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RESUMEN

Se evalud la inocuidad, inmunogenicidad y eficacia de una vacuna tetravalente obtenida
por recombinacion genética de rotavirus aislados de monos rhesus y seres humanos (RRV-TV)
(4 X 10* unidades formadoras de placas por dosis) en un ensayo prospectivo, aleatorio, a doble
ciego y controlado con placebo que se efectué con 540 lactantes brasilefios. Se administraron
dosis de vacuna o de placebo a la edad de 1, 3 y 5 meses. No se observaron diferencias signifi-
cativas en la frecuencia de diarrea o vémito en los bebés de ninguno de los dos grupos después
de administrar la dosis correspondiente. De 2 a 3% de los vacunados tuvieron fiebre baja los
dias tercero a quinto después de recibir la primera dosis, pero no después de las dosis segunda
o tercera. Se observé una respuesta de anticuerpos del tipo IgA al rotavirus aislado de monos
rhesus (RRV) en 58% de los vacunados y en 33% de quienes recibieron placebo. La respuesta
de anticuerpos neutralizantes a cada serotipo no pasé de 20% cuando se determiné con la
prueba de reduccion de focos de fluorescencia, pero fue superior a 40% al medirse con la prueba
de neutralizacién a base de reduccion de placas.

Se presentaron 91 casos de diarrea causada por rotavirus entre los nifios que recibieron
las tres dosis (de vacuna o de placebo) durante un sequimiento de 2 afios, 36 de ellos en los
nifios vacunados. La eficacia general de la vacuna fue de 8% (P = 0,005) contra toda clase
de diarrea y de 35% (P = 0,03) contra la diarrea causada por rotavirus. La proteccion
durante el primer afio de seguimiento, cuando predoming el rotavirus G del serotipo 1, fue
de 57% (P=0,008), pero se redujo a 12% en el segundo afio. Se obtuvieron resultados simi-
lares al restringir el andlisis a episodios en que el rotavirus fue el tinico agente patdgeno
identificado. Se observé en la vacuna una mayor tendencia a proteger contra casos de enfer-
medad con un promedio de seis o mas deposiciones diarias. Estos resultados son lo suficien-
temente alentadores para justificar que en paises en desarrollo se hagan otros estudios de
esta vacuna con una dosis mayor para tratar de mejorar su inmunogenicidad y eficacia.

1 Se public6 en inglés en el Bulletin of the World
Health Organization, Vol. 74, No. 5, 1996, con el
titulo “Immunogenicity, safety, and efficacy of
tetravalent rhesus-human reassortant rotavirus
vaccine in Belém, Brazil”. © Organizacion Mundial
de la Salud, 1996.

2 Instituto Evandro Chagas, Av. Almirante Barroso
492, 66.090-000 Belém, Pard, Brasil. La correspon-
dencia debe dirigirse a A. C. Linhares a esta direc-
cién.
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Los rotavirus causan mas de 125 anuales en el mundo, sobre todo en
millones de casos de diarrea infantil y =~ zonas tropicales (I). A juzgar por la
alrededor de 1 millén de defunciones  similitud de su incidencia en paises

industrializados y en desarrollo, la
enfermedad no se controlard con mejo-

3 Clinica de Medicina Preventiva de Para (CLIMEP), res practlcas. de abas_te.CImlentO d_e
Belém, Par4, Brasil. agua, saneamiento o hlglene Yy es evi-
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dente que se necesita una vacuna efi-
caz (2, 3).

Las estrategias para preparar una
vacuna oral comprenden desde el
“método de Jenner”, con cepas de
rotavirus aisladas de animales, hasta
la aplicaciéon de técnicas de biologia
molecular (4). Un método prometedor
consiste en producir cepas recombi-
nantes de rotavirus aislados de seres
humanos y de animales con la especi-
ficidad de neutralizacién de las cepas
humanas, con el objetivo de provocar
inmunidad homotipica contra cada
uno de los cuatro serotipos importan-
tes del rotavirus G (5, 6).

Los ensayos efectuados en Finlandia
y Estados Unidos de Ameérica con
vacunas obtenidas de un solo serotipo
rotavirico aislado de monos rhesus y
seres humanos (7, 8) han demostrado
que se obtiene proteccién después de
administrar una sola dosis de 10* uni-
dades formadoras de placas (ufp). La
proteccién, que no fue necesariamente
especifica para cada serotipo, durd
mas de 1 afio, fue mayor en lactantes
que mostraron una respuesta de anti-
cuerpos de tipo IgA en suero a la
vacuna y fue quiza mayor en episodios
de diarrea graves que en episodios
leves. En Finlandia, por ejemplo,
donde prevalecia el serotipo 1 del rota-
virus G, las tasas de proteccién confe-
ridas por las vacunas obtenidas de
rotavirus aislados de monos rhesus y
seres humanos con especificidad para
el serotipo 1 del rotavirus G (D X
vacuna contra rotavirus aislados de
monos rhesus (RRV)) o del serotipo 2
(DS1 X RRV) alcanzaron un promedio
de 66 y 38%, respectivamente, en los
periodos primero y segundo de la
epidemia de infeccién por rotavirus
después de la inmunizacién (7). En lac-
tantes con una respuesta de anticuer-
pos de tipo IgA en suero, esas cifras
fueron de 92 y 59%, respectivamente.
En cambio, la eficacia de la vacuna en
los paises en desarrollo ha sido de-
salentadora. En un ensayo de 2 afios
efectuado en el Pera (9), ni la vacuna
D X RRV ni la DS1 X RRV, adminis-
tradas en una sola dosis, confirieron
mucha proteccion contra la diarrea
causada por rotavirus heterotipicos u
homotipicos.

