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RESUMEN
Como parte de los estudios hacia la obtención de una vacuna contra el cólera, se evaluó la capacidad anticolonizante
del suero de humanos después de la inoculación por vía oral de una dosis de la cepa atenuada 638 y se realizaron
estudios de inhibición. Se utilizaron antígenos de la superficie externa de Vibrio cholerae O1 tales como los
lipopolisacáridos Ogawa, Inaba y del serogrupo 0139, proteínas de membrana externa (PME) y el complejo antigénico
de 20 kD. Se utilizó el modelo del ratón neonato. El suero positivo mostró una elevada actividad anticolonizante.
En los estudios de inhibición por antígenos, se observó que el lipopolisacárido Ogawa disminuyó significativamente
la capacidad anticolonizante del suero positivo. El complejo antigénico de 20 kD, el lipopolisacárido Inaba y las PME
mostraron un efecto inhibitorio menor y diferencial; el lipopolisacárido O139 no mostró efecto inhibitorio. Estos
resultados permitieron confirmar que el antígeno más importante desde el punto de vista protectogénico es el
lipopolisacárido, aunque existen otros antígenos en la superficie celular de V. cholerae involucrados en la inducción
de una inmunidad protectiva. Los resultados descritos en este trabajo pueden contribuir a dilucidar los mecanismos
de inmunidad protectora contra V. cholerae y estimular el uso de variantes de vacunas conjugadas y vacunas por
subunidades.
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ABSTRACT
Inhibition of Anti-colonizing Effect of Positive Serum from Humans Inoculated with the Attenuated Strain
638 Vibrio cholerae O1. As a part of the study to obtain an oral vaccine against cholera, the anti-colonizing
capacity of the human serum, extracted after an oral dose with the attenuated strain 638, was evaluated. Inhibition
studies with somatic antigens of Vibrio cholerae O1-like, Ogawa and Inaba lipopolysaccharide (LPS), outer mem-
brane proteins (OMP) and the 20-kD antigenic complex as well as the LPS of the O139 serogroup, were done. The
neonatal mice model was utilized. The positive serum showed a high anti-colonizing activity. In the antigen inhibition
studies, it was observed that the Ogawa LPS reduced the anti-colonizing capacity of the positive serum. The 20-kD
antigenic complex, the Inaba LPS and the OMP showed a lower and differential inhibitory effect. These results confirm
that the most protective antigen is the homologous LPS, although there are other cellular surface antigens involved
in the induction of protective immunity. The results here described contribute to understand the mechanism of
protective immunity against V. cholerae and stimulate to employ of conjugated vaccine.
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Introducción
El cólera es una de las infecciones entéricas que ha
incidido más drásticamente en la salud de la pobla-
ción mundial y que continúa azotando con furia a
muchos países, en especial a los del mundo en desa-
rrollo [1].

Hasta 1992, el Vibrio cholerae se dividía en el sero-
grupo O1 y 137 serogrupos no-O1, que se diferencia-
ban entre sí por la reacción con el anticuerpo polivalente
contra el antígeno O del lipopolisacárido (LPS) de la
pared celular. El LPS de V. cholerae es la molécula más
abundante en la superficie de la célula y forma parte de
la barrera protectora frente a agentes hidrofóbicos y
detergentes. La estructura química del LPS consta de
tres regiones químicamente definidas: el lípido A, el
núcleo oligosacárido y el antígeno O. El lípido A forma
parte de la bicapa lipídica de la membrana externa, el
núcleo se une al lípido A a través de una molécula cono-
cida como KDO (keto�3-deoxy-d-manose-octulosonico

acid). La región más externa es el antígeno O, el cual se
une al núcleo oligosacarídico [2].

