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Resumen.

Introducciéon: La produccidén industrial de extractos alergénicos purificados y
estandarizados tiene un gran avance en los ultimos afios, o que permite un mejor
diagnoéstico etiolégico en pruebas cutaneas. Objetivo: Estandarizar extractos
bacterianos para la elaboracion de vacunas, destinadas a los servicios de alergia.
Material y métodos: Se efectu6 un ensayo clinico, en el Centro de Inmunologia y
Productos Biolégicos (CENIPBI) de la Universidad Médica y el Hospital Amalia Simoni,
de Camaguey en el periodo comprendido desde enero del 2012 a abril del 2015. La
investigacion se desarroll6 en dos etapas en la primera se obtuvo el extracto y en la
segunda se midid la reactividad in vivo. Resultados: Se obtuvieron extractos
bacterianos de pseudomonas aeruginosas, streptococcus 3 hemolitico, streptococcus a
hemolitico, staphylococcus albus, staphylococcus aureo, a partir de cepas de
referencias ATTC. La positividad general de la prueba cutdnea demorada fue del 78,33
% en los pacientes con dermatitis atopica y un 13,33 % en los sanos. En los enfermos
de dermatitis atdpica se obtuvo respuestas positivas mayoritaria a Staphylococcus
aureus con el 81,6 %. Las reacciones adversas encontradas fueron minimas, en un
6,67 %. Conclusiones: Con el trabajo conjunto con el CENIPBI aplicando las Buenas
Practicas Clinicas y bajo estandares internacionales se logra producir extractos

bacterianos aptos para el uso alergoldgico. Al probar estos extractos en pacientes con



dermatitis atopica se obtiene una respuesta cutanea con alto grado de especificidad,
donde la mayor respuesta recae en el staphylococcus aureus, germen con mayor
exposicion en la dermatitis atdpica.
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Introduccion

La produccion industrial de extractos alergénicos purificados y estandarizados tiene un
gran avance en los ultimos afos, lo que permite un mejor diagndstico etioldgico en
pruebas cutdneas!, aspecto que condesciende un desarrollo notable de la
inmunoterapia especifica (ITE), técnica terapéutica ampliamente utilizada en los
servicios dedicados al tratamiento de las alergias.??

Con el proposito de encontrar la vacuna adecuada, se ha avanzado en la produccién
industrial de extractos alergénicos. En igual sentido, se han desarrollado las técnicas de
alergia molecular diferenciando aquellas moléculas responsables de los sintomas, para
lograr el manejo apropiado de los pacientes que padecen enfermedades alérgicas®*:
técnica que aun no estd disponible para todos los servicios de alergologia y resulta
poco conocida en muchos paises.

Sin embargo, los extractos alergénicos industriales pueden ser usados por cualquier
especialista. Se trata de productos de calidad, purificados y estandarizados con una
potencia alergénica determinada en los laboratorios productores acorde los estandares
internacionales.

A pesar de que cada laboratorio tiene sus referencias internas, se ha comprobado que
la potencia relativa con extractos alergénicos es similar en varias industrias productoras
a ciclo completo, lo que proporciona resultados analogos en las pruebas cutaneas y en
la ITA.®

Cuba en los ultimos veinte aflos ha mantenido un desarrollo alentador en la obtencion
de extractos alergénicos, en lo referente a acaros, hongos, pélenes y alimentos®®, no
asi en los extractos bacterianos que requieren de mayor atencidén con vista a lograr una

produccion estable con estandares certificados en su elaboracion.



Se plantea que las bacterias tienen la capacidad de secretar toxinas muchas de las
cuales pueden desempefiarse como superantigenos y en estas condiciones pueden
modular la sintesis de IgE. Existen diversos ejemplos como es el caso del
Staphylococcus aureus quien es capaz de estimular los procesos inflamatorios
mediante una activacién excesiva de células T y macréfagos® evidencia de un nuevo
mecanismo de estimulacion inmunoldgica en interaccién con células presentadoras de
antigenos a través del MHC clase 11.%°

En Cuba, se viene trabajando en este sentidos y se estan haciendo esfuerzos en la
obtencién de extractos bacterianos para el uso alergologico, aspecto para el que se han
encontrado evidencias cientificas.'" *?

Es reconocido por el gremio alergolégico el uso de las vacunas bacterianas
desensibilizantes en el tratamiento de la sensibilizacion alérgica bacteriana especifica,
pero para su confeccidn se requiere un proceso de estandarizacion que garantice la
inmunogenicidad del producto, estabilidad, reproductividad y buena respuesta clinica;
oportunidad que se halla en el Centro de Inmunologia y Productos Biologicos (CENIPBI)
de la Universidad Médica de Camaguey; motivo por el que el objetivo de la presente
investigacion fue estandarizar extractos bacterianos para la elaboracién de vacunas,

destinadas a los servicios de alergia.