Las iniciativas mds recientes se han
dirigido hacia la evaluacién de la
vacuna tetravalente contra RRV (RRV-
TV), que contiene especificamente
cepas recombinantes de rotavirus ais-
lados de monos rhesus y seres huma-
nos de los serotipos 1, 2 y 4 del rotavi-
rus G y de RRV del serotipo 3 del
rotavirus G, con la esperanza de que
confiriera proteccion particular contra
cada uno de los cuatro serotipos
importantes de rotavirus G y una
mayor proteccion general que cada
uno de los elementos por separado. Se
han evaluado la inocuidad e inmuno-
genicidad de las vacunas a base de
cepas recombinantes de RRV, adminis-
tradas solas o en combinacién a nifios
y lactantes (10-17). Sin embargo, solo
hay datos limitados sobre la eficacia de
la vacuna RRV-TV. En los Estados Uni-
dos se logré un grado de proteccion de
57% contra la diarrea causada por rota-
virus durante un periodo de 2 afios,
después de aplicar tres dosis de la
vacuna (cada una de 4 X 10*unidades
formadoras de placas) (18). En cambio,
en el Pert tres dosis de la vacuna pro-
porcionaron una protecciéon de sola-
mente 24% por 1 afio (19).

El presente estudio se realizé para
determinar la inocuidad, inmunogeni-
cidad y eficacia de tres dosis de la
vacuna RRV-TV en lactantes sanos en
Belém, Brasil.

MATERIALES Y METODOS

En el trabajo sobre el terreno hemos
seguido esencialmente las recomenda-
ciones de Lanata y Black (20). El estu-
dio fue autorizado por el Comité de
Etica del Instituto Evandro Chagas, el
Consejo Regional de Medicina, la
Secretaria de Salud Publica del Estado
de Para y el Ministerio de Salud del
Brasil y por el Comité de Etica de la
OMS.

Zona del estudio y su poblacion.
Belém se encuentra en el Norte del
Brasil, cerca de la desembocadura del
rio Amazonas, y tiene un clima tropi-
cal himedo. La mitad de su poblacién,
que estd estimada en 1,5 millones de
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habitantes, vive en condiciones de
hacinamiento y con sistemas de sanea-
miento deficientes. El ensayo se realizé
en una zona de 8 km? con una pobla-
cién de 350 000 habitantes. Segtin estu-
dios anteriores en esa zona, los rotavi-
rus ocasionan alrededor de 30% de los
casos de diarrea aguda en lactantes y
nifios pequefios hospitalizados (21) y
casi 10% de los episodios de gastroen-
teritis aguda en la comunidad (22). Los
cuatro serotipos del rotavirus G circu-
lan en la zona y el tipo 1 es el mas
comun (23).

Se reuni6 a un total de 1 064 mujeres
embarazadas por medio de visitas
domiciliarias realizadas entre octubre
de 1989 y enero de 1990 y de ese total
se seleccioné a 540 mujeres para parti-
cipar en el ensayo. Se procuré agrupar
a las familias por zona geografica con
objeto de facilitar el trabajo de campo.
Desde su reclutamiento y hasta el
momento del parto, se hicieron visitas
mensuales a las mujeres para mante-
ner activo su interés y reiterar los
objetivos y condiciones del estudio.
Asimismo se dieron charlas sobre el
proyecto periédicamente en los cen-
tros comunitarios.

Se inscribi6 a los lactantes durante la
primera visita mensual después del
nacimiento y en la misma ocasién se
solicitd a los padres de familia que fir-
maran el formulario de consenti-
miento fundamentado. Se excluyé a
los lactantes del estudio cuando a) los
padres no habian dado su consenti-
miento, b) los nifios tenian alguna
enfermedad crénica o ¢ algin miem-
bro de la familia estaba tomando un
medicamento inmunosupresor o tenia
algtin tipo de inmunodeficiencia. De
febrero a septiembre de 1990 se reunié
a 540 recién nacidos, la mayoria (94%)
de marzo a julio.

Disefio del estudio. El estudio fue
un ensayo de 2 afios aleatorio, pros-
pectivo, a doble ciego, controlado con
placebo, en el que los lactantes recibie-
ron tres dosis de placebo o de la
vacuna RRV-TV. Se administraron las
dosis primera, segunda y tercera a 540,
513 y 495 lactantes, respectivamente, a
una edad aproximada de 1, 3 y 5 meses
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(recorridos de edad: 30-59, 90-119 y
150-179 dias, respectivamente). Se
tomo sangre venosa a 180 nifios antes
de administrar la primera dosis y se
recolectaron 170, 168 y 165 especime-
nes de los mismos nifios un mes des-
pués de aplicarles las dosis primera,
segunda y tercera, respectivamente. Se
congelaron las muestras de suero a
-20 °C hasta que fueron sometidas a
ensayos detectores de anticuerpos
antirrotaviricos.

El tamario muestral se calcul segin
lo recomendado por Lanata y Black
(20). El estudio se disefi6 con el propé-
sito de detectar una eficacia protectora
minima de 70% (con un nivel alfa de
5% y una potencia de 90%) contra
todos los episodios de diarrea causada
por rotavirus durante los 2 afios de
vigilancia después de la inmunizacién.
La incidencia esperada en el grupo tra-
tado con placebo se basé en lo que se
habia observado durante la vigilancia
previa en la misma zona (22). Al cabo
del seguimiento hacia falta un minimo
de 200 nifios por grupo. Se hizo una
seleccién aleatoria por grupos de doce
manzanas empleando los numeros
consecutivos de la inscripcion de los
nifios: se seleccionaron 180 nifios al
azar para estudios de inmunogenici-
dad a razén de tres nifios vacunados
por cada nifio tratado con placebo. La
aplicacion aleatoria de la vacuna y la
selecciéon de los nifios para el estudio
de inmunogenicidad estuvieron a
cargo de la empresa de laboratorios
Wyeth-Ayerst de Radnor, Pensilvania,
Estados Unidos de América. El c6digo
de la vacuna se guardé en la oficina de
los laboratorios Wyeth-Ayerst y en la
OMS y no se revel6 hasta después de
terminada la vigilancia: se verificaron
y corrigieron los datos y se confirmé el
carécter definitivo de los datos finales.

La vacuna y la inmunizacién. Cada
dosis de la vacuna RRV-TV contenia 4
X 10* ufp con partes iguales de a) la
cepa recombinante del serotipo Gl
(D X RRYV), b) la cepa recombinante
del serotipo G2 (DS1 X RRV), ¢) la
cepa del serotipo G3 del RRV y d) la
cepa recombinante del serotipo G4
(ST3 X RRV). Cada cepa recombinante
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contenfa la codificacién genética del
antigeno VP7 del rotavirus G de los
serotipos 1, 2 6 4 aislados de seres
humanos, y los 10 genes restantes se
derivaban de la cepa MMU18006 de
rotavirus aislados de monos rhesus
(4). La vacuna y el placebo (exudado
de un cultivo celular sin infeccién) fue-
ron fabricados por los laboratorios
Wyeth-Ayerst, se suministraron liofili-
zados y se mantuvieron a 4 “C hasta
que se usaron. Los viales de vacuna y
placebo se numeraron en serie y eran
idénticos en su apariencia. Los viales
para los nifios preseleccionados aleato-
riamente para el estudio de inmunoge-
nicidad tenian rétulos rosados distinti-
vos. Se reconstituyeron con 1,2 mL de
agua destilada inmediatamente antes
de su administracién.