A fines de 1992 se describió en la India una nueva
cepa de V. cholerae que no aglutinaba con el anticuerpo
polivalente contra el antígeno O del LPS de cepas O1,
ni con ninguno de los anticuerpos contra los 137 sero-
grupos restantes en aquel entonces; esta cepa causó
brotes de cólera posteriores en China, Tailandia,
Malasia, Nepal y Pakistán, indistinguibles a los produ-
cidos por las cepas O1 [3]. Esta nueva cepa se ubicó en
un nuevo serogrupo, el O139. En la actualidad, se cono-
cen 156 serogrupos de V. cholerae, el serogrupo O1 y
155  serogrupos no-O1, de los cuales sólo los serogru-
pos O1 y O139 son capaces de producir cólera epidé-
mico [4]. El serogrupo O1 se divide en dos biotipos:
Clásico y El Tor, de acuerdo con el comportamiento de
las diferentes cepas frente a determinadas pruebas
bioquímicas (sensibilidad a los bacteriófagos, sensibili-
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dad a la polimixina B y expresión de hemolisinas). Cada
biotipo se divide a su vez en dos serotipos: Ogawa e
Inaba, según la reacción con anticuerpos monovalentes
dirigidos contra los determinantes antigénicos específi-
cos para cada serotipo. Para el serogrupo O139 no se
han establecido aún las bases de su clasificación para el
biotipo y serotipo.

La colonización intestinal en humanos por cepas
de V. cholerae constituye el evento primario y más
importante para el desarrollo de los mecanismos de
patogenicidad y de una respuesta inmune efectiva. La
enfermedad ha sido diagnosticada por la detección de
vibrios en las heces fecales, lo cual refleja su multipli-
cación en el intestino delgado y su posterior excreción
[5]. Se ha planteado que la inducción de una respuesta
protectora contra la infección por V. cholerae es alta-
mente dependiente de una correcta estimulación del
sistema inmune de mucosa [6]. Por esta razón, en la
actualidad se trabaja intensamente para obtener una
vacuna eficaz contra esta enfermedad, que sea admi-
nistrada por vía oral [3].

En el Centro Nacional de Investigaciones Científi-
cas (CNIC), de La Habana, Cuba, en colaboración con
el Instituto Finlay se han logrado diferentes cepas vi-
vas atenuadas, candidatas a una vacuna oral contra el
cólera. El candidato más avanzado en los estudios es la
cepa atenuada 638, V. cholerae O1, El Tor Ogawa, que
se obtuvo a partir de la cepa salvaje C7258 y que a
diferencia de otras cepas atenuadas obtenidas en otros
laboratorios en el mundo, contiene un marcador genético
que consiste en la inactivación del gen hap por sustitu-
ción con el gen celA, que codifica para la enzima
endogluconasa A, la cual degrada la carboximetil celu-
losa [7]. La cepa atenuada 638 (CTX Φ-, hap::celA)
está aún en evaluación y hasta la fecha ha demostrado
ser consistentemente inmunogénica y bien tolerada en
voluntarios cubanos sanos [8] y ecuatorianos (trabajo
de próxima aparición). La capacidad protectora del suero
positivo de voluntarios inoculados por la vía oral con
la cepa atenuada 638, V. cholerae 01, El Tor Ogawa, se
ha evaluado en dos de los más importantes modelos
animales utilizados en las investigaciones sobre el có-
lera, el modelo del intestino ligado de conejo y el del
ratón neonato [9], también se ha evaluado la actividad
vibriocida de este suero y se realizaron investigaciones
por ELISA y de inhibición por antígenos de su activi-
dad vibriocida y protectora así como estudios de espe-
cificidad (trabajos de próxima aparición).

 En esta investigación se describe la inhibición por
antígenos de la capacidad anticolonizante del suero
positivo de humanos inoculados con la cepa atenuada
638 para determinar cuáles son los antígenos de la su-
perficie celular de V. cholerae que se encuentran
involucrados en la generación de anticuerpos séricos
en humanos, que muestran actividad anticolonizante
en el modelo del ratón neonato. Uno de los antígenos
utilizados fue denominado complejo antigénico de
20 kD que contiene una importante fracción de TcpA
(proteína fimbrial de 20 kD, comprobada por medio de
un dot blot en el que se utilizó un anticuerpo policlonal
de conejo, que en inmunomicroscopía electrónica reco-
noce antígenos fimbriales en la superficie de cepas clá-
sicas) que es pobremente inmunogénica en humanos
después de una inmunización por vía oral con bacterias
vivas [10], pero que contiene una proteína de membra-

na externa (PME) de 20 KD (reconocida por el suero
positivo en western blot), que se ha comprobado que es
inmunogénica y protectogénica en humanos [11].

