dia de observación~ 
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PrLtebas de esterilidad: Se cultivaron en medio ele 
tioglicolato 5 ml del material antes de envasar y l ml del 
material proveniente del envase final (prc~bándose el 107. de 
los envases) y se incub~r1:1n a 37 grados centigradosF se 
cultivó también l ml del material pt·oveniente del envase 
final (probándose también el J.Or.. de ellos), en medio de soya 
tripticasa incubándose a 37 grados centigrados. Se observaron 
durante 10 dias eKarninándo1os visualmente los días 3,4,5,7 y 
8. 

Pruebas de pirógenos: Se inocularon 
intravenosa.mente 3 conejos sanos, maduros, con 3ml/kg del 
concentrado ClOO microgramos/rnl de cada uno de los FC) 
utilizando una vena del pabellón auricular. Los conejos se 
mantuvieron en Jaulas individuales, a temperatura uniforme, 
sin estfmulos y sin ~limento durante la prueba, dnicarnente 
con agua. Se les t•:im1::i la temparatura por vía rect.al, 
introduciendo el termómetro 7.5 cm, siendo su temperatura 
basal menor a 39.8 grados centigrados. El registro se hizo en 
los 40 m!nut•:>s previos '"11 inóculo. La administración del 
concentrado se realizó en 10 minutos. Para su administración, 
el concentrad•:> se calentó .:i 37 grados centigr.ados. Se 
registró la ternperat1Jra 1,, 2 y 3 hrs. despues de l;i 
administra·~ ión. 

Se realizó asimismo prueba de amebocito de Lirnulus 
Polyphemus. 

Prueba de identidad: Se llevó a cabo 
inmunodifusión-,- inmunoelectroforesis e isoeleclroenfoqt1e, a 
Partir del primer pico obtenido de la cromatografía en DEAE 
Sephace 1 (81). 

SEROL.OGIA 

s~ midio IgG anti FCI y FCJI 
ensayo inmunoenzimático tELISA), como 
En t"esumen, e 1 ensayo corresponde al 
consiste en los pasos siguientes: 

mediante el método de 
se describe en (78). 

método indirecto y 

1) Sensibilización de la microplaca de titulación 
con lmcg/ml del FC de ETEC cor•·espondiente, obtenido como se 
describe en (81>. 

2) Incubación. 
3) Lavado 
4) Coloca.e ión de 1 suero problerna, a. di luc i6n 

ser.iada a partir del 1/200. 
5) l~avado. 

6) Coloca.e i6n de anti i nrnunoglobul i na G, marcada 
con fosfatasa alcalina. 

7) Lavado .. 
0) Adición del sustrato p-nitrofenil-fosfato. 
9) Detención de la reación con NaOH. 
10) Lectura a 41.0 nm. 
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Se consideraron positivas. todas la·s mediciones 
iguales o mayores a una absot·ban•:ia de 0 .. 20 •. 

Se consideró que existí~ seroconve~si6n si-·existi~ 
elevr.t•::ión de dos •::i más titulaciones. 

COPROCULTIVOS 

Las muestras de heces se sembraron en los medios de 
McConkey, Tergi tol, SS, Campy Bap y TCBS, prac t i•:!ando 
bósqueda de leucocitos y examen coproparasistoscópico. 
Además de ETEC se investigaron campy lobacter, salrnonel la, 
shigella, yersinia, aeromona, vibrios, E. histolytica y 
gi.ardia (73), EPEC identificadas mediante serologi'! y 
r1::ilavirus mediante iE"nsayo inm•Jnoenzim~t ico CELISA) (139). 

ENSAYOS DE ENTEROTOXINAS 

Diez colonias lactosa positivas en el McConkey se 
resembraron en agar soya tript icasa, en tubos de tapón de 
r1::is1::a. Se llevó a cabo la identificación de enterotoxinas 
mediante el método de bctsqueda de efec1.•::i •::it.op.iitico en 
células ~drenales para LT (109) y en prueba hecha en ratón 
lactante para ST (40), ~n las dii:!Z colonias a la vez. 

ENSAYO DE HEMAGLUTINACION SENSIBLE Y RESISTENTE A MANOSA 

Lo31s cepas de ETEC 
diferentes especies, con 
patrón de hemag lut. ina1::ión 
de ser !tos (33). 

se aglutinaron c•:in eritrocitos de 
y sin rnanosa correlacionando el 

•=on alguno de l•:is siete tipos 

PREPARACION DEL CONCENTRADO DE FCI Y FCJI. 

Se pt·epat·ó un concentrado de fa•::tor de colonización 
I y II mediante el método descrit.o por Ev.ans (24) m1,dificado 
por Macias (81). La modificación principal consistió en la 
utilización de la resina DEAE-Sephasel en lugar de DEAE
SephadeK,· dado que se observó meJor resolución con su 
utilización. 

El concentrado de FCI se preparó a partir de la 
cepo31 H-1047, (078:Hll) y el concentrado de FCII a partir de 
Ja cepa PB-176, (06: Hl6). La met.odol ogia empleada en ambos 
casos fue similar, procesando cada factor de colonizq,ción por 
separado. Las c•:il•:i:nias seleccionr.i:das se cultivaron en '3.gar 
CFA en grupos de 100 en botellas de Roux. Después de 48 hrs 
los cultivos se homogenizaron y centrifugaron. El 
sobrenadante con FC se filtró a través de una mernbrana 
millipore de 0.65 nm de poro. El filtrado se precipitó con 
sulfato de amonio al 207. de saturación por 30 rnin. a 4 grad•::is 
centígrados; p1..,steri•::irmente se centrifugó a 17,000 rpfn pot· 20 
min. a 4 grados centígrados. El precipitado se dese1~h6 y el 
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sobrenadante se precipitó nuevamente con su1fato de amonio al 
40% de salut·ación por 30 min a 4 grados centígrados, se 
ceutrifugó nuevamente a 17,000 rprn durante 20 mina 4 grados 
centigt·ados; el sobrenadante se desechó y el precipitado se 
res1.Jspendió en amortiguado\" de fosfatos a 0 .. 05 molar a PH 
7.2, dializándose en forma eKhaustiva. Se purificó el FC 
mediante cromatografía de intercambio iónico en DEAE Sephacel 
(Pha.rmacia Fine Chernicals, Uppsala, Suecia). La concentración 
d~ factor de colonización recuperada fue de 1.5 mg/ml. Se 
esterilizó por membrana millipot·e 0.02 en campana de f]ujo 
laminar.. Cada dosis del concentrado se colocó en frascos 
goi.er1::i,s.. Pat·a la fase l se prepararon frascos goteros que 
conteni.an 5 ml de la mez•::la a una c•::incentración de 50 
micrograrnos/ml de cada uno de los pili purificados; para la 
fase II se prepararon frascos goteros que contenir.tn 5 ml a 
una concentración de 100 rnicrogram•:.s/ml de cada uno de los 
pili purificados .. El placebo se preparó con 5 ml de so1uci6n 
salina f.;,¡mbi4n en fras1:0 got.ero. L1:is env.:ist:?s se ma11tuvi~ron 
en refrigeracJOn a 4 grados centígrados .. 

