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RESUMEN

Introduccion: El problema creado entre el incremento de las infecciones por Staphylococcus aureus y
la resistencia a los antibidticos motivan la busqueda de nuevas variantes de tratamiento para su con-
trol. El asi llamado entrenamiento del sistema inmunitario con productos bacterianos constituye una
posibilidad en este sentido. Hecho que demanda la necesidad de contar con productos estandarizados
estables, de modo que se garantice su inmunogenicidad, reproducibilidad y respuesta clinica.
Objetivo: Determinar la estabilidad en condiciones reales de un lisado de Staphylococcus aureus.
Métodos: Se realizé un estudio analitico para determinar la estabilidad en condiciones reales a un ex-
tracto de lisado de Staphylococcus aureus, en el Centro de Inmunologia y Productos Bioldgicos de la
Universidad de Ciencias Médicas Camagliey, durante el afio 2024. En la elaboracion del extracto se
utilizé cepa de referencia y se empled como medio de cultivo agar cerebro corazon. Para determinar la
estabilidad se evaluaron pH, caracteristicas organolépticas, esterilidad y volumen. El extracto fue con-
servado entre 2 y 8 °C. El andlisis de regresién se realiz6 con GraphPad PRISM v8.1.

Resultados: En el ensayo del pH en el primer lote no existieron cambios. En el lote dos y tres los
cambios fueron minimos. No se encontraron tendencias significativas de variacion de este parametro
en el tiempo. Los ensayos de caracteristicas organolépticas, esterilidad y volumen no presentaron

cambios durante los 12 meses del estudio.
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Conclusiones: El extracto de lisado de Staphylococcus aureus demostrd su estabilidad en los ensa-
yos aplicados en condiciones reales de conservacion, por lo que se considera la vida de anaquel para
el producto durante 12 meses dptima. Aspecto importante para el desarrollo farmacéutico del produc-

to y para su posible uso clinico.

DeCS: STAPHYLOCOCCUS AUREUS; ANALISIS DE REGRESION; DESARROLLO DE MEDICAMENTOS;
AGENTES INMUNOMODULADORES; REACTIVIDAD-ESTABILIDAD.

ABSTRACT

Introduction: The problem created by the increase in Staphylococcus aureus infections and antibi-
otic resistance has prompted the search for new treatment variants for their control. The so-called
training of the immune system with bacterial products constitutes a possibility in this sense. This fact
demands the need for stable standardized products, to guarantee their immunogenicity, reproducibil-
ity, and clinical response.

Objective: To determine the stability under real conditions of a Staphylococcus aureus lysate extract.
Methods: An analytical study was carried out to determine the stability under real conditions to an
extract of Staphylococcus aureus lysate, at the Center of Immunology and Biological Products of the
University of Medical Sciences Camagiiey, during the year 2024. In the elaboration of the extract, ref-
erence strain was used and brain heart agar was used as culture medium. To determine the stability,
pH, organoleptic characteristics, sterility and volume were evaluated. The extract was conserved be-
tween 2 and 8 °C. Regression analysis was performed with GraphPad PRISM v8.1.

Results: In the pH test, there were no changes in the first batch. In batches two and three, the
changes were minimal. No significant variation trends were found in this parameter over time. The
organoleptic characteristics, sterility, and volume tests showed no changes during the 12 months of
the study.

Conclusions: The Staphylococcus aureus lysate shows constant stability in the tests applied during
use in real conditions, so the shelf life for the product is considered optimal for 12 months. An im-

portant aspect for the pharmaceutical development of the product, and its possible clinical use.

DeCS: STAPHYLOCOCCUS AUREUS; REGRESSION ANALYSIS; DRUG DEVELOPMENT; IMMUNOMODU-
LATING AGENTS; REACTIVITY-STABILITY
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INTRODUCCION

El tratamiento de las enfermedades de causa infecciosas resulta complejo debido a la creciente resis-
tencia antimicrobiana. Fendmeno de alcance transversal que requiere del uso de alternativas basadas
en el empleo de la ciencia.

Existe un grupo patdgenos bacterianos altamente virulento y resistente, llamado por acrénimo ES-
KAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter bauman-
nii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp.), microorganismos que son importantes por su papel
en muchas infecciones en drganos humanos y que requieren la blusqueda de alternativas para su tra-
tamiento.®

De ellos se destaca Staphylococcus aureus (S. aureus), considerado como la principal causa de infec-
ciones bacterianas en piel, tejidos blando y huesos. También es una de las causas mas comunes de
bacteriemia asociada a hospitalizacién médica.®

La gravedad de las infecciones varia desde formas leves, como las infecciones cutaneas superficiales,
hasta graves como las infecciones invasivas que ocasionan gran morbilidad y riesgo de muerte.® Re-
yes et al.*) y Stagnaro et al.®® reiteran que la alta incidencia de estas infecciones y la bisqueda de
tratamiento hacen que se desarrollen cepas resistentes a los antimicrobianos.