De abril de 1990 a enero de 1991, se
administré la vacuna o el placebo dos
veces a la semana en el Instituto Evan-
dro Chagas. Cada nifio fue examinado
por un pediatra antes de la inmuniza-
cién. Se reprogramé la vacunacion de
los nifios que habian tenido fiebre o
diarrea en las ultimas 48 6 72 horas,
respectivamente. Se dejé de amaman-
tar o de alimentar con biberén al nifio
una hora antes y después de la inmu-
nizacién. Inmediatamente antes de
ella, se dieron a cada nino 30 mL de
leche evaporada reconstituida (sin
actividad neutralizante antirrotavirica
y con 400 mg de bicarbonato de sodio).
También se sacaron por venipuntura
de 2 a 5 mL de sangre a los lactantes
incluidos en el estudio de inmunoge-
nicidad. Se inst6 a las madres a obte-
ner otras vacunas de administracién
obligatoria de los servicios oficiales de
salud publica. Sin embargo, segin el
acuerdo logrado con las autoridades
locales de salud publica, nuestro per-
sonal asumié la responsabilidad de
administrar la vacuna antipoliomieli-
tica oral a todos los participantes. Esta
se dio un minimo de 15 dias antes o
después de aplicarse la vacuna antirro-
tavirica.

Vigilancia de efectos secundarios y
de episodios de diarrea. Después de
la inmunizacién, se visitd a cada nifio
diariamente durante 7 dias consecuti-

vos. En cada visita se observaron y
registraron los siguientes datos: a)
nimero y consistencia de las deposi-
ciones en las ultimas 24 horas; b) fre-
cuencia del vémito; c) temperatura
rectal y d) presencia de sintomas respi-
ratorios. A partir del séptimo dia des-
pués de administrar la primera dosis y
por un periodo de 2 afios, se visit6 a
cada nifio a domicilio dos veces a la
semana para observar cualquier episo-
dio de diarrea, definida como tres o
mas deposiciones liquidas o semiliqui-
das en un periodo de 24 horas. En los
casos en que se detecté diarrea se
hicieron visitas diarias hasta el final
del episodio, es decir, hasta cuando el
nifio hubiera tenido menos de tres
deposiciones liquidas o semiliquidas
en cada periodo de 24 horas por un
periodo de 2 dias o mds. Durante los
episodios de diarrea se registraron
periédicamente los siguientes parame-
tros clinicos: a) nimero de deposicio-
nes en cada periodo de 24 horas
(incluidas las de consistencia acuosa);
b) duracién de la diarrea; c) presencia
de sangre o moco en las deposiciones;
d) frecuencia del vémito; e) fiebre
determinada por la via rectal; y f) sig-
nos de deshidratacién segun los crite-
rios establecidos por la OMS (24).
Cuando hubo signos de deshidrata-
cién, un médico de nuestra plantilla
visit6 al nifio y lo remitié a un servicio
médico o a un hospital ptblico, segin
fuese necesario.

Procedimientos de laboratorio. Se
obtuvieron muestras de materia fecal o
frotis rectales lo méds pronto posible
después de detectar un episodio de
diarrea. Se recolectaron especimenes
durante el episodio y por un periodo
de 48 horas después de su desapari-
cion. Durante 1990 y 1991 se recogie-
ron solamente muestras de materia
fecal; en 1992 se tomaron frotis rectales
cuando no fue posible obtener una
muestra de heces. Las heces o los frotis
rectales se colocaron en solucién salina
estéril para examen de rotavirus y en
dos viales con tapa de rosca con el
medio de Cary-Blair, uno de los cuales
contenia un suplemento antimicro-
biano de Skirrow (25). También se
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colocé una muestra en un frasco lleno
de una solucién de Merthiolate, yodo
y formalina para hacerle examen para-
sitolégico. Las muestras se trasladaron
al laboratorio en las siguientes 4 horas
en cajas forradas de material aislante y
cargadas de paquetes frios y se exami-
naron el mismo dia. Todas se some-
tieron metédicamente a medicion
de antigenos antirrotaviricos con estu-
ches de inmunoensayo enzima-
tico (ELISA) de marca DAKOPATTS
(Copenhague, Dinamarca) (26). Se
determiné el serotipo de las cepas de
rotavirus G con anticuerpos monoclo-
nales, siguiendo basicamente la téc-
nica descrita por Taniguchi et al. (27).
Los resultados se confirmaron en el
Departamento de Higiene y Epidemio-
logia de la Facultad de Medicina de
Sapporo, Japon. Las cepas de rotavirus
cuyo serotipo no se pudo identificar
por este método se determinaron en el
Instituto de Enfermedades Infecciosas
de la Universidad de Pavia, Italia, con
microscopia inmunoelectrénica de
fase solida (28).

Solo las muestras fecales positivas a
rotavirus se examinaron posterior-
mente, usando las técnicas estableci-
das, para determinar la presencia de
otros agentes patégenos causantes de
diarrea (29). La produccién de entero-
toxinas por Escherichia coli se examind
mediante el uso de estuches comercia-
les: la toxina termoldbil con la prueba
de aglutinacién pasiva inversa en latex
(VET-RPLA, Unipath Ltd., Basings-
toke, Hampshire, Reino Unido) y la
toxina termoestable con una prueba
ELISA de marca competitiva (estuche
de inmunoensayo enzimadtico para la
toxina termoestable de E. coli, Unipath
Ltd., Basingstoke, Hampshire, Reino
Unido). Ademas, todas las bacterias
E. coli enteropatégenas identificadas
en este estudio (con procedimientos
seroldgicos normales) se sometieron a
pruebas adicionales para determinar la
presencia del factor de enteroadheren-
cia (FEA) con sonda genética, como se
indic6 antes (30). Las muestras fecales
positivas a rotavirus se examinaron en
todos los casos con técnicas convencio-
nales de andlisis parasitolégico y para
determinar la presencia de Cryptospori-
dium sp., usando un método de tincién

modificado a base de los colorantes de
Ziehl-Nielsen y auramina (31).

