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RESUMEN

Disponer de una vacuna eficaz y segura contra el célera, continta siendo la mejor alternativa para el control de la
enfermedad. En Cuba se ha obtenido un grupo de cepas atenuadas de V. cholerae y una de ellas —la cepa 638—
ha sido evaluada en voluntarios inoculados por via oral. En el presente trabajo se realizé la evaluacién preclinica de
virulencia, inmunogenicidad y capacidad colonizadora de las cepas 638 y 413 de V. cholerae de los serotipos Ogawa
e Inaba respectivamente, administradas simultaneamente en animales de experimentacién. Ambas cepas mostraron
un nivel de atenuacién aceptable y una capacidad colonizadora comparable entre ellas y con la de las cepas
salvajes utilizadas como control. Ademads, lograron niveles de seroconversién apreciables a los 7 dias de inoculados
y altos titulos de anticuerpos especificos contra antigenos de V. cholerae.
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SUMMARY

Virulence, Inmunogenicity and Colonizing Capability of Vibrio cholerae-attenuated Strains Simultaneously
Administered in Animal Models. To obtain an efficacy and safety vaccine against cholera, continues being the
best alternative for the control of the illness. In Cuba, a group of attenuated strains of V. cholerae and has been
obtained, one of them —the strain 638—, was evaluated in volunteers inoculated by oral route. In this study, it was
conducted a pre-clinical evaluation of virulence, inmunogenicity and colonization capacity of 638 and 413 strains of
V. cholerae from the serotypes Ogawa and Inaba respectively, administrated simultaneously in animal models. Both
strains showed similar levels of colonizing and seroconversion in 7 days after inoculation and high levels of specific
antibodies against LPS from V. cholerae.
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Introduccién

El célera constituye un problema de salud emergentmdifican la subunidad A de la toxina de célera (CTA)
en muchas regiones del mundo. El serogrupo O1 dm cepas de biotipo Clasico y El Tor para producir 1ag ¢, cistein ra. Cholera enterotoxin
Vibrio choleraees el principal agente causal de estgepas CVD103 y JBK 70 [3], respectivamente. Lacholeragen): a historical perspectivel. In:
enfermedad, el cual se divide en dos biotipos: Clasiqarimera , a partir de la cepa de biotipo Clasico 5698252 D: WilliamR, editors. Cholera. New
. . . L. ., o ork: Greennugh Il Plenum Medical Book

y El Tor sobre la base de criterios bioquimicos yon la delecién del gen que codifica CTA y con lacompany; 1992. p.49-64.
fenotipicos. Ambos biotipos se encuentran separadesnservacion del gen responsable de la sintesis dezl% D, History of cholera. In: R

. . . . - s . . . . barua . Istory ot cholera. In: Rkacua
en tres sc_erotlpc_)s debldo_a_ diferencias antigénicas eubu_nld_a_d B_(CTB). Con estas condlc]o_rles, esta ceBawilliam R, it e e N Yok
su lipopolisacarido superficial, ellos son: Ogawa, Inabfue significativamente menos reactogénica. Posteriofreenough Il Plenum Medical Book Com-
e Hikojima, este ultimo carece de interés clinico [1]. mente se incluyd un gen de resistencia al mercurf§™ 1992 p.1-36.

En la sexta pandemia los vibrios predominantes fugara dar lugar a la cepa CVD103HgR que ha sido ir3- Levine M M, Kaper B, Herrington D,

ron de biotipo Clésico. La séptima y actual pandemitensamente investigada en ensayos controlados en yjensky G Morris IG, Clements ML, ef al.
A L R . Slunteer studies of deletion mutants of
se caracteriza por el predominio casi absolut®/.de luntarios [4]. Vibrio cholerae O1 prepared by recom-
choleraeO1 toxigénico biotipo El Tor serotipo Inaba, Esta cepa vacunal es segura, no reactogénicay allt'ggf;';'f';ch"iqw«’& Infect Immun 1988;
lo que enfatiza la necesidad de contar con una vacungnte protectora en nifios, no obstante adolece de g &'
seguray efectiva contra la enfermedad causada por esiguientes limitaciones: es menos protectora contrg LEVineLAﬁ:Mi' Bg:’;kYRE, C?;wgnfs ML,
biotipo, aunque existe certeza acerca de que las cepatos con vibrios El Tor y debido a su pobre capacidagineros L Nelin Df ity to cholara,
deV. choleraecambian en cada epidemia como respuesie colonizacion se requieren altas dosis para logramfect Dis 1981;143:818-20.
ta a lainmunidad en las poblaciones afectadas [2]. Ottma buena inmunogenicidad [5]. 5. Finkelstein RA. Why do we nof yet have
elemento a considerar es el cambio en la frecuencia deSe conoce que la proteccion contra el colera es alt@svitable vaccine against cholera? In:
aislamiento de serotipo Inaba a Ogawa durante la actuaknte dependiente de la estimulacion de una respugdlestecky, editor. Advance in mucosal
. L. . A . immunity. New York: Plenum Press; 1995.
pandemia en América Latina. ta inmune mucosal, lo cual ha favorecido el concept;433-4o0.