Material y métodos

Se efectud un trabajo de investigacion-desarrollo en forma de ensayo clinico, en
conjunto entre el Centro de Inmunologia y Productos Biol6gicos (CENIPBI) de la
Universidad Médica de Camaguey y el Hospital Amalia Simoni, de igual localidad,
durante el periodo comprendido desde enero del 2012 a abril del 2015.

La investigacion se desarrollé en dos etapas en la primera se obtuvo el extracto y en la
segunda se midi6 la reactividad in vivo.

Primera etapa (obtencion del extracto): Se utilizaron cepas de referencia ATCC
aportadas por el Centro de Ingenieria genética y biotecnologia, y el centro provincial de
higiene y epidemiologia de Camaguey. El cultivo se efectué en agar cerebro corazon, la
muerte con formol al 40% y el arrastre se hizo con fenol al 4%. En todos los casos se

midio esterilidad del producto mediante resiembra en cufas y técnica de thioglicolato.



Una vez obtenido el producto el conteo celular se realiz6 por método nefelométrico
visual y automatizado.

Para la concentracion final del millonaje de bacterias por ml se empled la formula:
CIxVI=CDxVD

Donde:

Cl= concentracion inicial.

VI= volumen inicial.

CD= concentracion deseada.

VD= volumen deseado.

Segunda etapa: se midié in vivo la reactividad cutdnea mediante pruebas cutdneas
demoradas con extractos bacterianos obtenidos en la primera etapa.

Universo estuvo dado por 74 enfermos de dermatitis atopica que asistieron al servicio
de alergia del hospital Amalia Simoni en este periodo y la muestra se conformo por 60
pacientes que cumplieron los criterios de seleccion con igual nimero de controles
sanos.

Criterios de inclusion:

e Edad superior a 18 afios y menor de 65.

e Ambos sexos.

e Diagndstico de dermatitis atopica.

e Consentimiento de participacion.

Criterios de exclusion:

e Enfermedades que contraindiquen la realizacion de pruebas bacterianas demoradas.
La informacién recopilada se procesé en forma computarizada para lo cual se cre6 una
base de datos en una computadora Pentium IV utilizando el paguete SPSS versién10.6,

lo que permitié la confeccion de tablas estadisticas.

Resultados

Se obtuvieron extractos bacterianos de pseudomonas aeruginosas, streptococcus f3
hemolitico, streptococcus a hemolitico, staphylococcus albus, staphylococcus aureo,
con certificacion de esterilidad y fecha de caducidad reconocidas a partir de cepas de



referencias ATTC, avalados por certificado de obtencién del CENIPBI de la Universidad
Medica de Camaguey.

Tabla 1. Positividad general de la prueba cutanea demorada a bacterias.

Casos Controles

Positividad Frecuencia % Frecuencia %
Si 47 78,33 14 23,33
No 13 21,67 46 76,67
Total 60 100 60 100

(p< 0.05)
Fuente: Registro de datos.
La positividad general de la prueba cutdnea demorada a bacterias fue del 78,33 % en

los pacientes con dermatitis atépica y un 13,33 % en los sanos (p< 0.05).

Tabla 2. Sensibilizacion cutédneo celular in vivo para los diferentes antigenos
bacterianos.

Grupo Casos Grupo Control

Tipo de bacteria Frecuencia % Frecuencia %
Staphylococcus aureus 49 81,66 % 8 13,33%
Staphylococcus albus 15 25 % 5 8,33 %
Streptococcus a 13 21,66 % 7 11,66 %
Hemolitico. 22 36,66 % 20 33,33 %
Streptococcus B 5 8,33 % - -
Hemolitico.
Pseudomona
aeruginosa
*p< 0.05

Fuente: Registro de datos.
Hubo pacientes con reaccion positiva en mas de un antigeno bacteriano. En los

enfermos de dermatitis atOpica se obtuvo respuestas positivas mayoritaria a



Staphylococcus aureus con el 81,6 %, seguido por el streptococcus 8 hemolitico con

un 36,6 %, con respuesta en los controles de 13,3 y 33,3 % respectivamente.

Tabla 3. Sensibilidad cutanea para los diferentes antigenos bacterianos

atendiendo al diametro del n6dulo alas 72 horas de realizada la prueba.