Si bien en esta investigación no se evalúa la activi-
dad vibriocida del suero positivo, es útil informar al-
gunos resultados logrados en este aspecto en una etapa
de trabajo anterior, porque aportan conocimientos
sobre propiedades del suero. El suero positivo mos-
tró un título de anticuerpos vibriocidas en el rango de
1280 a 20480 [8]. La media geométrica de los títulos
de anticuerpos vibriocidas de este suero contra V.
cholerae VC12 (Clásico Ogawa), determinado experi-
mentalmente, fue 8610.

Materiales y Métodos

Cepas bacterianas y condiciones de cultivo
Las cepas de V. cholerae O1 y la cepa O139, utiliza-
das en estos estudios aparecen en la Tabla 1. Para los
ensayos biológicos, las cepas a utilizar fueron cultiva-
das en un medio compuesto por Peptona de carne
(MERCK, Alemania) 3 g/L, Triptona (MERCK, Ale-
mania) 17 g/L, K2HPO4 (MERCK, Alemania) 2,5 g/L
y NaCL2 (MERCK, Alemania) 5 g/L, pH 7,2, durante
6 h a 37 ºC y 200 rpm de agitación rotacional. Para los
cultivos destinados a la obtención de biomasa para
purificar LPS y PME, las cepas a utilizar fueron cul-
tivadas en medio Caldo-Triptona-Soya (TSB), según
recomendaciones del fabricante (BIOCEN, Cuba) du-
rante 8 h a 37 ºC a 200 rpm de agitación rotacional.
Los cultivos destinados a la purificación del complejo
antigénico de 20 kD fueron elaborados según el méto-
do de AKI [18].

Preparación del suero positivo y negativo
Las muestras de suero de los voluntarios inoculados
con la cepa atenuada 638 y que participaron en los
ensayos, se obtuvieron por extracción de sangre an-
tes de la inoculación y a los 7, 14, 21 y 28 días
posteriores a la misma. Las muestras de suero se
analizaron mediante el uso de diferentes técnicas
inmunoquímicas: i) ensayo inmunoenzimático de fase
sólida (ELISA) para la determinación del título de
anticuerpos IgG e IgA contra el LPS Ogawa; ii) célu-
las formadoras de anticuerpos IgA (ELISPOT) con-
tra el LPS Ogawa y iii) ensayo vibriocida [8]. Los
sueros de 14 voluntarios inoculados con la cepa 638
que antes de la inoculación (T0) no fueron reactivos en
las técnicas inmunoquímicas antes mencionadas (re-
sultados inferiores al valor de corte de la prueba) y que
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a los 14 y 21 días después de la inoculación mostraron
resultados que indicaron una clara seroconverción
[ELISA: título ≥ 2 (log en base 10 del inverso de la
dilución del suero que de un valor de densidad óptica
de 0,4 unidades, considerado como valor de corte del
ensayo, ELISPOT: ≥ 2 veces el número de células en
T0, vibriocida: título ≥ 1280] fueron considerados alta-
mente positivos, mezclados, distribuidos en alícuotas
de 1 mL y almacenados a -20 ºC. A esta mezcla de
sueros se le denominó suero positivo. El suero negati-
vo se obtuvo con los mismos criterios y procedimien-
tos empleados para la obtención del suero positivo
pero se utilizó la muestra de 4 voluntarios que recibie-
ron placebo y que antes y después de la inoculación,
respondieron con valores inferiores al valor de corte de
cada una de las pruebas antes mencionadas.