Las muestras de suero tomadas
antes y después de la inmunizacién se
sometieron a pruebas detectoras de
anticuerpos antirrotaviricos en los
United Medical Laboratories (McLean,
Virginia, EUA). Se determin¢ la con-
centracién de anticuerpos de tipo IgA
contra rotavirus con un inmunoensayo
enzimatico que utiliza RRV como anti-
geno de captacién, segin se explicd
anteriormente (32, 33). Todas las
muestras de suero tomadas de un
mismo sujeto se examinaron simulta-
neamente, comenzando con una dilu-
cién de 1:50. Se determind la presencia
de anticuerpos neutralizantes contra
serotipos especificos de rotavirus con
un ensayo modificado de fluorescen-
cia y reduccién de focos (FRF) (34).
Todos los sueros se analizaron para
determinar la presencia de anticuerpos
contra los serotipos G1 (cepa Wa), G2
(cepa DS1), G3 (cepa P), G4 (cepa ST3)
y RRV. También se determiné la con-
centracion de anticuerpos neutralizan-
tes contra las cepas WA, DS1, SC2
(cepa recombinante de G2 basada en
WC3), RRV, WI78-8 (tipo G3) y BrB9
(cepa recombinante de G4 basada en
WC3) en el suero de 20 personas vacu-
nadas con RRV-TV con la prueba de
neutralizacién a base de reduccién de
placas (NRP), esencialmente de la
forma descrita en otros trabajos (35).

Analisis de datos. Un total de 495
(92%) de los 540 lactantes a quienes se
administré la primera dosis de vacuna
o de placebo recibieron inmunizacién
completa. De esos 495, 466 (94%) tuvie-
ron un seguimiento que durd el total
de los 2 afios que durd el estudio.
Hubo pérdidas al seguimiento por
defuncion (8 nifios), retiro del consenti-
miento (1 nifio) y emigracién de la
zona de estudio (65 nifios). Al determi-
nar la eficacia de la vacuna, se tuvieron
en cuenta solo los episodios de diarrea
que se presentaron no menos de 15
dias después de administrarse la ter-
cera dosis de vacuna o placebo. Se
excluyeron del andlisis los nifios que
no habian recibido inmunizacién com-
pleta. Se calculf la eficacia de la vacuna
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en términos de episodios de diarrea
positivos a rotavirus y de episodios de
infecciébn “pura” por rotavirus, es
decir, sin la identificacién de ningin
otro agente enteropatégeno (Salmone-
lla, Shigella, Aeromonas sp., Campylobac-
ter sp., Vibrio sp., E. coli enterotoxigena,
E. coli positiva al FEA, Cryptosporidium
sp., Giardia intestinalis o Entamoeba his-
tolytica). También se evalué la eficacia
contra indicadores de la gravedad cli-
nica (GC) segtin un sistema de califica-
cién modificado de 20 puntos pro-
puesto por Flores et al. (36).

La eficacia de la vacuna y los
intervalos de confianza de 95% se
determinaron de la manera descrita
anteriormente (20). Se analizaron las
diferencias entre el grupo que recibi6é
vacuna y el que recibié placebo, apli-
cando para ello la prueba de asocia-
ciéon de ji al cuadrado de Mantel-
Haenszel o la prueba exacta de Fisher,
segln lo indicado (se consider6 signi-
ficativo un valor P < 0,05).

RESULTADOS

Reactogenicidad. La vacuna RRV-
TV fue bien tolerada. Las incidencias
de diarrea y vémito durante los 7 dias
posteriores a las dosis primera, se-
gunda y tercera, y de fiebre después
de las dosis segunda y tercera no mos-
traron diferencia significativa entre
quienes recibieron la vacuna y el pla-
cebo. De 1,6 a 2,9% de los lactantes
tuvieron fiebre baja (temperatura rec-
tal =38 °C) entre los dias tercero y
quinto después de recibir la primera
dosis de la vacuna RRV-TV, pero eso
se observo solo en 0,4 a 1,2% de los
nifios que recibieron placebo (P < 0,05
en la prueba del ji al cuadrado).

Serologia. Se tomaron muestras de
suero antes de la vacunacién y después
de la tercera dosis a 161 lactantes (40
nifios que recibieron placebo y 121 que
recibieron la vacuna). Los resultados
de la seroconversién determinada con
el ELISA detector de IgA y con la
prueba detectora de anticuerpos neu-
tralizantes [con FRF], después de
administrar tres dosis, se resumen en
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la figura 1. La seroconversién detec-
tada por aumento de los anticuerpos
de tipo IgA en la prueba ELISA fue
mucho mas frecuente (P = 0,005) entre
los vacunados (58%) que entre los lac-
tantes que recibieron placebo (33%).
En cambio, entre los vacunados las
tasas de seroconversion especificas de
cada serotipo medidas por la presencia
de anticuerpos neutralizantes detecta-
dos por FRF fueron menores de
20%, con excepcién de la respuesta a
RRV (la seroconversién fue de 62 y
7,5%, respectivamente, en el grupo
vacunado y el tratado con placebo,
P < 0,001). Se observaron diferencias
significativas entre estos dos grupos
solamente en el caso del serotipo 2
(19% frente a 5%, P = 0,03) y de los
cuatro serotipos humanos combinados
(18% frente a 2,5%, P=0,01). La media
geométrica de los titulos (MGT) de
anticuerpos neutralizantes contra los
serotipos 1, 2, 3 y 4 del rotavirus G
también fueron bajos y en el grupo
vacunado alcanzaron un valor méximo
de 62 contra la combinacién de seroti-
pos humanos. Por contraste, la MGT
de los anticuerpos contra el RRV fue
de 410 y 24 en ambos grupos, respecti-
vamente (P < 0,005).