Diferentes estrategias se adoptan para el desarrotle una vacuna administrada por via oral [6]. EstudiosH C ThaiLs. B S
de una vacuna contra esta enfermedad, varias de estpilemiol6gicos en areas endémicas indican que la if],-,\,‘\’:fw‘ Burmetie WN, Kudlow HR. of ol
vacunas se encuentran actualmente en ensayos deféecion natural por célera produce una inmunidad prdgonstruction and characterization of
rreno. La primera generacién de cepas vacunales ateetora de larga duracién contra un eventual ataque ggembinant Vibrio cholerae strains

. . . producing inactive cholera toxin analogs.
nuadas se obtuvo por delecién de los genes gesta enfermedad, caracterizada por altos niveles GRct Immon 1994;62:3051.

. Autor de correspondencia
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IgA secretora antibacteriana, lo que se traduce en umgbla 1. Cepas de V. cholerae.

efectiva respuesta inmune a nivel de mucosa [7]. Cepas Fenotipo/origen Procedencia
Para estudiar el célera se han desarrollado diversog;2ss El Tor Ogawa, Perd 1991 Dr. R. Finkelstein,

modelos animales. A pesar de la limitacién funda- Missouri, EE.UU.

mental ocasionada por el hecho de que la infeccio$6706 El Tor Inaba, Pero 1991 Dr. R. Finkelstein,

natural corV. choleraeno ocurre en animales, algu- o Missour, EEUU.
413 cixA ctxB zot” ace” orfU cep CNIC, Cuba

nos de estos modelos han proporcionado informa- obteida a partir de la

cion relevante a la enfermedad humana [8]. Entre éstos C6706

se ha descrito el modelo de inoculacion oral con re38 ctxA ctxB zot ace’ orfU cep”  CNIC, Cuba
duccién de la acidez estomacal y el peristaltismo [9] hap::cell, obteride @ parfir

y el de inoculacion Intraduoqenal (10], gmbos en Cc)-CVD103HQR Clasico Inaba ctxA® CVD, Maryland,
nejo adulto para evaluar la inmunogenicidad de pre- hlyA::HgR EE.UU.

parad'os vac'unales. y el modelo de ratén neonato pac;@&, gen para la subunidad A de la toxina de célera; ctxB, gen
estudiar la diarrea inducida por cepaydeholeragl para la subunidad B de la toxina de célera; zot, gen para la

que es particularmente util en el estudio de la colonfexina de la zénula ocluida; cep, gen para *core encoded pilus’;
orfU gen para "open reading frame"; ace, gen para la toxina

zacion de las cepas [11, 12]. accesoria de célera; hap, gen para la hemaglutinina proteasa;

Los genes que codifican la toxina de colera (CT)elA, gen para la endogluconasa A de C. thermocellum; hlyA,
principal responsable de los sintomas de la enfermgen para la hemolisina de V. cholerae.
dad se encuentran ubicados en el elemento génico de- |
nominado CTXg, un segmento de ADN presente enPosis letal 50% (DL50)
el cromosoma de cepas toxigénica¥deholerag13].  Los valores de DL50 se determinaron usando el mo-

El grupo de Biologia Molecular del Centro Na-delo de raton lactante [15]. Se inocularon porviaoral . . @ @ homan
cional de Investigaciones Cientificas (CNC) de Layrupos de 10 ratones balb/c de 2-3 dias de nacider oral cholera vaccination. Swedon:
Habana, Cuba ha obtenido un grupo de cepas den diluciones que contenian desdédl 0 vibrios  University of Goterborg; 1987.

V. choleraede los biotipos Inaba y Ogawa genética-de cada cepa o de la mezcla de cepas atenuadas €fchardson SH. Animal models in
mente atenuadas, entre ellas una nueva cepa —imal proporcion (1:1), en 20L de tampdn fosfato cholera research. In: Wachsmuth |, Blake
638— candidata a vacuna que fue construida paalino (PBS). La mortalidad se determind luego dfjy peiko: sciters: Vbt cholerae and

delecion del profago CTXe insercion deelAque 72 hy la DL50 se calcul6 segin el método de Reeashington, DC: American Society for

codifica la endogluconasa A d@lostridium L.J. y Muench M [16]. Microbiology; 1994. p.203-21.
thermocellum[14]. Se demostré que esta cepa ha L. . 9. Spira WM, Sack RB, Froelich JL. Simple
sido bien tolerada e inmunogénica en voluntario§olonizacion intestinal adult rabbit model for Vibrio cholerae and

. . . N , terotoxigenic Escherichi li diarrhea.
adultos inoculados oralmente. Una propiedad verEste método se realizé basicamente segin Cedréme immon 1981:32.739.47.