A pesar de las diferentes acciones tomadas en las Ultimas décadas para abordar el fendmeno de la
resistencia a los antimicrobianos (RA), este se considera un problema de salud a nivel mundial,®7®
agravado por su uso incorrecto (dosis insuficiente) o abuso (automedicacién),® %) con tendencias
que no muestran signos de desaceleracion.*?

El problema creado entre el incremento de las infecciones por S. aureus y la RA (3% motivan la bus-
queda incesante de nuevas variantes de tratamiento para su control. En el que ocupa un lugar impor-
tante la inmunoterapia bacteriana (ITB).

Pero para ello se requieren de extractos con calidad reconocida. Se hace preciso sefialar que para
asegurar la eficacia y seguridad terapéutica de un producto farmacéutico se debe determinar su cali-
dad, la que depende de la estabilidad del producto final. La estabilidad puede definirse como la capa-
cidad para conservar sus propiedades quimicas, fisicas, microbiologicas y biofarmacéuticas a lo largo
de su tiempo de conservacion dentro de limites especificados, para asegurar la identidad, fuerza, cali-
dad y pureza del producto farmacéutico.(>1®

El empleo de extractos bacterianos con propiedades inmunopotenciadoras se conoce desde hace mas

de 80 afios y se ha aplicado en el tratamiento de diferentes enfermedades con componente infeccio-
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so, en busca de estimular o equilibrar el sistema inmunoldgico.*” A raiz del avance de la inmunologia
existe una tendencia a revisitar este tipo de enfoque terapéutico que persigue una inmunidad entre-
nada que conduce a cambios epigenéticos en las células, lo que permite que las defensas estén listas
para actuar mucho mas rapido ante una nueva amenaza.®

La respuesta inducida no solo es de tipo adaptativa, antigeno especifica, sino en gran medida se basa
en la interaccion con la inmunidad innata a partir de la presencia en estos productos de sustancias
catalogadas en el concepto de Patrén molecular asociado a patégenos (PAMP, por sus siglas en in-
glés). Entre ellos destacan los ligandos reconocidos por los receptores tipo Toll (TLRs, por sus siglas
en inglés), sensores de membrana que reconocen caracteristicas presentes en la superficie de los pa-
tégenos. (1920

La inmunidad entrenada es muy prometedora. Al potenciar la defensa frente a infecciones, abre la
puerta a nuevas formas de mejorar la eficacia de las vacunas y prevenir enfermedades.(?%)

La nomenclatura tradicional al referirse a esta terapéutica ha sido variada pero en el ambito de aler-
gologos e inmunologos se reconoce como sindnimos vacunas terapéuticas bacterianas, inmunoterapia
bacteriana o modulacién a través de lisados bacterianos; que por su origen pueden ser mediante au-
tovacunas (recogidas de muestras del propio enfermo) o de extractos de cepas de recoleccion.

Segun su composicion, las vacunas bacterianas pueden clasificarse en: Vivas, inactivadas y génicas.
Los lisados bacterianos se incluyen en las vacunas bacterianas inactivadas, en las que al no replicarse
el agente infectante en el huésped, se requiere mayor masa antigénica e inyecciones repetidas para
conseguir niveles inmunitarios protectores de larga duracién.??

Hecho que demanda la necesidad de contar con productos estandarizados estables, de modo que se

garantice su inmunogenicidad, reproducibilidad y respuesta clinica.(®*?* La investigacién se realizé

con el objetivo de determinar la estabilidad en condiciones reales de un extracto de S. aureus.

METODOS

Se realizé un estudio analitico para determinar la estabilidad en condiciones reales a un extracto de
lisado de S. aureus, en el Centro de Inmunologia y Productos Bioldgicos (CENIPBI) de la Universidad
de Ciencias Médicas de Camagliey (UCM C). La investigacion se efectu6 durante el afio 2024.

En la elaboracion del extracto se utilizd cepa de referencia ATCC 25923. Se empleé como medio de
cultivo agar cerebro corazoén y la incubacion se efectué a 37 °C durante 72 horas. Para el arrastre se
empleo solucion diluente de albumina al 3 % y la muerte se efectud con tapon de formol a 40 % du-
rante 72 horas, luego se comprobd esterilidad. La estandarizacién se realizé por nefelometria, con

ajuste del concentrado a mil millones de gérmenes/ mL.
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Para el ajuste de concentracion se empled la formula: CI x VI=CD x VD

Corresponde: CI (concentracion inicial), CD (concentracion deseada), VI (volumen inicial), VD
(volumen deseado).