Evalua1::ióT1 de la estabilidad del concentrado de FCT y FCII. 

Una vez envasa.do el concentrado de FCI y FCII se 
midió mediant.e el rn~todo d~ ELISA ya descrito, la 
concentración de cada factor de colonización en .. 01 nll tornado 
de cada envase una semana antes y una semana después de su 
administración .. 

VOLUNTARIOS 

Participaron en la. fase 1 cincuenta voluntarios de 
origen me><ican1::i sani:>s, de arnbos se><os, mayores de 18 aÑos a 
quienes se les det.erminaron niveles de anticuerpos contra FCI 
y FCll en suero. De estos 50 suJ~tos se seleccionaron 5 
sujetos sin anticuerpos anti FCI para administrarles el 
C•:Jncen t rado. 

Etl Ja fase 11 participat·on 50 sujetos s~nos, de 
ambos sexos, estudiantes norteami:!rica.nos, con no más de una 
seman:i de e~tancia en México, mayorf:fs do¿ 1:3 aÑos, sin 
sir1tomas intestinales agudos, crónicos o recurre11tes.. Se 
excluyeron mujeres embarazadali y sujetos alérgicos a solfas .. 
Ant~s de ingresar al estudio se les practicó l1istoria cllnica 
completa as! como los sigui~ntes ex~menes: citología 
hemát.ica, glucosa, urea, creatinina, ácido rlrico, y general 
de oyina. 

Los voluntat·ios de la fase Il se dividieron en dos 
grupos, 1..1n grupo de eo;tudio y u.n gr1Jpo testigo, asignándose 
cada sujti!t.o a alg1..1no de ellos mediante námer1:>s aleatorios >::in 
forma doble ciega. (Se explicó el estudio en detalle y se 
obtuvo del consentimiento escrito testificado de todos los 
sujetos participantes) .. 
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Administración del concentrado de FCI y FCII 

En la fase 1 se administró el 6onceritrado a los 
suJetos los días 0,2,3, y 5 del estudio a dosis de 125, 25-
25-25 microgramos de cada factor de coloniz:a·ción. 

En l-3 fase II se administró el co'ncentrado o el 
placebo los dfas 0,3,5, y 23 del estudio, a dosis de 
250,50,.50 y50 mict·ogramos de cada factor de colonización 
respectivamente. T1::idos los voluntarios tomaron 200 ml de 
agua con 1 gramo de Na HC03 y tt·es minutos después i.ngirieron 
el concentrado. Los suJetos se encontraron en ayuno de 4 hrs 
y no tomaron alimentos durante las 3 hrs. siguientes. 

SEGUIMIENTO CLINICO 

La 
perrnane•~ iendo 
d!as a partir 

fase 1 se llevó a cabo en la Cd. de . México 
los suJetos ambulatorios. Se les siguió por 15 
de la .:idministr..:¡,ción del concentrado. 

La fase 11 se ll~vó -3 cabo en la Cd. de GuadalaJar~ 
perm-3.neciendo los suJatos ambulatorios. s~ l~s .:idministró ~n 
formr.t prof i 14·~tica Colrirnoxasol desde dos d!as antes de 
ingerir el concentrado a dosis de trimetoprim 80 rng y 
sulfarnetoxasol 400 mg dos veces por di.a duYante 10 días. El 
rnotivo fue proteger ~ los 'iuJet•::is durante el p.;!riodo inicial 
de inmunización antes de que existiera títulos significativos 
y avit~r que fueran inmYnizados en forma natural durante est.~ 
periodo.. Se siguiet"on a los suJetos por 35 dia.s a partir de 
Ja ingestión deJ concentt"ado. 

En todos los voluntarios se practicaron revisi•:>nes 
clínicas en forma cotidiana, exc&ptuando los fin~s de semana 
durante los cuales los suJet.os podían asistit" a u11 

consultorio en caso de requerir!•;). Se llevó registro de la 
sintomatologfa t·eferida. En caso de diarrea, la cual se 
definió corno más de 4 evac1..aaciones en 24 hrs. o más de 3 en 8 
hrs. de características anormales, acompaíladas de síntomas 
gastrointestinales se practicó coprocultivo. Se tomaron 
muestras para medición de anticuerpos séricos los dfas 0,14 a 
los suJetos de la fa~e J y 0,14 y 35 a los de la fase II. 
Asirnisrno se tomó muestra para ex.ámenes generales (enumerad1::is 
anterior~entel los dfas O y 35. A Juicio del investigador se 
dio tratamiento en caso de diarr'ea el cual fue variable: 
P~pto-bismol, loperamida, cotrimoxasol, furoxona, trimetoprim 
o arnpicilina. 

ANALISIS ESTADISTICO 

Los resultados se analizaron por la prueba de Ji 
cuadra.da. 
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RESULTADOS 

Los resultados obtenidos en las pruebas de 
seguridad general fueron los siguientes: 

Pruebas de lo>:icidad: Todos los t"atones aumentaron 
de peso (Tabla 1). El promedio del incremento fue de 5.8 g en 
compar.,ac ión c•:in 4 g de 1 ratón control; los dos cobayos 
a1.imentaron de peso, el promedio del incremento fue de 52 g 
cornparad•:is con 40.0 g del control. (Tabla 2) 

Prueba de esterilidad: No hubo desa\'·r·ollo en los 
medios de tioglicolato y soya tripticasa durante los dia~ de 
pr·ueba. 