Purificación del LPS Ogawa e Inaba
de V. cholerae O1
Para la purificación del LPS de los serotipos Ogawa e
Inaba de V. cholerae O1, se utilizaron las cepas E7946
y N16961, respectivamente. Se procedió básicamente
según el método descrito por el grupo de Westphal en
1965 [19]. La biomasa celular obtenida fue resuspen-
dida en agua hasta una concentración de 60 mg/mL, se
añadió un volumen de fenol al 90% y se incubó duran-
te 30 min a 68 ºC. La mezcla se mantuvo a 4 ºC durante
toda la noche. Se observó la formación de tres fases.
Se colectó la fase superior y se centrifugó a 33 300 xg
durante 30 min, el sobrenadante se dializó contra 20 L
de agua destilada y fue ultracentrifugado tres veces a
65 000 xg durante 5 h a 4 ºC. Los sedimentos obteni-
dos se resuspendieron en agua destilada y se trataron
con deoxirribonucleasa I (Dnasa) y ribonucleasa A
(Rnasa) (Sigma, EE.UU.) (0,1 mg/20 mL, en agitación
y a 37 ºC durante 2 h) y posteriormente con Pronasa
(0,2 mg/20 mL, a temperatura ambiente durante 48 h).
La muestra tratada se incubó durante 10 min a 100 ºC,
se centrifugó a 33 300 xg durante 15 min y el
sobrenadante se volvió a ultracentrifugar tres veces
bajo las mismas condiciones antes descritas. Final-
mente, el sedimento obtenido fue resuspendido en
agua, se sometió a roto-evaporación y se colocó en
cámara de secado al vacío hasta la sequedad para su
cuantificación por peso. Se utilizaron diferentes mé-
todos para evaluar la presencia de contaminantes de
naturaleza proteica o ácidos nucléicos como fueron:
el método de Lowry [20], la electroforesis en gel de
poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato de sodio
(SDS-Page) y 15% de acrilamida [21] seguido de tinción
con plata [22] y el barrido espectrofotométrico desde
200 a 300 nm, respectivamente.

Purificación del LPS del serogrupo O139
Se utilizó la cepa AI1837 y se procedió básicamente
según el método descrito por el grupo de Kido en
1990 [23]. La biomasa celular fue resuspendida en
solución tampón (Tris 40 mM, EDTA 2 mM, pH 8,5)
hasta una concentración de 120 mg/mL. Posteriormente
se añadieron 2 volúmenes de una solución alcalina (SDS
al 3%, Tris 50 mM, NaOH 128 mM) y se calentó en
baño de agua a 60 ºC durante 70 min. Se añadió un
volumen de fenol:cloroformo (1:1) y se centrifugó a
16 000 xg durante 20 min a 4 ºC. Se tomó la fase
superior y se añadió 2/3 de agua y 1/10 de acetato de

sodio 3 M pH 5, después se añadieron 2 volúmenes
de etanol frío (-20 ºC) y se dejó reposar de 24 a 48 h
a -20 ºC. Posteriormente se centrifugó a 16 000 xg
durante 20 min a 4 ºC, el sobrenadante se desechó, el
sedimento se resuspendió en 10 mL de agua destila-
da y se dializó contra 2 L de agua destilada. En lo
adelante la muestra se trató como se describió antes
para el LPS del serogrupo O1 después de la primera
ultracentrifugación. Los criterios de pureza utiliza-
dos para esta preparación fueron también los descri-
tos para el LPS del serogrupo O1.

Purificación de PME
Se utilizó la cepa E7946 El Tor Ogawa. La biomasa
celular fue resuspendida en solución tampón Tris
30 mM-EDTA 2 mM, hasta una concentración de
210 mg/mL. La suspensión celular se colocó en un
baño de agua con hielo con agitación lenta, y se añadió
deoxicolato de sodio al 10% (0,25 mL/g de biomasa
obtenida) y se incubó durante 1 h. Posteriormente la
muestra se centrifugó a 17 700 xg durante 1 h a 4 ºC. El
sedimento se desechó y el sobrenadante se trató con
Dnasa y Rnasa (Sigma, EE.UU.) (0,1 mg/20 mL, en
agitación y a 37 ºC durante 2 h). Después se efectuó
una centrifugación a 33 300 xg durante 30 min a 4 ºC, el
sedimento se desechó y el sobrenadante se sometió a
una ultracentrifugación a 65 000 xg durante 8 h a 4 ºC.
Posteriormente, se desechó el sobrenadante. El sedi-
mento se resuspendió en una solución tampón
(diethanolamina 49 mM - deoxicolato 120 mM pH 9)
y se aplicó en una columna cromatográfica (XK 26/100,
Sephacryl S-200 HR, Pharmacia, Suecia) eluida con
Tris 30 mM-EDTA 2 mM-deoxicolato 0,5% pH 8,5.
La vesícula de PME se obtuvo en el primer pico que
eluyó de la columna.