La composicién del producto final es la siguiente (cantidad/ mL):

1. Lisado bacteriano de S. aureus: 100 000 000 gérmenes

Cloruro de sodio: 8 mg

Cloruro de potasio: 0,2 mg

W N

Fosfato de sodio dibéasico: 1,2 mg
Fosfato de potasio monobasico: 0,2 mg
Fenol: 4 mg

AlbUmina sérica humana: 0,3 mg

® N o WU

Agua para inyeccién: cs

Se evaluaron las principales propiedades fisicoquimicas y bioldgicas del extracto de lisado de S. au-
reus conservado entre 2 y 8 °C, segun los requerimientos del Centro para el Control Estatal de los
Medicamentos (CECMED) para los estudios de estabilidad.(?* 2%

El estudio quedd disenado para tres lotes (en cada lote se tomaron 10 frascos y las muestras se to-
maron de forma aleatoria en cada lote), a los que se hicieron los ensayos en el mes 0, 3, 6, 9y 12,
para un total de 15 muestras. Se determind pH, caracteristicas organolépticas, esterilidad y el volu-
men.

Ensayo de pH: se utilizd un medidor de pH (modelo PHS 25, Shanghai). El ensayo se considerod satis-
factorio si la muestra tuvo un pH de 6,4 a 7,4.

Caracteristicas organolépticas: Se realizd la evaluacion sensorial de apariencia (color). Ademas se mi-
dié el nivel de turbidez por nefelometria optica.

Para el volumen se determiné la cantidad del producto en mL, desde el inicio hasta el final del estu-
dio. Para el estudio de esterilidad se inoculé en medio tioglicolato de sodio para cultivo microbiano y
se mantuvo en incubadora a 37 °C durante 72 horas.

En el analisis estadistico se emplearon como variables: lotes, pH, caracteristicas organolépticas, este-
rilidad, volumen, estabilidad. Los datos recolectados se introdujeron en una base de datos y fueron
procesados en Statistical Package for Social Sciences (SPSS) v25. El analisis de regresion se realizo
con GraphPad PRISM v8.1. A las variables numéricas se le aplicd, ademas, analisis de varianza

(ANOVA).

RESULTADOS
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Del estudio de estabilidad en condiciones reales al extracto de lisado de Staphylococcus aureus se ob-
tuvo en el ensayo del pH que en el primer lote no existieron cambios en los valores. En el lote dos y
tres los cambios fueron minimos. No se encontraron tendencias de variacién de este parametro en el
tiempo ya que la pendiente no es significativa (p=0.2963). Este aspecto sustenta la estabilidad en el

pH durante los 12 meses del estudio (Grafico 1).

Grafico 1 Estabilidad del pH de extracto de lisado de Staphylococcus aureus en prueba de

estabilidad en condiciones reales. Estabilidad PH.
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Ademas, por el analisis de varianza (ANOVA) de una via, para el pH de los diferentes grupos de lotes,
se pudo determinar con una significacién del 95 % y una probabilidad de error inferior al (0,000), que
no existen cambios significativos dentro de los lotes ni entre ellos. Resultado que refuerza la estabili-
dad del pH durante los 12 meses.

En los ensayos de estabilidad del extracto de lisado de S. aureus en condiciones reales no existieron
variaciones en cuanto a las caracteristicas organolépticas, esterilidad y volumen en ninguno de los
tres lotes durante los 12 meses. Fue uniforme el resultado en todas las muestras analizadas, no hubo
diferencias en su conjunto. La prueba estadistica no se realizd, por considerar un uso irreflexivo, al

tener en cuenta el resultado del analisis (Tabla 1).

Tabla 1 Ensayos de estabilidad para las caracteristicas organolépticas, esterilidad y volumen

de un extracto de lisado de Staphylococcus aureus en condiciones reales

Lotes Meses Caracteristicas Esterilidad Volumen
organolépticas

Lote 1 0,369 12 SV NC 5mL

Lote 2 0;:3,:6;9,12 Sv NC SmL

Lote 3 0,3,6,9,12 sV NC 5mL

Leyenda: SV (sin variaciones), NC (no contaminacion)
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DISCUSION

El empleo de los diferentes ensayos para la confirmacion de la estabilidad confiere entre otros aspec-
tos una garantia de seguridad.®® Los estudios de estabilidad farmacoldgica permiten conocer la capa-
cidad que tiene un producto para mantener en un periodo de tiempo la integridad de sus propiedades
fisicoquimicas y bioldgicas, necesarias para cumplir el efecto deseado y las garantias de calidad. >

EL conocimiento de la estabilidad en condiciones reales de anaquel de un producto proporciona infor-
macion necesaria para establecer recomendaciones de almacenamiento,®® procedimiento que de for-
ma habitual no es realizado en los departamentos de Alergia a nivel nacional y se acostumbra a en-
marcar el uso del extracto por un margen de seis meses y al término se realiza el ensayo de esterili-
dad.