Prueba de pit·ógenos: La. prueba en coneJos fue 
positiva. Se observó aumento de la temperatura en los 3 
conejos mayor a 0.6 grados centígrados siendo Ja suma del 
incri:!tnento mayor a 1.4 grados centígrados. 

La prueba de amebocito de 
tambi~n resultó positiva. No hubo 
endotoxinas por este m~todo. 

Limulus polyphemus 
c1Janlificacidn de 

Prueba de identidad: Al realizar las pruebas 
confirmatorias de pureza del FC se obtuv•:::i: En inmunodifusi6n 
de Ouchterlony se demostró una banda 81 probar· el prim.:!r pic•:i 
de la cromatografía contra el anticuer·po específico. Al 
llevar a cabo inrnunoeleclroforesi.s también conlr"'a el pico l 
se observaron 2 bandas. En la prueba de enfoque isoeléclrico 
tarnbián se obtuvieron 2 bandas. 

Evaluación de la estabilidad del concentrado de FCl y FCII. 

Se encontr·ó que la concentración de FCI y FClt 
antes de administrar el preparado y en el material residual 
después de haberlo adminislr.::\do fue la ~spet·ada (50 
microgramos/ml en los eltVases utilizados en la Fase l y 100 
microgramos/ml en los utiliz~dos en la Fase 11). 

FASE 1 

Res1.iltados de Serologia 

Loñ tft.ulos de anticuerpo~ bas.:iles y a los 14 di.as 
se muestran en la tabla 3.. 4/5 sujetos elevaron niveles 
s4ricos ~n forrna significativa (di.1s o rnás t.itulaci•:ines) para 
FCt y 3/5 paya FCII . 

Tolerancia al concentrado de FCI y FCtI 

Ningdn suJ~to presentó sintomatolog!a atribuible a 
la administración del concentrado, no hubieyon complicaciones 
o reac•=iones advergas • 
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FASE I l 

Se asignaron 26 sujetos al grupo de estudio Y 24 
sujetos al grupo testigo. En el grupo de ~studio el rango de 
edad fue de 19 a 60 aÑos, con una media de 33 aÑos, en el 
testigo de 20 a 60 aÑ•:>S, con un.a media da 34 aÑos, en el 
grupo de estudio hubieron 19 mujeres y 7 hombres, en el grupo 
testigo 17 mujeres y 7 hombres. (T~bla 4) 

Durante el periodo de seguimiento 14/26 sujetos 
(53.6./.) en el grupo de estudio y 12/24 sujetos (50.0'Y..) en el 
grupo testigo present . .=iron diarrea (p mayor de 0.5, no 
significativa>, (Tabla 5) constituyendo un total de 15 
episodios di.:irreicos en el grupo de estudio y 14 ~pisodios en 
el grupo testigo (p mayor de 0.5, no significativa> 

En el grupo de estudio 13 sujetos presentaron 1.1n 
epjsodio diarreico, y un sujeto 2 episodios; en el grupo 
testigo 10 sujetos present.;¡ri:•n un episodio y 2 suJet.os dos 
episodios, (p mayo1>- de 0.5, no significativa> (Tabla 6). 

Tres muestras no se c1Jltiv.=ir1:in, 2 del grupo de 
estudio~ del grupo testigo. En el grupo de estudio se 
pres.:?ntaron 7/13 episodios p1:¡r ETEC,, (53,84i.), 5/13 ·~ultivos 
negativos (38.46'Y..) y 1/13 c~:in etiología rnixla 
<ETEC+Shig>?lla). (7.69i.). En el grupo testigo hubieron 4/13 
cultivos por ETEG pura, (30.76'Y..), 3/13 por Shigella (23 .. 07(.), 
1/13 por Salmonella (7.691.) y 1/13 negat.iv•:> (7.69(.). Cuatro 
cultivos fueron mixtos, (30.76/.), (d.;-.is por Shig~lla + ETEC, 
un1:> p1:•r Salmonella + ETEC, y uno por Plesi~-:imon.::t. + ETEC>. No 
se encontró diferencia sjgnificativa entt"e ETEC y las dt?!más 
eliologias en ambos grupos. En el grupo de estudio se 
aislat·on 8 cepas de ETEC y una de Shigella, Eiiendo 5 cultivos 
negativosf en el grupo testigo se aislar~-:in 8 cepas de ETEC, 5 
de Shigella, 2 de SalmonelJa, J de Plesiomona y se tuvo un 
cultivo negativo. <Tabla 7). 

En cada grupo se 
distribución de enterotoxinas 
termoestables, 1 termolábil 
<Tabla 8). 

aislaron 8 cepas de ETEC.. La 
fue la rnisma en .ambos grupos: 6 

y l lermolábil/termoestable. 

Se realiz6 hemag1utinación en las 16 cepas aisladas 
de ETEC, ocho aisladas del grupo de estudio y ocho del grupo 
testigo. En seis del grupo de estudio y en cuatro del grupo 
testigo no se dem1:¡str6 hernaglutinación resistente a manosa. 
Las dos cepas positivas del grupo de estudio correr.pondieron 
a l•:>S patrones VA una de ellas y la otra tuvo dos patrones de 
hernaglutinación VC y VA .. Las cuatro cepas restantes del grupo 
testigo correspondieron a los pat. rones IIIA (dos cepas), VA 
<una cepa)., y VC (una cepa). NingLtn1::i de estos patr•::ines se ha 
asociado a FCI y FCTJ (33). 
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Durante el tiempo en que se ad1ninistró el 
cotrirn•:ixaz•:.l se presentar1:"1n dos episodios diat·reicos, arnb•:is 
con cultivo negativo, uno en cada grupo. Ninguno de estos 
episodios se consideró en el análisis. El promedio de día de 
inicio de la diarrea en el grupo de estudio fue de 20.73 +/-
6.4; e1 del grupo testigo fue de 21 .. 64 +/- 5.94 .. (p mayor de 
0.5, no signifi•::ativa). 