La presencia de LPS y ácidos nucleicos como con-
taminantes en esta preparación fue evaluada por el
método del dot blot  [24] con un anticuerpo
monoclonal anti-LPS O1 (4:5) y por medio del barri-
do espectrofotométrico desde 200 a 300 nm, respec-
tivamente. Luego de confirmar la ausencia de
contaminantes en el pico de proteínas, se le adiciona-
ron tres volúmenes de etanol frío (-20 ºC) y se incu-
bó durante toda la noche a -20 ºC. Posteriormente se
realizó una centrifugación a 47 900 xg durante 20
min a 4 ºC, se eliminó el sobrenadante y el sedimento
se almacenó a -20 ºC como PME.

Purificación del complejo antigénico de 20 kD
Se utilizó la cepa CA401 Clásico Inaba. Para la obten-
ción del antígeno se siguió una modificación del méto-
do de Sun y colaboradores [25]. La biomasa celular
fue resuspendida en PBS al 20% (NaCL 137 mM,
Na2HPO4 8 mM, KH2PO 4 14mM, KCL 27mM,
NaN3 3 mM) pH 7,4 y se sometió a un proceso de
agitación vigorosa en el ultraturrax T-25 IKA (La-
bortechnik, Berna, Suiza) a 13500 rpm. Posterior-
mente se realizó una centrifugación a 17 700 xg durante
1 h a 4 ºC, el sobrenadante se separó y el sedimento
se resuspendió nuevamente en PBS al 20% y se repi-
tió el proceso (ultraturrax y centrifugación). Los
sobrenadantes de las respectivas centrifugaciones se
mezclaron, se añadió sulfato de amonio al 50% de
saturación y se incubó durante toda la noche a 4 ºC en
reposo. El precipitado se obtuvo por centrifugación
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a 33 300 xg durante 20 min y fue resuspendido y
dializado contra PBS. Posteriormente se realizó una
electroforesis preparativa en gel de poliacrilamida
(12,5%) a 1 mL del dializado (3 a 9 mg de proteínas). En
esta electroforesis se utilizó como patrón de peso
molecular (PPM), una mezcla de fosforilasa b (94 kD),
albúmina de suero bovina (67 kD), ovoalbúmina (43 kD),
anhydrasa carbónica (30 kD), inhibidor de tripsina
(20,1 kD) y α-lactalbúmina (14,4 kD). Posteriormen-
te el gel se sometió a una tinción negativa con imidazol-
zinc [26], se identificó y se extrajo la banda que tuviera
similar migración a la banda de proteína de 20,1 kD en
el PPM. Esta banda se electroeluyó, se cuantificó la
cantidad de proteínas por el método de Lowry [20] y
se evaluó por el método de dot blot [24]. Para ello, se
utilizó un anticuerpo policlonal de conejo obtenido en
el Instituto Finlay, que en inmunomicroscopía elec-
trónica [27] reacciona con antígenos fimbriales en la
superficie de cepas de V. cholerae del biotipo Clásico.
La solución proteica ya cuantificada y evaluada fue
almacenada a -20 ºC.

Actividad anticolonizante de los sueros
Se utilizaron ratones BALB/c de 2 a 5 días de nacidos,
suministrados por el Centro Nacional para la Produc-
ción de Animales de Laboratorio (CENPALAB) de La
Habana, Cuba, con su correspondiente certificado de
salud. Los ratones se distribuyeron en grupos de 4
animales en cajas independientes y se les administró
por vía intraperitoneal 50 µL de las siguientes va-
riantes: i) suero positivo en cuatro diluciones dife-
rentes, 1:5, 1:10, 1:20 y 1:40) y ii) suero negativo
(control negativo del ensayo). Después de 6 h de la
administración por vía intraperitoneal, se le inoculó
a cada ratón 50 µL de PBS-azul de evans al 0,01%
por vía oral, que contiene 105 unidades formadoras
de colonias (UFC) de la cepa virulenta C7258. Pasa-
das 18 h se sacrificaron los animales, y los intestinos
de cada grupo de 4 ratones se colocaron en PBS y se
homogenizaron utilizando el ultraturrax T-25 IKA
(Labortechnik, Berna, Suiza) a 13 500 rpm durante
15 s. Alícuotas de 10 µL de diluciones seriadas (fac-
tor 10) de cada muestra, se cultivaron en placas
Thiosulphate-Citrate-Bile Salt-Sucrose (TCBS) y se
incubaron durante toda la noche a 37 ºC para cuanti-
ficar posteriormente las UFC. En cada variante se
utilizó un grupo de 4 animales y cada variante fue
ensayada cuatro veces. Los resultados que se pre-
sentan son el promedio de UFC/ratón de cuatro en-
sayos diferentes.