En el cuadro 1 se resumen las res-
puestas de anticuerpos a los serotipos
G1-4 de rotavirus después de cada
dosis de la vacuna RRV-TV, segtin la
prueba de neutralizaciéon a base de
reduccién de placas (NRP). Antes de la
inmunizacién las tasas de seropositivi-
dad a todos los tipos y cepas de rotavi-
rus G, excepto a la cepa G2/5C2-9,
fueron mayores de 60%. Ademads, las
tasas de respuesta seroldgica después
de cualquiera de las dosis oscilaron
entre 45y 75% con las cepas G1/WA y
G3/RRYV, respectivamente.

Eficacia protectora. Durante el pe-
riodo de seguimiento (que comenzé 15
dias después de la tercera dosis), de
julio de 1990 a junio de 1992, hubo
264 363 dias-nifio de vigilancia, y ello
corresponde a 724 afios-nifio. En el
caso particular de los grupos que reci-
bieron placebo y vacuna hubo 363 y
361 afios-nifio de observacion, respec-
tivamente. Se registré un total de 4 197
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FIGURA 1. Tasas de seroconversion en lactantes que han recibido inmunizacion completa.
La seroconversion se define como un aumento del cuadruplo o mas de la respuesta de
anticuerpos de tipo IgA detectada con ELISA o de anticuerpos neutralizantes detectados
con FRF en una comparacion entre muestras de suero tomadas antes de la inmunizacion y
otras muestras tomadas un mes después de administrar la tercera dosis de vacuna o
placebo. ST indica el serotipo que indujo la respuesta de anticuerpos neutralizantes. Las
comparaciones estadisticas se resumen en el texto
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episodios de diarrea, con tasas de 6,0 y
5,6 episodios por afio-nifio en los trata-
dos con placebo y vacuna, respectiva-
mente. Por ende, la eficacia de la
vacuna contra cualquier enfermedad
diarreica fue de 8% al cabo de 2 afios
(IC95%: 3% a 13%; P = 0,005).

Se analizaron muestras de materia
fecal o frotis rectales en 1 990 episodios
de diarrea (48% del total) con ELISA, a
fin de determinar la presencia de
antigenos antirrotaviricos. En total se
detectaron 131 episodios de diarrea

por rotavirus durante el periodo de
estudio y de ellos, 91 comenzaron a los
15 dias o mas después de adminis-
trada la tercera dosis (figura 2). Por
ende, se detectaron rotavirus en
4,6% de los episodios de diarrea (91
de los 1990 casos), ya fuera como
unico agente patdgeno o en asociacion
con otros agentes enteropatdgenos.
Cuando se toman los tres afios en con-
junto, las tasas de incidencia de dia-
rrea por rotavirus durante el periodo
de julio a septiembre fueron mucho

CUADRO 1. Respuestas seroldgicas, para cada serotipo especifico?, observadas en nifios
que recibieron la vacuna RRV-TV, segun la prueba de neutralizacion a base de reduccion
de placas

No. de sueros
positivos/No. de

sueros examinados No. de respuestas serolégicas/No. de sueros examinados

Antes de la Después de Despuésde  Despuésde  Después de
Tipos/cepas G 1.2 dosis la 1.2dosis la 2.2dosis la 3.2dosis  cualquier dosis

G1/WA 15/20 (75)° 3/20 (15) 4/20 (20) 3/20 (20) 9/20 (45)
G2/DS1 15/20 (75) 4/19 (21) 4/20 (20) 3/20 (15) 10/19 (53)
G2/SC2-9 6/20 (30) 5/20 (25) 6/20 (30) 5/20 (25) 13/18 (72)
G3/RRV 16/20 (80) 8/20 (40) 7/20 (35) 4/20 (20) 15/20 (75)
G3/WI78-8 14/19 (74) 3/20 (15) 7/20 (35) 3/20 (35) 12/20 (60)
G4/BrB9 11/18 (61) 2/20 (10) 6/20 (30) 5/20 (25) 11/20 (55)

@ Un aumento del titulo (determinado como la dilucién que da una reduccién de placas de 50%) del triple 0 mas entre tomas
de sangre, un aumento acumulativo del triple en dos 0 mas tomas de sangre, o un aumento del titulo de <50 a =125.
b Las cifras entre paréntesis expresan porcentajes.
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FIGURA 2. Distribucion mensual de 91 casos de diarrea rotavirica entre los sujetos que par-
ticiparon en el estudio de julio de 1990 a junio de 1992. Los casos son los que se iniciaron
un minimo de 15 dias después de administrar la tercera dosis de vacuna o placebo
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mayores (P = 0,0007) que durante el
resto del afio (figura 3). Las infecciones
mixtas representaron 30% de los casos
cuando se incluyeron G. intestinalis y
E. coli enteropatégena (ECEP) defini-
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das solamente por presencia de anti-
sueros especificos contra el grupo O.
Sin embargo, al excluir a Giardia y ana-
lizar solo las cepas de ECEP positivas
al factor de enteroadherencia, la pro-

FIGURA 3. Tasas mensuales de incidencia de diarrea rotavirica entre los sujetos que par-
ticiparon en el estudio de julio de 1990 a junio de 1992. Los casos son los que se iniciaron
un minimo de 15 dias después de administrar la tercera dosis de vacuna o placebo
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porcién de infecciones mixtas fue de
18%. Esta tltima definicién de infec-
cién mixta se ha empleado para andli-
sis de eficacia. Se pudieron serotipifi-
car 86 (94%) de las 91 cepas de
rotavirus. Los serotipos G1, 2, 3, 4
y 9 representaron 65% (58/86), 30%
(24/86), 1,2% (1/86), 4,6% (4/86) y
1,2% (1/86) de las cepas cuyo serotipo
se identifico, respectivamente.

En el cuadro 2 se resume la eficacia
protectora de la vacuna RRV-TV con-
tra todos los episodios de diarrea y
contra los episodios “puros” de dia-
rrea por rotavirus y por los serotipos
1 6 2. Se presentaron 55 y 36 episodios
de infeccién por rotavirus en los gru-
pos que recibieron placebo y vacuna,
respectivamente. Ello significa que la
vacuna tiene una eficacia general de
35% por un periodo de 2 afios contra
todos los tipos de diarrea provocados
por rotavirus (P = 0,03, prueba de ji al
cuadrado; IC95%: 2 a 56%). La eficacia
protectora contra los episodios puros
de diarrea causada por rotavirus fue
de 37% al cabo de 2 afios (P = 0,04;
IC95%: 1 a 59%)).