De los 26 sujetos del. grupo de estudio 5 (19 .. 2'Y.) 
elevaron SIJS t.!tulos en forma signifi1::ativa (d1::>s o m.ás veces) 
para FCI y/o FCIIF en el grupo testigo 1 de un tot.al de 24 
sujetos t4'Y.) elevó sus titulos en forma significativa. La 
distribución de respuesta para FCI y FCII fue la siguiente: 
En el grupo de estudio: Un sujeto elevó anticuerpos tanto 
pat·a FCt c1:im1:. para FCI I, d1:is sujetos tuvier1:in an t icuerpi.-,s 
para FCI y dos para FCII. El sujeto testigo presentó 
elev;i1:-ión para anticuet·pos par.a FCI. No hay diferencia 
significativa en cuanto a seroconversion entre los dos 
grupos. 

Un sujeto en el grupo testigo presentó eritema 
papular diseminado ;i tórax, cara y extremidades el dfa 10 del 
estudio, un sujeto en el grupo de estudio presentó prurito en 
toda la superficie cot·poral, con duración de 24 hrs, el di.'.I 
12 del estudio. No se reportaron otros síntomas atribuibles 
a la administ.racidn del concentrado o del placebo. JJno de 1•:'15 
sujetos en el grupo testJgo se encontró con anemia 
ferropánica en las determinaciones basales, la cual se 
corrigió con hierro oral. No hubo ott·a altera.ci.ón en los 
exámenes practicados. 

DISCUSION 

En este traba.Jo se desi::ribe la preparación de una 
me zc 1 a de f ac t .. .,res de colon i zac i ón ( FC I y FC I I) de ETEC y s•J 
administración p1:ir vfa oral a d1::is grupos diferentes. L..:i 
adminlslra1::J6n del concentrado a volunlari1:is provenientes de 
una pohlación en la que la infección por ETEC es endémica 
eslJmu16 la formación de ant.icuet·pos detectables en suero, 
lgG antiFCI e ÍgG anti FCII. En cambio, la administración del 
concentrado al grupo no expuesto a la inf13cci6n por ETEC en 
forma endé1nic.a no estimuló la formación de anticuerpos 
s~ricos. En ambos grupos se demostró la ausencia de toxicidad 
del preparado. En el grupo no endémicamente expuesto no se 
pi.ido correlacion~r la administración del concentr·ado con 
protección especff ica ya que las cepas productoras de diarrea 
en este grupo no fueron portadoras de FCI o FCII. 

L-9 r.idministraci·~n del inmunógeno p•:or vía cir~l S"" 

basa en la evidencia de que el tejido linfoide asociado al 
intestino se estimula més eficazmente por la administración 
local del antígeno que por via parenleral. Desde los 
expe~imentos de Craig (12) que en 1971 postuló la hipótesis 
d~ que por vf;i oral podían inmunizarse mucosas, existe 
evidencia de que el compromiso de los inmunoblastos cuando la 
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administr~cidn del antigeno es por via oral ocurre ~n la 
rnuc•:>s.a. Aparentemente 11:.s inmun1:iblasl1:is se encuentran 
establecidos en el intestino. El epitelio jntestinal de las 
criptas se ha especializado (94) para efectuar el muestr~o y 
seleci~ión de los antígenos especificos (93) los cuales son 
pr·esentados al inmunoblasto por los macrófagos. 
Posteriot·mente los linfo•::itos ya comprometidos re1.1ir1::ulan 
<4-9,42) por el conducto torácico a ganglios mesentéricos, 
b~zo, placas de Peyer y demás teJ ido linfoide localizado a 
glándulas exocrinas <tracto respiratorio, salival, glándulas 
mamar i.as). 

Diferentes autores han demostrado la eficacia de la 
estimulación oral para la pr1.'"Jducción de ·anticuerpos 11.?•::ales y 
el hecho de que éstos se •::orrelacionan mejor que los séri•::os 
con protección espec!fic;i c1:intra infecciones locales 
(132, •33, 118, 85). 

Se ha estudiado la respuesta inmune sérica y local 
en pobl;i1::iones endémic'3.m~nle expuestas a la infección p•:it· 
ETEC (125). Se ha encontrado que ewiste respuesta tant.•::i en 
mucosas medida en secreción intestinal, saliva y leche 
materna, c1:>m1::i en suero. 

La respuesta que encontrarnos en los mexjcanos 
pr•:ibablemente sea del mism•:i tipo y compat·able ;i la obtt?nida 
por Eva.ns <27) en voluntarios con historia de infección por 
ETEC.. En n1.1e-5tro estudio encontram1:.s pr1:id1..1cción d>;? 
an t icueypos sér ic•:is, los cu;il es se ha vis t.o se corre 1 ac j •:inan 
con la producción de anticuerpos locales. Si bien atribuimos 
la respuesta serol6gica detectada en el gt·upo de voluntarios 
mexicanos a la administración del concentrad._--. de factot·es de 
colonización, no podernos descartar que haya sido debida a 
jnfecci6n asi.ntom#itlca por ETEC ya que este grupo no recibió 
cotrimoxasol que lo protegiera de infección natural durante 
el periodo transcurrido enlre la administr~ción del 
concentrado y la elevación de l•:-Js titulo!:!. 