La mayor dilución del suero positivo con mejores
resultados en la variante (i) fue utilizada en experi-
mentos posteriores, en los que se emplearon para la
inoculación oral de los ratones otras cepas del sero-
grupo O1 (C6706, El Tor Inaba; 395, Clásico Ogawa;
569B, Clásico Inaba) y una cepa del serogrupo O139
(Al1837) e idénticas condiciones de ensayo.

Inhibición de anticuerpos anticolonizantes
Los experimentos se realizaron de forma similar a como
se describió en el ensayo anterior, con la diferencia de
que se utilizó para la administración intraperitoneal,
suero positivo diluido 1:10, pre-tratado 1 h a 37 ºC
con 20, 40 o 60 mg de LPS Ogawa, LPS Inaba, LPS
O139, PME o del complejo antigénico de 20 kD.

Estadística
Para el procesamiento estadístico de los datos, se uti-
lizó la prueba exacta de Fisher, así como el análisis de
varianza y la prueba t de student de datos no parea-
dos, con un nivel de significación del 5%. Ambas prue-
bas se realizaron utilizando el Statgraphics Plus para
Windows 2.1.

Resultados y Discusión
Importantes antígenos expuestos sobre la superficie
de V. cholerae O1, tales como los LPS Ogawa, Inaba y
0139, las PME y el complejo antigénico de 20 kD, se
prepararon con elevado grado de pureza. La Tabla 2
muestra los resultados obtenidos con diferentes dilu-
ciones del suero positivo y el suero negativo puro
(control negativo del ensayo). Se observó que el nú-
mero de UFC recuperadas de los intestinos de los
ratones, cuando se utilizó el suero negativo, fue de
4,1 x 107. En cambio, cuando se utilizó el suero posi-
tivo en diluciones 1:5, 1:10 y 1:20, el número de
UFC recuperadas fue significativamente menor, aun-
que fue menor aún cuando se utilizaron las dilucio-
nes 1:5 y 1:10. Estas últimas no tuvieron diferencias
significativas entre ellas.

La Figura 1 muestra los resultados obtenidos con el
suero positivo en dilución 1:10, en paralelo con el
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Figura 1. Variación del índice de colonización de 105 UFC de
diferentes cepas de V. cholerae O1 y una cepa O139,
inoculadas por vía oral en el modelo del ratón neonato, 6 h
después de la administración por vía intraperitoneal de 50 µL
de suero positivo o negativo en dilución 1:10. SP: suero
positivo, SN: suero negativo, cepas: C7258 (El Tor Ogawa),
C6706 (El Tor Inaba), 395 (Clásico Ogawa), 569B (Clásico
Inaba), AI1837 (Serogrupo O139). Entre cepas, letras
diferentes indican diferencias estadísticamente significativas.
Números diferentes entre sueros para cada cepa, indican
diferencias estadísticamente significativas.
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suero negativo. Se observó un efecto anticolonizante
del suero positivo sobre todas las cepas del serogrupo
O1 a diferencia del efecto observado cuando se utilizó
el suero negativo. Por lo tanto, se puede afirmar que el
suero positivo de humanos inoculados con la cepa
atenuada 638, inhibe la colonización de V. cholerae
O1. En el efecto anticolonizante del suero positivo, se
definieron tres niveles significativamente diferentes
entre sí. El primer nivel corresponde a la inhibición
más fuerte de la colonización, que fue observada cuan-
do se inoculó la cepa C7258, biotipo y serotipo
homólogos a la cepa 638 utilizada para la inoculación
de los humanos. Un segundo nivel de menor inhibi-
ción, cuando se inoculó con las cepas C6706 y 395,
serotipo heterólogo y biotipo heterólogo, respectiva-
mente, no diferentes entre sí, y un tercer nivel de poca
inhibición cuando se inoculó con la cepa 569B, biotipo
y serotipo heterólogos. Cuando se inoculó con la cepa
AI1837, del serogrupo O139, no se observó efecto
inhibitorio del suero positivo sobre la capacidad colo-
nizadora de esta cepa, pues el número de UFC recu-
peradas de los intestinos de los ratones tratados con el
suero positivo, no fue significativamente diferente al
número de UFC recuperada de los intestinos de los
ratones tratados con el suero negativo.