Durante el primer afio de segui-
miento (julio de 1990 a junio de 1991),
la vacuna tuvo una eficacia de mas de
50% contra todos los episodios de dia-
rrea causados por rotavirus y contra
los provocados por el serotipo 1. No
fue posible determinar la proteccion
contra los episodios causados por el
serotipo 2 debido a la escasez de casos.
Durante el segundo afio de segui-
miento la vacuna no confirié ninguna
proteccién contra diarreas causadas
por rotavirus del serotipo 1. Se
observé un grado de proteccién mode-
rado contra la enfermedad causada
por el serotipo 2, pero no fue estadisti-
camente significativo.

La protecciéon conferida por la
vacuna medida en términos de los
indicadores especificos de gravedad
clinica en los nifios con diarrea de ori-
gen rotavirico se resume en los cua-
dros 3 y 4. Como indica el cuadro 3,
durante los 2 afios de seguimiento la
vacuna RRV-TV confiri6 47% (P= 0,02)
y 58% (P = 0,03) de proteccién contra
un numero mdximo de deposiciones
liquidas (MDL) =6 y un niimero medio
de deposiciones liquidas (mDL) =6 en
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CUADRO 2. Eficacia protectora de la vacuna tetravalente RRV contra todos los casos de
diarrea y contra los casos puros producidos por serotipos rotaviricos especificos

Ndmero Numero
Episodios de diarrea rotavirica, tratado tratado Porcentaje de
por afo de seguimiento con placebo con vacuna proteccion P2

Dos afios (363)° (361)

(7/90-6/92):
Todos los casos 55 36 35 0,03
Casos puros causados por RV 46 29 37 0,04
Todos los casos causados por RV ST1¢ 32 24 25 0,27
Casos puros causados por RV ST1 27 19 29 0,23
Todos los casos causados por RV ST2¢ 15 9 40 0,22
Casos puros causados por RV ST2 13 5 61 0,06
Primer afio (160) (157)

(7/90-6/91):
Todos los casos 28 12 57 0,008
Casos puros causados por RV 23 11 51 0,03
Todos los casos causados por RV ST1 20 9 55 0,03
Casos puros causados por RV ST1 17 8 52 0,07
Todos los casos causados por RV ST2 3 2 32 0,51
Casos puros causados por RV ST2 3 2 0 0,98
Segundo afio (203) (204)

(7/91-6/92):
Todos los casos 28 26 12 0,64
Casos puros causados por RV 23 18 22 0,40
Todos los casos causados por RV ST1 12 15 0 —
Casos puros causados por RV ST 10 11 0 —
Todos los casos causados por RV ST2 12 7 42 0,23
Casos puros causados por RV ST2 11 7 37 0,33

2 Por andlisis de la varianza.

b Las cifras entre paréntesis son los afios-nifio de vigilancia después de administrar tres dosis.
¢ ST1 = serotipo 1 del rotavirus G; ST2 = serotipo 2 del rotavirus G.

un periodo de 24 horas, respectiva-
mente, en todos los episodios de dia-
rrea causados por rotavirus; con res-
pecto a este ultimo resultado, los dias
de observaciéon de quienes recibieron
placebo y vacuna fueron de 1 a 10
(media = 4,3) y de 1 a 8 (media = 3,9),
respectivamente. La vacuna también
confiri6 una protecciéon de 46% (P =
0,01) contra episodios de diarrea con
una gravedad clinica (GC) calificada
en 9 puntos y mostro cierta proteccion
contra el vomito. En los episodios
“puros” de diarrea por rotavirus se
observé un buen grado de proteccion
contra los vomitos (41%; P = 0,03); un
MDL =6 en 24 horas (59%; P = 0,003);
un mDL =6 por 24 horas (65%; P =
0,02); y episodios con una GC de 9
puntos (56%; P < 0,005).
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Durante el primer afio de segui-
miento (cuadro 4), la vacuna confirié
un grado significativo de proteccion
contra el vomito (52%; P= 0,04), contra
un MDL =26 en 24 horas (59%; P=0,02)
y contra un mDL =6 en 24 horas (84%;
P =0,004) en todo tipo de diarrea cau-
sada por rotavirus. En episodios
“puros” de diarrea causada por rotavi-
rus, se observé un grado de proteccién
significativo contra un MDL =6 (60%;
P=0,02) y un mDL =6 (82%; P = 0,01)
en 24 horas.

No se observé ningtin grado de pro-
teccién significativo contra sintomas
especificos en episodios de diarrea
causados por rotavirus (ni en todos los
casos en general ni en los episodios
“puros”) durante el segundo afio de la
vigilancia (cuadro 4). No obstante, la

vacuna tuvo una eficacia protectora
de 63% (P = 0,01) contra episodios
“puros” de diarrea de origen rotavi-
rico con una GC calificada en 9 puntos
(cuadro 4). La eficacia de la vacuna
contra episodios de diarrea causados
por rotavirus del serotipo 2 con una
GC de 9 puntos fue de 91% (P = 0,003).

DISCUSION

La vacuna RRV-TV, administrada
en una dosis de 4 X 10* ufp, fue bien
tolerada por lactantes de 1 mes de
edad y no se observé ningtin aumento
del vémito ni de la diarrea después de
aplicar cualquiera de las dosis de la
vacuna. Se observé una respuesta
febril leve del tercer al quinto dia, pero
solo después de administrar la pri-
mera dosis. Estos resultados concuer-
dan con informes recibidos de Israel,
Perti, Estados Unidos y Venezuela,
seglin los cuales la misma dosis de
la vacuna RRV-TV no causé efectos
adversos o solo produjo reacciones
febriles leves y pasajeras alrededor de
cuatro dias después de la inmuniza-
cion (10, 14, 17, 19). Varios estudios
posteriores en Estados Unidos y Vene-
zuela en que se aplicé una dosis de
vacuna de 4 X 10°6 de 4 X 10°ufp han
dado resultados similares que confir-
man la inocuidad de la vacuna (18, 37).