Estos ri:!sul t.3.dos sugieren que la pr·esentación 
rnoleculat" y bioquímica del antfg~no es la adecuada para 
producir respuesta inrn1JnE:!. Las prueba'S de identidad 
corroboraron la pre sene i.a de FCI y FCl 1 a través de 
inmunodifusi6n, inm1.1noele1:tr1::if1::iresis e isoel1:1ctr•::-enfoque. El 
hecho de que se hayan observado dos bandas tanto mediante 
inmunoelectrofoYesis ci...,rno p1::or enfoque isoelé•:-tt·ico en las 
pr1.1.ebas de identifieaci1:Sn de ambos ant!genos puede l8ner 
varias explicacionF.!s. En o:!l caso de FCl pudiera debt:!rs'e a 
fyaccionamiento de la proteína. No podemos descartar el que 
el producto final no haya sido totalmente puro y que 
eKistiera algun~ otra proteína que se identificara mediante 
el ant.icuerpo utilizado dado que se utilizar1:in anticuerp•:Js 
policlonales. En el caso de FCll, adem~s de las hipótesis ya 
mencionadas, la identif ica•::ión· de d1:is bandas pudo hab•:!r 
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corr·espondido a los antígenos descritos por Craviolo y cols 
( 14·>. Este investigador observó que en pruebas, de 
inmunodifusión para detect.ar FCII, pr.acticadas a cepas FCII+, 
con serolipo 06.Hl6 se identifican dos lineas de 
pre e ip i tacii:in correspondientes a dos componentes · an-t. igénicos: 
componentes 3 y 1::offiponente 2 6 3. Smyth (121)_ Y. Svennerholm y 
Ahren (127) han descrito hallazgos similares·.·.-. Smith utilii?.a 
la designación CSl, CS2, y CS3 para -·desig.nar los mis'mos 
co1nponentes descritos por Craviolo y· col s. Por lo tanto la 
idi?ntifi1::aci6n de dos bandas en las ·prt.tebas practicadas al 
concentr·ado de FCII pudo haber correspondido a estos 
ant. ígenos. Lo anterior hace evidente que es necesario tant.o 
mejorar Ja técnica de purificación como llevar a cabo una 
mejor identificación de los productos finales para su 
uti 1 ización com•:> inrnunógenoc;. 

Se ha encontrado en los diferentes sistemas en que 
se ho31 •:istudiado inm•Jniza•::ión de mucosas que el tipo de 
respuesta q•.Je se encuentre depende en gr<:\n p~rte del 1:istado 
inmunológico previo del huésped; estoa factor seguramente 
influyó en l.a falta de respuesta sérica que obtuvimos en el 
grupo de vol1.intarios norteamericanos. 

En varios estudios se ha demostrado que l~ 
administración ro?petida de antígeno por via oral bloquea la 
producción de a.nli.cu1?rpos séricos .. Experimentalmente se ha 
visto que c~lulas T provenientes de placas de Peyer agr·egadas 
a c•.Jltivos celulares también de placas de Peyer suprimen la 
sfntesis de lgG e lgM mientras que estimulan la formación de 
lgA (22>. Otros autores han encontrado que la administrao:ión 
oral de ovalbdmina indlt•.:e l.:i producción de lgA y s1.1prirne la 
da lgG (100). L.:i administ.ración oral de antíg('1nos 
provenientes de pneumoci:>co induce la f•:.rmación de anticuerpos 
locales, principalmente lgA, en a1Jsenci'1 de anticuerpos 
séricos. (86). Por lo tanto, puedoa ewist.ir disociación 
completa entre el sistema inmune de mlJcosas y el sistémiC()J 
es decir, puede existir tolerancia sist~mic.:i que coexista con 
respuest.::1. se•::retor;i a•.:t iva. La inducción de ti:>lerancia se ha 
-'itribuido .al desarrollo de ce:Iulas T supresi::oras o <'! la 
presen•::ia do:! factores inhibidores en el suero que ~e 
originarían en el teJJdo linfoide asociado al intestino como 
respuesta a la administración del antígeno. (129). Este 
fenómeno seria la imag~n en e~peJo de la supresión que existe 
de la respuesta local frente a la administración parenteral 
del ant!geno (97). La ausencia de respuesta se:rica que 
obtuvimos en el grupo de n1:>rteamericanos p1::idr{a corresponder 
a un fen•:irnen•:o de tolet·ancia ot·al, indltcido por 1-1 
administración del inmunógen•::i. 

Es necesario por lo tanto, hacer más estudios que 
definan la cin~t.ica de la respuesta inmunt? en población no 
expuest.:i a la administración loe.al de f;,¡ctores de 
colonización dS! como encontrar métodos prácticos que midan 
secreción intestinal. A este t"especto los estudios 
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practicados no 
relacionados con 
Si:!•::reciones ( 125> .. 

han definido parámetros claramente 
secreción intestinal medidos. en otras 

Posterior a la realización de nuestro estudio, 
Ev-=3.ns (27) administró 8mg de FCI y FCII sin obtener 
respuesta s~rica ni local en voluntarios no expuestos 
previamente; la dosis administrada fue varias veces mayor que 
la administ.rad-31 p·or nosotr•:is. La falta de resp1..1esta podría 
deberse a que en estos sujet.i:•s la presentaci·~n del antígeno 
es ineficaz para producir estimulación de linfoblastos en l~ 
placa de Pey~r.. Un f~·::tor del huésped que pudo h~bet· 
contribuido a disminuir la c-=3.ntidad de antig$no disponible 
para la estimulacidn del leJido linfoide intestinal residid 
en l-=3. acidez g4strica y la actividad proteolftic'31 del 
contenido estomacal .. Existe evidencia ''in vitro'' de que t~nto 
la ant.jgenj_cid-3.d com•:i la e&truclu.ra proteica de FCII se 
alteran 1::on la combinación de .á.•::ido <PH 1.3) y pepsin.a (114.l, 
lo cual expli·~.:i.r!-31 el que el aumento de l.g dosis del antígeno 
no haya sido eficaz para meJorar su imunogenicidad. En vista. 
de que aumentar la dosis parece no ser ótil, puede serlo la 
combinación del anti"geno con adyuvantes. Existen varias 
sustan·~ias que se han empleado como adyuvantes orales como 
son li.">S liposomas, el dip~ptid•:i de muramilo <MOP), la 
avridina y la combinación de ellos. 

Los Jiposorn<'ls son estructuras rnJcroscópicas 
formadas p1;:.r una o rn.:.\s bicapas cc•ncéntt·icas de lfpid•:is q1-1e 
rodean un compartimento acuoso.. Existen varias hipótesis que 
intentan explicar su utilidad como adyuvantes ora.les .. Se 
supone que puedan actuar modificando la superf jcie molecular 
del ant1·9eno o disminuyend•:i lá ne•::esidad de estimular a 11.">s 
macrófagos <37). Exist.e evidencia de que pueden resistir 
extremos de pH y la presencia de sales biliares y lipasa 
pancr~4tica y absorb~rse a trav~s de la pared intestinal 
(102).. Tienen inmunogenicidad intrínseca baJa, aparentemente 
debido a la pobre inmunogenicid~d de fosfattdil-colina que es 
uno de sus princjpaJes constituyentes. Se ha demostrado su 
utilid~d como adyuvantes orales en diferentes experimentos 
(16,37). Finalmente existe evidencia de que son 
independientes del sistema de células T lo cual tiene 
ventaJ..;ts en t?l sistema de .lgA que depend>:? en gr-'ln m>:?dida de 
aquél <l31,J37,138). 