Estos resultados sugirieron que la cepa 638 es ca-
paz de generar una respuesta de anticuerpos séricos
en humanos que inhiben la colonización intestinal de
todas las cepas de V. cholerae O1 en el modelo del
ratón neonato y corroboraron que la actividad
anticolonizante de los anticuerpos es más fuerte con-
tra las cepas homólogas a la 638, lo que probable-
mente ocurra porque en tal respuesta no solo
participaron los anticuerpos anti-LPS, que pueden
ser los más importantes, sino que también participa-
ron anticuerpos contra otros antígenos, como pudie-
ran ser diferentes PME, que solo se encuentran
presentes como blancos de estos anticuerpos, cuando
se trata de una cepa del biotipo El Tor serotipo Ogawa.
Mientras este fue el caso con las cepas del serogrupo
O1, los anticuerpos presentes en el suero positivo no
inhibieron la colonización de cepas del serogrupo
O139; ello probablemente se debió a que las cepas
O139 presentan en su superficie un LPS estructural-
mente diferente no reconocido por los anticuerpos
dirigidos contra el LPS de cepas O1. En áreas donde el
cólera es endémico, ésta probablemente sea también la
causa de que sucesivas exposiciones a V. cholerae O1
no previenen la infección producida por V. cholerae
O139 [28, 29]. Si se considera la importancia de la
inhibición de la colonización intestinal por V. cholerae
para la protección contra esta enfermedad, los resulta-
dos antes descritos, pueden ser muy valiosos para la
selección de cepas candidatas a vacuna, así como para
definir el tipo de cepa vacunal a administrar en deter-
minada región afectada por la enfermedad.

La Figura 2, muestra los resultados obtenidos con
el suero positivo en dilución 1:10 y pretratado con los
diferentes antígenos purificados. La utilización del
LPS Ogawa en el pretratamiento produjo un efecto
inhibitorio significativo sobre la actividad anticolo-
nizante del suero positivo en dilución 1:10 dado por
un incremento significativo en el número de UFC
que se recuperaron de los intestinos (1,45 x 107 UFC)
en comparación con el número que se recuperó cuan-

do el suero positivo 1:10 se administró sin pretratar
(2,3 x 105 UFC).

La utilización del LPS Inaba, las PME o el com-
plejo antigénico de 20 kD produjo un efecto inhibi-
torio significativamente menor con relación al efecto
observado cuando se utilizó el LPS Ogawa. Este efec-
to es manifestado por aproximadamente 106 UFC
que se recuperaron de los intestinos, en los casos
en que se utilizó cualquiera de estos antígenos en el
tratamiento del suero positivo antes de la administra-
ción intraperitoneal a los ratones. Con la utilización del
LPS O139 no se observó efecto inhibitorio sobre la
actividad anticolonizante del suero positivo.

La actividad anticolonizante del suero positivo fue
parcialmente inhibida con el LPS Inaba pero no con el
LPS O139. Se ha documentado bien la presencia de un
determinante antigénico común en los LPS Ogawa e
Inaba, que pudiera estar implicado en este efecto inhi-
bitorio parcial mostrado por el LPS Inaba [30]. Sin
embargo, el LPS del serogrupo O139, que contiene un
lípido A y un core común a los LPS del serogrupo O1,
pero un polisacárido O diferente [31, 32], no inhibió
la actividad anticolonizante del suero positivo contra
la cepa C7258. Este resultado indicó que la actividad
anticolonizante del suero estaba dirigida principalmen-
te contra el polisacárido del LPS de V. cholerae y no
contra el lípido A o la región del core. Diferentes estu-
dios han demostrado que los mecanismos de protec-
ción contra el cólera comprenden una respuesta
esencialmente dirigida contra las células bacterianas
[33]. Se acepta que la respuesta antibacteriana se diri-
ge preferencialmente contra el LPS, pero también se
ha reconocido que otros componentes tales como PME
y fimbrias, son capaces de inducir determinado nivel
de respuesta inmunológica [34].