Hernandez et al.,'?”) reiteran que todas las vacunas o productos biolégicos deben pasar por pruebas
de estabilidad. Estos investigadores insisten que la falta de estabilidad puede conducir a cambio de
propiedades como la inmunogenicidad, eficacia y potencia; propiedades necesarias para asegurar la
calidad del producto.

Criado et al.,®® plantean que cualquier programa de desarrollo para una vacuna debe incluir los en-
sayos de estudio de anaquel. Se debe tener en cuenta que, en este tipo de vacuna, en general son
necesarias dosis multiples, a veces seguidas de dosis de recuerdo para conseguir una inmunidad pro-
tectora a largo plazo; lo que demanda un preparado estable.

Al comparar los resultados obtenidos es coincidente con Machado et al.,®® quienes al realizar los en-
sayos de estabilidad en una vacuna antileptospirdésica muestran conservacion de las caracteristicas
organolépticas, el pH y la esterilidad. Resultado similar obtienen Ramirez et al.,* y Quesada et al.,
(39 en el estudio de plasma rico en plaquetas.

Como ventaja en la presente investigacion, la obtencion del extracto fue en el CENIPBI centro de in-
vestigaciéon de la UCM C ejemplo del proceso de desarrollo cientifico local, que cumple las normas de
buenas practicas de laboratorio; elemento decisivo en la busqueda de la calidad del extracto. Proceso
en el que se requiere la aplicacion de los diferentes ensayos que validan la estabilidad. ! 32

El desarrollo local es un proceso multinivel, que exige una articulacion inteligente de lo nacional, terri-
torial y local. Se comprende conectado con las provincias, el pais e, incluso, con el extranjero como
un proceso dinamizador de la sociedad local para mejorar la calidad de vida de la comunidad, lo que
implica cambios de actitudes y comportamientos de instituciones, grupos e individuos.®* 3 Actividad
en que destacan las universidades médicas en Cuba.

Diaz-Canel y Fernandez,®> expresan que en la Gltima década se registraron dos tendencias importan-
tes vinculadas al desarrollo local de las ciencias. Por una parte, el desarrollo local pasé a ser un asun-

to relevante en el modelo de desarrollo econdmico y social cubano. Por otra, el Ministerio de Educa-

cion Superior (MES) incluyo el desarrollo local como un objetivo clave en su planificacidon estratégica.
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El papel de la ciencia y la innovacion y en particular la contribucién de la universidad han sido subra-
yados con el propodsito de lograr impactos directos econémicos y sociales y en particular en el desa-
rrollo local.®®® El avance del modelo de desarrollo econémico y social cubano, demanda fortalecer los
vinculos entre sus numerosos actores, entre ellos el sector de los conocimientos donde figuran univer-
sidades.(3®)

Como parte inseparable de la ruta seguida por la revolucién cubana, la ciencia ha sido uno de los pi-
lares basicos en el cual se ha sostenido la estrategia de desarrollo y construccién socialista.®® Asi,
segun el criterio de Diaz-Canel y Delgado,®”) el gobierno cubano, que desde 1959 siempre considerd
a la ciencia como elemento esencial del desarrollo nacional, ha declarado la necesidad de contar con
un sistema de trabajo de gobierno orientado a la innovacion y ha promovido su discusion en el &mbito
académico.

Es necesario estrechar el vinculo entre la asistencia médica, la universidad y la investigacién cientifi-
ca.®®3% Coyuntura, que a criterio de los autores, es empleada por la Alergologia a nivel provincial pa-
ra acceder a procesos de innovacién cientifica en la Universidad Ciencias Médicas de Camagliey , de lo

cual es ejemplo la investigacién realizada.

CONCLUSIONES
El extracto de S. aureus demostrd su estabilidad en los ensayos aplicados en condiciones reales de
conservacion, por lo que se considera la vida de anaquel para el producto durante 12 meses 6ptima.

Este aspecto es importante para el desarrollo farmacéutico del producto y para su posible uso clinico.
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