La er-.tructut·a m1.nima .actJva corno adyuvante de los 
péplidoglicanos bacterianos es el MDP. Su mecanismo de acción 
parece ser a través de un efecto directo en l.as células B 
imitando la función de las células T ayudadoras (37). Se ha 
administrado por vfa oral combinado con albumina bovina y 
liposomas demostrándos1:t potenciaclón de la producción de JgA 
salival co:imparada con controles (37). 
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En experimentos relacionados con l.a toxina del. 
·~ólera., Pier1."":"e (99) dernostt·ó pot.enciación al adrninislr-3.r Pot· 
vfa or.:1.l t.oxina del colera .;:asociada. a liposomas a los que se 
les habia incorporado lipido A. El mismo autor (98) encontró 
que la administración simultánea de avridina Camina lipoidea 
sintética> administrada oralmente en forma de suspensión 
liposomal Junto con toxina del cólera disminuía las dosis 
raqui:!ridas par~ obtener una resp•.1.esta l1::ical determinad.a. 

Existe por lo tanto evidencia que apoya la 
utilización de adyuvantes orales para potenciar el efecto de 
antígenos que se administren por la via oral. 

El inmunógeno utiJ izado en nuestt··o estudio no 
presentó toxicidad lo c1..tal aunado a su preparación más 
sencilla que los inmunógenos parentet·ales permitiría si.1 
utilización en estudios posteriores. 

La presentación de eritema papular en uno de los 
sujetos del grupo testigo fue atribuido al cotrimoxasol ya 
que cedid al suspender el medicamento. En cuanto al prurito 
presentado por el volunt.;:¡rio del 9t"lJPO de estudio, no 
contamos con •.J.na expli•::ación para el mismo, y dado que fue 
fugaz y sin manifestaciones de eritema o pápulas lo 
considerarnos inespeclf ico. 

En n1Jestro estudio no fue evalu.:thle la protección 
ol•:irgada por el 1:on1.-:entrado di:? FCI y FCII a l1:is sujetos qu13 
los recibieron ya que en las cepas de ETEC aisladas de l.os 
episodios diarreicos que presentaron tanto los suJetos del 
grupo da estudio como del testigo no demostramos la presencia 
de FCI ni de FCII. En estudios pr·~vi•:is se babia identificado 
hasl-1 un 47% de cepas de ETEC, pr•:ivenientes de tu..-istas 
no..-teamericanos en México como portadoras de FCI o FCII 
CJ03). En n~iestro estudio, el 62.5X (10/16) de las cepas de 
ETEC no tuvie..-on un patrón identificable po..- hemaglutinación 
..-esistente a manosa y el restante correspondió a los patrones 
111 y V. Ninguna cor..-espondid a los patrones 1 y II que se 
h.=.rin asociado cc1n FCI y FCII (:33). Este he•::ho •::•:tnfit·rna 
diversos estudios en los que se han encontrado cepas de ETEC 
en las q1..1.e no se identifican FCI o FCII a pes..:ar de contar las 
cepas con estructuras f'ilamentosas (135,77,43,84). Por lo 
t.anto y .apoya.ndo los argument.os de Ruiz-Palacios en (103), es 
pr•:ihable que FCI y FCII no sean los (1nicos factores de 
col~:inización que median la adherencia en cepas de ETEC 
provenientes de humanos y que la prueba de hemagJutinaci6n 
resistente a rnanosa. no dete•:te esti:is otr•::is f¿\Ctore-3. 

En cuanto a la metodología utilizad-:1. para la 
identificación de toxinas debemos seÑalar que se hizo en el 
conJunto de diez colonias lactosa positivas aisladas por 
episodio diarreico, l•:i cual impide con•:-cer- la pt·1:ip•:irciGn de 
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colonias productoras de cada toxina por muestra. En la 
actualidad 5e c•.Jenta c•:>n 1:>t.ros rn·~t•:>dos, identifica•::icin 
mediante .anticuerpos especffic•:is, (80), que permiten la 
identificación individual de cada coloni.a por muestra. 

Er1 lo que se refiere al método de hemaglut.inación 
utilizado para detecci·~n de fai~tores de coloniz.ación tiene 
deficien•~ias comparado con otras t4cnicas disponibles 
actualrnente como es la de ensayo inm•.Jnoenzimát i•::O en ~·i3pli•::«s 
de . nitrocelulosa (7"~). La técnica de hem'3.glutinaci1::.n 
comparada •::on es t;i dl tima e5 poco sensible (56'l. vs 99'l.) para 
la detección de FCII. tn cuanto a la sensibilidad para 
detección de FCI, c•::imparada con la prueba mencion.::idtt es de 
93% vs 97%, y en cuanto a especificidad es de 92'l. vs 99'l. en 
el caso de FCI y 95/. vs lOO'l. en el cas•:> de FCII C79.l. Por lo 
tanto, pudimos haber tenido un problema de falsas negat.iva5 
en el •::aso de FCII. La téi.":nica de hemaglutinación depende 
además de que el antfg~n·:- se exprese an la superfici~ de 1"1 
bacteria, caract.eristica que puede perdersa espontáneamente, 
si tuaci6n que en caso de haber ocurrido también nos hubiet·a 
impedido la identjfjcación de los gérmenes portadores de FCI 
o FCII~ Sin embargo1 fue utilizada por nosotros por· ser la 
ctnica disponible en el momento de la realiz.ación del estudio. 