Para que V. cholerae logre colonizar el intestino
delgado, primero debe vencer la barrera de la acidez
gástrica, vencer el peristaltismo, competir con las bac-
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Figura 2. Efecto del pre-tratamiento del suero positivo con
diferentes antígenos de la superficie de V. cholerae,  sobre su
actividad anticolonizante frente a un reto oral con la cepa
salvaje C7258. Letras diferentes indican diferencias estadística-
mente significativas. El número de UFC recuperadas de los
intestinos de los ratones a los que se les administró por vía
intraperitoneal el suero positivo sin pretratar, aparecen en la
figura relacionadas a 0 cantidad de antígeno (2,3 x 105 UFC).
Cuando el suero negativo se administró por vía intraperitoneal
a los ratones, el número de UFC recuperadas de los intestinos
fue 4,1 x 107 UFC.
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terias de la flora intestinal, atravesar la capa mucosa y
efectuar la adherencia a los enterocitos [35]. Por lo tan-
to, el tamaño del inóculo, la motilidad, la expresión de
enzimas como mucinas y proteasas, así como la adhe-
rencia a los enterocitos, son eventos de vital importan-
cia para la patogénesis de V. cholerae [35]. La infección
estimula una respuesta significativa de anticuerpos
antibacterianos y antitoxina, ambos en el intestino y en
el suero. Estos anticuerpos específicos cooperan entre
sí y producen una inmunidad protectora contra la in-
fección [36]. Nunca la bacteria o la CT penetran más
allá del epitelio intestinal durante la infección, por lo
que la inmunidad protectora contra el cólera depende
únicamente de los mecanismos que previenen la coloni-
zación o la acción de la toxina [37].

Los resultados obtenidos en los ensayos de inhibi-
ción de la capacidad anticolonizante del suero positi-
vo (Figura 2), confirmaron la importancia de la
respuesta anti-LPS en la protección, ya que el efecto
inhibitorio más pronunciado se observó cuando se
utilizó el LPS homólogo. También el LPS Inaba, las
PME, o el complejo antigénico de 20 kD tuvieron un
efecto perceptible en la inhibición pero fue de menor
magnitud. La posibilidad de reacciones cruzadas en el
ensayo de inhibición por antígenos, fue prácticamente
improcedente, ya que los diferentes antígenos fueron
altamente purificados y evaluados con métodos efec-
tivos, pero además se observó que en el ensayo de
inhibición los diferentes antígenos utilizados comen-
zaron a responder en cantidades muy superiores a
1 µg, sensibilidad del SDS-PAGE seguido de tinción
con plata, uno de los métodos evaluativos de pureza
que se empleó.

Según los resultados expuestos en la Tabla 2, se
puede afirmar la administración del suero positivo por
vía intraperitoneal en el ratón neonato produce la lisis

del inóculo de V. cholerae O1, administrado por vía
oral. Se ha planteado que la inmunidad protectora con-
tra V. cholerae es mediada principalmente por
anticuerpos producidos localmente en la mucosa in-
testinal, los cuales son secretados hacia la superficie
mucosal del tracto (anticuerpos IgA e IgM secreto-
res). Estos anticuerpos están dirigidos fundamental-
mente contra diferentes antígenos de la superficie
celular de V. cholerae y protegen por inhibición de la
colonización bacteriana y su multiplicación, así como
por bloqueo de la CT. La inhibición del crecimiento
bacteriano puede resultar como consecuencia de la
unión de los anticuerpos a la superficie de la bacte-
ria, los cuales interfieren con su motilidad o con los
procesos específicos de la adherencia al epitelio
mucosal [38].

Finalmente pudiera considerarse que los resulta-
dos descritos en este trabajo, aportan suficientes
hechos que confirman la existencia de más de un
antígeno en la superficie celular de V. cholerae,
involucrado en la inducción de una inmunidad pro-
tectora; aunque el antígeno más importante fue el
LPS. Por otra parte, estos resultados pueden esti-
mular el empleo de variantes de vacunas conjugadas
y vacunas por subunidades para proteger contra el
cólera.
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