En nuestro estudio la inmunogenici-
dad de la vacuna RRV-TV fue similar a
la observada en otros estudios con la
misma vacuna, o de sus elementos
monovalentes, en paises en desarrollo:
en cerca de 60% de los lactantes se
produjeron respuestas detectadas con
ELISA para la deteccién de IgA y con
la prueba de neutralizacién de RRYV,
mientras que solamente en 15 a 19% de
los lactantes se registraron anticuerpos
contra el antigeno VP7 de los serotipos
1-4 del rotavirus G con la prueba de
FRF (9, 19, 35). Las respuestas de anti-
cuerpos neutralizantes medidas con el
ensayo de FRF son més frecuentes en
lactantes de paises desarrollados y
ascienden a 50% cuando se trata de
respuestas homotipicas a la vacuna
monovalente del serotipo 1 de rotavi-
rus G (8, 16). Entre los fenémenos que
podrian explicar la menor inmunoge-
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CUADRO 3. Eficacia protectora de la vacuna tetravalente RRV contra los sintomas particu-
lares en todos los casos de diarrea por rotavirus (RV) durante el seguimiento de 2 afios

(julio de 1990 a junio de 1992)

Episodios de diarrea Nimero tratado

Numero tratado Porcentaje de

rotavirica con placebo con vacuna proteccion pPa
Dos arios (363)° (361)
Todos los episodios
causados por RV con®:

TR=8,0°C 7 8 0 —
Voémito 44 29 34 0,06
MDL = 6 34 18 47 0,02
mDL = 6 19 8 58 0,03
Deshidratacién 6 4 33 0,53
CCS/hosp. 28 22 21 0,40
GC=9 39 21 46 0,01

Episodios puros

causados por RV con®:

TR =38,0°C 7 5 28 0,40
Vomito 39 23 41 0,03
MDL =6 32 13 59 0,003
mDL = 6 17 6 65 0,02
Deshidratacién 6 2 67 0,16
CCS/hosp. 26 18 31 0,22
GC =9 34 15 56 0,005

@ Por andlisis de la varianza.

b Las cifras entre paréntesis son los afios-nifio de vigilancia después de administrar tres dosis.
¢ TR = temperatura rectal; MDL = nimero maximo de deposiciones liquidas = 6/24 horas; mDL = nimero medio de deposi-
ciones liquidas = 6/24 horas; deshidratacién = deshidratacién moderada o grave; GC = calificacion de gravedad clinica;

CCS/hosp. = consulta al centro de salud/hospitalizacion.

nicidad de la vacuna en los paises en
desarrollo figuran el posible efecto
supresor de los anticuerpos maternos
transmitidos por la leche de pecho o
la placenta, o la posible competencia
de otros virus entéricos. Aunque hay
cada vez mas pruebas de que los
anticuerpos neutralizantes especificos
contra VP7 no son el inico mediador
de inmunidad, la proteccion conferida
por la vacuna si muestra correlaciéon
con la seroconversién a anticuerpos de
tipo IgA contra RRV detectados por
ELISA (7). Esto ha llevado a distintos
intentos por mejorar la inmunogenici-
dad y eficacia de la vacuna aumen-
tando la dosis de la vacuna RRV-TV a
4 X 10°ufp (37).

A diferencia de lo expuesto hasta
ahora, las tasas de seroconversion a
anticuerpos especificos contra cada
serotipo, determinadas con la prueba
NRP, fueron mayores de 40% después
de cualquiera de las dosis, porcentaje
que se aproxima al observado en
Venezuela (14). Los resultados de la

NRP también indican que siguié
habiendo respuestas seroldgicas a los
serotipos 1-4 de rotavirus G después
de la segunda y tercera dosis de la
vacuna. Esta observacién respalda la
opinién de que un programa de inmu-
nizacién de tres dosis mejora la inmu-
nogenicidad de la RRV-TV.

En varios estudios se ha demostrado
que la eficacia de las vacunas prepara-
das por recombinacién genética de
rotavirus aislados de monos rhesus y
seres humanos a menudo es mayor en
paises desarrollados que en paises en
desarrollo. Por ejemplo, una sola dosis
de la vacuna D X RRYV (serotipo 1,1 X
10* ufp) confirié por un afo un grado
de proteccién de 67 a 77% contra todos
los episodios de diarrea de origen rota-
virico (sobre todo del serotipo 1) en
Finlandia y Estados Unidos, pero no
en el Pera (7-9). Asimismo, tres dosis
de la vacuna RRV-TV (4 X 10* ufp/
dosis) confirieron una proteccién de
57% por periodo de 1 afio contra todos
los episodios de diarrea causada por
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rotavirus en Estados Unidos, pero de
solo 24% en el Pert (18, 19). Se notifi-
caron diferencias geograficas similares
en la eficacia de las vacunas orales pre-
paradas con cepas de rotavirus vivos
atenuados de origen bovino (37—40).
La eficacia de la vacuna RRV-TV
que se ha observado en este estudio
debe considerarse alentadora, mas aun
por el hecho de que la poblacién estu-
diada reflejaba las malas condiciones
socioeconémicas y la alta incidencia de
enfermedades diarreicas tipicas de
muchos paises en desarrollo. La pro-
teccién contra todos los episodios de
diarrea rotavirica fue de 57% durante
el primer afio de seguimiento y ascen-
di6é a mas de 80% en enfermos con un
promedio de seis o0 més deposiciones
acuosas al dia. Aunque no se observé
mayor proteccion contra otros sin-
tomas de la enfermedad en su forma
mas grave, esta apreciacion sugiere
que la vacuna es quiza un poco mas
eficaz contra los casos de enfermedad
grave que contra los episodios de
enfermedad en su totalidad. El fené-
meno también se ha observado en
otros ensayos efectuados con vacunas
monovalentes o tetravalentes com-
puestas de rotavirus recombinantes
procedentes de monos rhesus y seres
humanos (7, 18, 31). En este sentido la
eficacia de la vacuna reviste particular
importancia, ya que, en el contexto de
la salud publica, el principal beneficio
de una vacuna contra rotavirus seria
su capacidad para prevenir casos de
enfermedad graves y en ocasiones
mortales. Los ensayos actuales que se
concentran en los casos detectados en
establecimientos de salud, en vez de
en casos detectados por medio de visi-
tas domiciliarias efectuadas con fre-
cuencia, como las que se hicieron en el
presente estudio, permitirfan definir
mejor el grado de proteccién conferido
por la vacuna contra esos episodios.
La proteccién durante el segundo
afo de seguimiento fue mucho menor
que durante el primero: 12% frente a
57% para todos los episodios de dia-
rrea rotavirica. La protecciéon confe-
rida por la vacuna ha mostrado una
disminucién similar a lo largo del
tiempo en algunos estudios en que se
han usado vacunas obtenidas por
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CUADRO 4. Eficacia protectora de la vacuna tetravalente RRV contra sintomas particulares
en casos de diarrea por rotavirus (RV) durante el primer afio de seguimiento (7/90-6/91) y

el segundo (7/91-6/92)