La pr.;:iducción di¿ un inmt.tnógeno fabricado a part.it· 
de factot·es de colonización, debet·<f f•Jndamentars•? en Ltn-l 
mayor car~clerizacidn de Jos diferentes tipos de Pili 
existentes. Es probable que tenga que abarcar otros pili 
adem<fs de FCI y FCII. Un pr1::iducto polivalente podr<i a·~tua.t· 
adn cuando la distribución característica de los pili en 
determinad.:i región 5e m•::idificara lo •::ur.i.l es de esperar dado 
que estos antígenos estén mediados por plásmidos. Finalmente, 
la combinación con otros antfgenos (toxinas y sus fracciones) 
y Ja utilización de bacterias compl.etas a las qlie se 
introduzca la información genética adecuada son otras 
posibilidades que habrán de tomarse en cuenta para la 
producción de un inmunógeno que prevenga Ja diarrea por ETEC. 
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TABLA 1 

Prueba de toxicidad en rat6n 

Rat6n No. Peso inicial Peso final 

1- 19.0 g 23.5 g 

2- 20.0 g 26.5 g 

3- 18.5 g 25.0 g 

4- 19.5 g 25.5 g 

5- ( control ) 19.5 g 23.5 g 

In6culo de 0.5 ml. con una concentrac16n de 100 

m1crogramos/ml. de FCI + FCII.. 

Resultado: Aceptable 
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TABLA 2 

Prueba de toxicidad en cobayo 

Cobayo No. 

1-

2-

3-( control ) 

Peso inicial 

326. o g 

326. 5 g 

340. o g 

Peso final 

385.5 g 

371. o g 

·aso.o g 

In6culo de 2.5 ml. con una concentraci6n de 100 

microgramos/ml. de FCI + FCII. 

Resultado: Aceptable 
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TABLA 3 

Inmunoglobulina G sé rica anti FC/I y FC/II de E.coli 

Ente:r,otoxigénica en 5 sujetos mexicanos vacunados Técnica de 

(ELISA) 

Fase I 

FC/I FC/II 

Sujeto No, la. 2a. la, 2a. 

1- NEG. 800 800 800 

2- NEG. 800 NEG, 400 

3- NEG, 200 NEG, 800 

4- NEG. NEG, 200 NEG, 

5- NEG. 400 200 800 
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TABLA 4 

DistribucHin por edad y sexo (grupo de estudio y testigo 

Fase ll 
Estudiantes Norteamericanos 

Estudio Testigo · 

NOmero 26 24 

Edad 

Rango 19-60 20-68 

Media 33 34 

Sexo 

Mujeres 19 17 

Hombres 7 7 
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TABLA 5 

Incidencia de diarrea en estudiantes Norteamericanos. 

Fase 11 

rstudio Testigo 

Sujetos 

Con diarrea 14 12 

Sujetos 

Sin diarrea 12 12 

T O TA L 26 24 

P: NS 
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TABLA 6 

Número de episodios diarreicos. (grupo de estudio y testigo) 

Fase l l 
Estudiantes Norteamericanos 

Episodios Diarreicos 
(No.) 

1 

2 

o 

Total 

Estudio 

13 (50.0%) 

1 ( 3.8%) 

12 (46.15%) 

26 

32 

Testigo p 

10 (41.66%) NS 

2 ( 8.33%) NS 

12 (50.0 %) NS 
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TABLA 7 

Frecuencia de enteropat6genos aislados 

de diarrea 

Fase 11 
Estudiantes Norteamericanos 

Grupo de Estudio 
Gérmen 

t13) 

ETEC 8 

Shigella 1ª 

Salmonel la o 
Plesiomona o 
Negativos 5 

( ) Número de episodios diarreicos 
a Asociados a ETEC 
b 2 de 5 asociados a ETEC 
c 1 de 2 asocia dos a ETEC 

33 

en 1 os episodios 

Grupo Testigo 

(13) 

8 

5b 

zC 
1ª 

1 



TABLA B 

Tipos de Enterotoxinas. (Grupo de estudio testigo) 

Fase I I 

Enterotoxi na 

ST 

LT 

ST/LT 

Estudiantes Norteamericanos 

Grupo de Estudio 
(8) 

6 (75.0%) 

1 (12.5%) 

1 (12.5%) 

) No. de cepas aisladas 

34 

Grupo Testigo 
(B) 

6 (75.0%) 

1 (12.5%) 

1 (12.5%) 



Anexo 1 

Forma de Consentimiento 

Fase 1 

IMUNOGENICIDAD DE LOS FACTORES DE COLONIZACION 

I y II DE ESCHERICHIA COL! ENTEROTOXIGENICA EN VOLUNTARIOS, 

Forma de consentimiento escrito: 

1) Estoy dispuesto a participar en el estudio de inmunización con 
factor de Escherichia coli enterotoxigénica llevado a cabo por 
el Departamento de Infectologia (Jefe Dr. Guillermo Ruiz-Palacios). 

La patogenicidad de Escherichia coli enterotoxigénica depende en 
parte de la adherencia de la bacteria a la pared intestinal la 
cual está dada por el factor de colonización y en parte por la 
actividad de sus enterotoxinas. El próposito de administrar un 
concentrado de factor de colonización es el de estimular la produc
ción de anticuerpos específicos que impidan la adherencia de la 
bacteria y por lo tanto eviten su patogenicidad. Los objetivos 
inmediatos del trabajo son en primer lugar determinar la tolerancia 
al concentrado de factor de colonización y en segundo lugar deter
minar l_a dosis necesaria para que efectivamente sea inmunogénico. 

2) El estudio consistirá en la administración oral de un concentrado 
de factor de colonización puro (I y II) en cantidad total de 200 
microgramos por cada uno divididos en 4 tomas los que se adminis
trarán los días 10,12,13 y 15 de junio. ~s de mi conocimiento que 
se ha administrado la bacteria completa a humanos produciendo 
diarrea en personas susceptibles. Es de esperarse que la adminis
tración de los factores de colonización no la produzca ya que la 
diarrea es causada por las toxinas producidas por la bacteria. 

3) El estudio incluye la toma de sangre (5 e.e.) los días 10 y 24 
de junio; además de recolección de heces en caso de diarrea en 
cualquier momento del estudio. La vigilancia clínica estará a cargo 
de la Dra. Ma. de Lourdes García y del Dr. Guillermo Ruiz-Palacios; 
la preparación y administraci6n del antígeno a cargo de la Química 
Srita. Rosa Ma. Macias. 