Grupos 1 2 3 4 5

de Staphylococ | Staphyloco | Streptococcus | Streptococcus | Pseudomona

estudio cus aureus | ccus albus | a Hemolitico B Hemolitico aeuriginosa

Casos 12,50 3,70 2,10 4,20 1,30

Control 3,5 1,5 0,30 2,80

Las media del tamafio del nédulo fueron mayor para el Staphylococcus aureus con

12.50, seguido por el streptococcus 3 hemolitico con 6.7.

Tabla 4. Reacciones adversas.

Reacciones adversas Casos Controles Total

Nimero % Numero % Nimero %

Leve 2 3,33 1 1,67 3 5
Moderadas 1 1,67 - 1 1,67
severas - - - -

Total 3 5 1 1,67 4 6,67

Fuente: Registro de datos.
Las reacciones adversas encontradas fueron minimas, solo en un 6.67 % de ellos 5 %

en los enfermos de dermatitis atopica y 1.67 % en los controles.

Discusion
Las enfermedades alérgicas son muy frecuentes y dentro de ellas la dermatitis atopica

1314 nadecimiento en el que se sufre con frecuencia infeccién

ocupa un lugar importante
bacteriana en las lesiones cuténeas lo que facilita el proceso de sensibilizacion.'
Concomitante a la aparicion de una respuesta celular hacia estos antigenos

bacterianos, se puede mostrar dafio causado por la presencia del antigeno, en la que el



dafio se debe mas a la respuesta del huésped que a la accion misma del
microorganismo.®

Al igual que en otras alergias, en la dermatitis atopica, las pruebas dérmicas ofrecen
una biovaloracion sobre la presencia o ausencia de una respuesta inmunitaria a un
antigeno especifico que activa un mecanismo efector particular de inflamacion y origina
una lesion transitoria, visible y/o palpable. La piel es un 6rgano conveniente para
probar, ya que esta equipada con todos los elementos necesarios para despertar una
reaccion de hipersensibilidad localizada y controlada. **

De ellas las pruebas demoradas con antigenos microbianos (prueba de tuberculina) es
una prueba intradérmica para hipersensibilidad mediada por células que se utiliza para
detectar inmunidad en ciertas infecciones y para evaluar sensibilizacién celular
especifica, técnica aplicable en la dermatitis atopica por el alto grado de exposicion
bacteriana en las lesiones cutaneas. *’

La prueba de tuberculina se utiliza para medir sensibilizacion celular in vivo, debido a
gue las reacciones de hipersensibilidad tardias dependen de la respuesta inmunoldgica
mediadas por el linfocito T. **

Del andlisis de estos resultados se puede arglir que la alta sensibilizaciébn cutaneo
celular a Staphylococcus aureus en los pacientes con dermatitis atdpica, esta
determinada por la alta exposicidn a este germen en las lesiones cutaneas propias de la
enfermedad, situacion descrita en varias investigaciones y en relacion con el reporte a
nivel internacional de una mayor infeccién a Staphylococcus aureus en las lesiones de
piel.*®

Los estudios realizados con staphylococcus aureus proporcionan evidencias de un
mecanismo de estimulacion inmunoldgica, considerado como el prototipo de los
superantigenos, fracciones peptidicas del microorganismo al unirse a moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad clase Il (QH 1) de los monocitos y las células
dendriticas induce la liberacion de un determinado numero de moléculas pro
inflamatorias (p. Ej.: IL1 y factor alfa de necrosis tumoral). *°

Ademas algunas células T presentan receptores formados por cadenas alfa y beta, que

pueden estimularse, proliferar y secretar citocinas como respuesta a los



superantigenos, sistema a través del cual se puede mantener la respuesta relacionarse
a la reduccion de los superantigenos existentes a nivel de la piel.*®

Se ha descrito que algunas toxinas bacterianas pueden estimular la activacion de
grandes cantidades de linfocitos TCD4+ y cualquiera de estas toxinas puede estimular
todas las células T en individuos que expresan un “juego” particular de genes
relacionado con los receptores de células T. Dichas toxinas son consideradas
superantigenos y su importancia radica en la capacidad de estimular mecanismos
efectores de la respuesta inmune de tipo adaptativo con la subsiguiente aparicion de

anormalidades clinico patolégicas.”

Conclusiones

e Con el trabajo conjunto con el CENIPBI aplicando las Buenas practicas clinicas y
bajo estandares internacionales se logra producir extractos bacterianos aptos para el
uso alergologico.

e Al probar estos extractos en pacientes con dermatitis atopica se obtiene una
respuesta cutanea con alto grado de especificidad, donde la mayor respuesta recae
en el staphylococcus aureus germen con mayor exposicidon en este grupo de

enfermos.
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