Episodios de diarrea Nimero tratado

Numero tratado Porcentaje de

rotavirica con placebo con vacuna proteccion pPa
Primer afio (160)° (157)
Todos los episodios
causados por RV con®:
TR =38,0°C 3 4 0 —
Vomito 21 10 52 0,04
MDL = 6 20 8 59 0,02
mDL = 6 13 2 84 0,004
Deshidratacién 2 1 49 0,57
CCS/hosp. 15 8 46 0,14
GC=9 17 9 46 0,11
Episodios puros causados
por RV con¢:
TR =38,0°C 3 3 0 —
Vomito 17 9 46 0,11
MDL =6 18 7 60 0,02
mDL = 6 11 2 82 0,01
Deshidratacién 2 1 49 0,51
CCS/hosp. 14 7 49 0,12
GC=9 14 8 42 0,20
Segundo afio (203)° (204)
Todos los episodios
causados por RV con®:
TR =38,0°C 4 4 0 —
Vémito 23 19 18 0,50
MDL = 6 14 10 29 0,39
mDL = 6 6 6 0 —
Deshidratacién 4 3 25 0,70
CCS/hosp. 13 14 0 —
GC=9 21 12 43 0,09
Episodios puros causados
por RV con¢: 4 2 50 0,34
TR =38,0°C
Vomito 21 14 34 0,21
MDL = 6 14 6 57 0,06
mDL = 6 6 4 34 0,51
Deshidratacién 4 1 75 0,18
CCS/hosp. 12 11 9 0,82
GC=9 19 7 634 0,01

2 Por andlisis de la varianza.

b Las cifras entre paréntesis son los afios-nifio de vigilancia después de administrar tres dosis.

¢ Véase la nota ¢ al pie del cuadro 3.

9 Proteccion de 91% (P = 0,003) contra el serotipo 2 del rotavirus.

recombinacién genética de rotavirus
aislados de monos rhesus y seres
humanos (7), pero no en otros (8, 18).
Ya que maés de la mitad de los episo-
dios de rotavirus detectados durante
este estudio ocurrieron en el segundo
afio, es preciso tratar de prolongar la
protecciéon conferida por la vacuna,
quizd aumentando el titulo del virus
en cada dosis o aplicando una dosis de
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refuerzo al comienzo del segundo afno
de vida, o ambas cosas.

Al igual que en otros ensayos, en el
presente estudio casi todos los episo-
dios de diarrea por rotavirus fueron
causados por el serotipo 1 del rotavi-
rus G y solamente se pudo demostrar
un buen grado de proteccién contra
este serotipo durante el primer afio de
seguimiento. El serotipo 2 del rotavi-

rus G caus6 alrededor de un tercio de
los episodios de diarrea por rotavirus,
sobre todo durante el segundo afio de
seguimiento, y de ello surgié también
el interrogante de si la eficacia redu-
cida de la vacuna podria reflejar un
menor grado de proteccién contra este
serotipo del rotavirus G. Aunque los
individuos vacunados mostraron una
reduccién de 42% de los episodios de
diarrea causada por virus del serotipo
2 durante el segundo afio, ese valor no
fue estadisticamente significativo.

Los resultados de este ensayo debe-
rian estimular el deseo de evaluar mas
a fondo la vacuna RRV-TV, especial-
mente en los paises en desarrollo
donde el rotavirus es la causa mas
importante de diarrea acuosa que
pone en peligro la vida de lactantes y
nifios pequefios. Més importante atin
seria hacer ensayos aumentando la
dosis de vacuna a un minimo de 4 X
10° ufp, a fin de lograr una mayor pro-
teccién por mds tiempo, y orientando
el disefio principalmente hacia el estu-
dio de la protecciéon contra episodios
de enfermedad grave y de posible
cardcter mortal. Este tipo de ensayo
estd en marcha en Venezuela.
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ABSTRACT

Immunogenicity, safety and

efficacy of tetravalent rhesus-
human, reassortant rotavirus

vaccine in Belém, Brazil

A tetravalent rhesus-human reassortant rotavirus (RRV-TV) vaccine (4 X 10* plaque-
forming units/dose) was evaluated for safety, immunogenicity and efficacy in a
prospective, randomized, double-blind, placebo-controlled trial involving 540 Brazil-
ian infants. Doses of vaccine or placebo were given at ages, 1, 3 and 5 months. No sig-
nificant differences were noted in the occurrence of diarrhoea or vomiting in vaccine
and placebo recipients following each dose. Low-grade fever occurred on days 3-5 in
2-3% of vaccinees after the first dose, but not after the second or third doses of vac-
cine. An IgA antibody response to rhesus rotavirus (RRV) occurred in 58% of vacci-
nees and 33% of placebo recipients. Neutralizing antibody responses to individual
serotypes did not exceed 20% when measured by fluorescent focus reduction, but
exceeded 40% when assayed by plaque reduction neutralization.

There were 91 cases of rotavirus diarrhoea among the 3-dose (vaccine or placebo)
recipients during two years of follow-up, 36 of them among children given the
vaccine. Overall vaccine efficacy was 8% (P = 0.005) against any diarrhoea and 35%
(P = 0.03) against any rotavirus diarrhoea. Protection during the first year of follow-
up, when G serotype 1 rotavirus predominated, was 57% (P = 0.008), but fell to 12%
in the second year. Similar results were obtained when analysis was restricted to
episodes in which rotavirus was the only identified pathogen. There was a tendency
for enhanced protection by vaccine against illness associated with an average of 6 or
more stools per day. These results are sufficiently encouraging to warrant further
studies of this vaccine in developing countries using a higher dosage in an attempt to
improve its immunogenicity and efficacy.
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