4) Al dar mi consentimiento comprendo que mi participación en este 
estudio es voluntaria y que puedo darme de baja en cualquier momento. 
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5) Me será notificado cualquier hallazp,o importante que se descubra 
durante el estudio y que pueda estar relacionado con mi anuencia 
para continuar en él. 

6) Se me he informado que el número total de participantes en el estudio 
es de 5 personas. 

Nombre y firma del voluntario. 
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NOMBRE 
FECHA DE NACIMIENTO 
SEXO 
RAZA 
OCUPACION 
CONSENTIMIENTO 
DATOS FAMILIARES 

DIABETES 
HIPERTENSION 
HEMATOLOGICOS 
NEOPLASICOS 
OTROS 

DATOS PERSONALES 
ALEl!GIA 
DROGA 
ALCOHOLISMO 
TABAQUISMO 

• 

ANEXO 2 

INMUNIZACION CON PILI DE ETEC 

FORMA DE REGISTRO 

FASE 1 y FASE 2 

SI 

SI 
SI 
SI 
SI 
SI 

SI 
SI 
SI 
SI 

NO 

NO 
NO 
NO 
NO 
NO 

NO 
NO 
NO 
NO 

INMUNIZACIONES PREVIAS SI NO 

ENFERMEDADES PREVIAS 
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FECHA 

ESPECIFIQUE 

TIPO FECHA 



FECHA GERMEN 

ULTIMO EPISODIO DE DIARREA 
FECHA DE ULTIMA MENSTRUACION 
ANTICONCEPTIVOS SI NO ESPECIFIQUE 
HISTORIA CLINICA NORMAL ANORMAL 
OJOS, oinos, NARIZ GARGANTA 
GASTROINTESTINAL 
RESPIRATORIO 
CARDIACO 
VASCULAR PERIFERICO 
GENITO URINARIO 
NEUROLOGICO 
ENDOCRINO 
MUSCULO ESQUELETICO 
LINFATICO 
DERMATOLOGICO 

EXPLORACION FISICA 
PESO 
ESTATURA 
PULSO 
RESPIRACIONES 
TENSION ARTERIAL 
TEMPERATURA 

NORMAL ANORMAL 

OJOS, OIDOS, NARIZ, GARGANTA 
GASTROINTESTINAL 
RESPIRATORIO 
CARDIACO 
VASCULAR PERIFERICO 
GENITO URINARIO 
NEUROLOGICO 
ENDOCRINO 
MUSCULO ESQUELETICO 
LINFATICO 
DERMATOLOGICO 
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FECHA 

la. 

2a. 

Ja. 

4a. 

Sa. 

6a. 

7a. 

ªª· 
9a. 

Clave: Vol.: 
s 
SS 
SL 
L 

VOL 

volumen 
S6lida 
Semis6lida 
Semilfquida 
Lfquida 
+ • SI 
- • NO 

s 

ANEXO 3 
Forma de seguimiento de diarrea 

Fase 1 y Fase 2 

LLENESE EN CASO DE DIARREA 

SS SL L MOCO SANGRE 
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ANEXO 4 

FORMA DE CONSENTIMIENTO 

FASE 2 

INMUNOGENICITY OF ORAL VACCINE AGAINST ENTEROTOXIGENIC E. E.Q!i 

I'm · being asked to participate in a rescarch study of an oral 
vaccine. This vaccine is made from surface structures (pili) of E. coli 
2erm. These pili allow certain E. coli Rerms to remain in the gut and 
cause diarrhea. I will take oral doses of purified pili to see whether 
my body will make a protective immunologic (antibody) response. If I 
do make antibodies, it is possible I miRht benefit by bein~ protected 
against diarrhea caused by E. coli, which accounts for 40 to 50% of 
diarrhea in newly arrived US aduitS"""in Guadalajara. 

I understand I will be assigned randomly (like the flip of coin) 
to 1 of 2 trcatment groups. One group takes 4 doses the other group 
receives a placebo {ioactive and not effective) vaccine. Therefore, 
my chance of receiving a potentially protective vaccine is 50%. 

Duriog the 6-week study I will need to give a total of 3 blood 
samples to check on my body's response to the vaccine. Each blood sample 
is 2 teaspoons, and I understand blood taking can be painful at the 
site of the needle puncture where a bruise might also occur. 

The pili vaccine has bcen tested for side effects in volunteers 
in Mexico. ~It contains no live germs and should not cause fever ar 
other bad side effects, but I understand one other purpose of this study 
is to watch out far possible but unlikely side effects of the vaccine. 
For this reason I will need to make daily 10-minute visits to the 
diarrhea clinic (except weekends) and keep a dairy of how I feel. If 
I should develop diarrhea, I will need to submit an additional stool 
sample immediately far analysis; I will be treated at no cost, and I 
will continue with the studv es usual. 

Alternative approaches to the prevention of diarrhea do exist, 
including use of antibiotics or Pepto-Bismol but neither approach is 
recommended by the investigators far longer than 1 or 2 weeks. 
Alternatively, I might prefer to take no form of prevention at all and 
treat diarrhea that might occur with such medicines as antibiotics ar 
Pepto-Bismol. 

My participation in this study is voluntarv, 1 mav withdraw my 
c:onsent at any time without jeopardy to mv participation in other 
research studies which the invcstiRators might be conductinR. All the 
results of this study will be treatcd in strict confidence and should 
they be published, mv neme will not be used. I have been informed that 
should I suffer any physical injuries as a result of participation in 
this research activity, all the necessarv medica! facilities are 
available for treatment. I understand however, that I cannot expect 
to receive any payment far hospital expenses or any financia! 
compensation for such an injury. 
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1 will take a kno.,.·n preventive o[ diarrhea, trimethoprim/sulf-ª. 
methoxazole ( scptra, bactrim ) , daily for 10 days to Aive thc \'accine 
a chance to work. I am not allergic to this drug or sulfa and have read 
the product brochure about side effects. The druA will be stopped if 
reactions occur. 

I have had on opportunity to read this form and mv questions 
have been 8nswered. 

Signature Date 

Witness Date 
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