tajosa de esta cepa es que posee un marcador corcotaboradores [17]. Grupos de 10 ratones balb/c en- ,
en reportero que codifica una actividad que no estée 3-5 dias de nacidos fueron inoculados oralmen{8.Serciat, OlivaR, Cedré 8, valmaseda
g p q A L q B A ” ', 1, Garcia H, Talavera A, et al. Intraduode-
presente en otras bacterias entéricas por lo que peon 10 células viables de cada cepa 0 combinaci6ftl inoculation of adult rabbits for evalua-
mite diferenciar la cepa vacunal de otros vibriosle ellas en una proporcion 1:1. Pasadas 24 h, 1§ the immunogenicity of genetically
. . - ) . . affenuatted Vibrio cholerae strain. Labo-
ambientales [14]. animales fueron sacrificados, se extrajo el intestintory Animal Science 1998;48(5):538-41.
En este trabajo se presenta la evaluacion preclinickelgado y se cuantificé el nUmero de organismos viq- Beachey EH. Bacterial adherence
P . . . . . . . 1 :
en raton neonato y conejo aQuIto de dos cepas debles medlante_ el plaqueo de dlfgrentes d||u_C|ones dgjhesin_,eclp.o, inferactions mediating
choleraeadministradas simultdneamente, en cuanto lsomogenato intestinal en medio agar Luria Bertanh;aﬂachrln:m %f, bfc?e1ric1=4fo n;uc:sul
virulencia, capacidad de colonizacion e inmunogenicidadlB). La actividad endogluconasa se detecté cubrierjerfeces: J Infect Dis 1981;143:325-43.
y constituye el primer informe de estudios de este tipdo las placas de agar LB con 7 mL de agaroSe. Levine MM, Black RE, Clements ML,
para cepas administradas simultaneamente. (MERCK, Alemania) al 0,7% y carboximetilcelulosa jen'e C; sears S, Honda T, ef . Evalua-
! . A ions in humans of attenuated Vibrio
(OXOID, Reino UnldO) al 0,5% en buffer citrato cholerae El Tor Ogawa strain Texas Star-
Materiales y Métodos fosfato pH 6,3. Las placas se incubaron 2 h a 60 °§ e a live oral vaccine. Infect Immun
. y luego se tifieron con Rojo Congo al 1% y se desti- ’
Cepas utilizadas fieron con NaCl 1M. El indice de competencia s@3. Waldor MK, Mekalanos JJ. Lysogenic
Todas las cepas decholeraaitilizadas en el presen- definié como la proporcion de la cepa 638 sobre I§nversion by a filamentous phage
Y . p, ¢ p prop p - coding cholera toxin. Science 1996;
te trabajo, asi como su procedencia se detallan endapa 413 luego del conteo del crecimiento de l0%72:1910-4.
Tabla 1. Se utilizaron cepas de los biotipos Clasico yibrios en el intestino de los animales y laidentificas , o\ 0o 0po o Rodriguez
El Tor y serotipos Inaba y Ogawa conservadas acidn de la cepa 638 por la formacidn de un halo d, Fando R, Campos J, et al. Tagging a
70C en caldo triptona soya (TSB) con leche descremadatividad celulolitica alrededor de la colonia a difels’:f;i: ;h‘;’z:"e f.E;nTZ; .j':’;i'i‘;‘e Joccne
. . . 1 Isrupm 1 unini
(MERCK, Alemania) al 10% y glicerol (MERCK, rencia de la 413 que carece del gen [14]. Drotoase geng ving @ mevel raporar
A|emania) al 20%. enzyme: Clostridium thermocellum endo-
. icl . Vacci ;14: -22.
Se evaluaron dos cepas atenuadas obtenidas edr@munogenicidad gluconase A. Vaccine 1996;14:1517-22
CNIC y se utilizaron como controles las cepasSe empleo6 el modelo de inoculacion intraduodenal ers. Ujiiye A, Nakatomi M, Utsunomiya A,
parenterales que le dieron origen y la cepa vacunebnejos blancos Nueva Zelanda (2-2,5 Kg) [10]. S#itsuiK.Experimental cholera mice. First
; N L report on the oral infection. Trop Med
CVD103HgR obtenida en el Centro para el Desarrolloealizé una laparotomia de 3 cm en el abdomen de losss;10:65-71.
de Vacunas de Maryland, EE.UU. animales, se localizé el duodeno y se inyectaron en gl )
., N . . 2, . T6.Reed LJ, Muench H. A single method
Los in6culos se prepararon de la siguiente maneraspacio luminal 5 mL de una suspension b_ac_:terlanaesﬁmqﬁngﬁf,ypercen.endpoims_ Am J
las cepas se cultivaron en medio casaminoacido egue contenia 2UFC de la cepa 638 y 413 individual- Hyg 1938,27:493-7.
tracto de levadura (CAYE) a 3¢, 8 h, 200 rpm para mente 0 en una _mezcla} (1:1). Para cada inGculo $8 ceqrs B, Garcia L, Garcia H, Farifias
el ensayo de la dosis letal 50% (DL50) y en medioisaron tres conejos, asi como tres de ellos se usar@lavera A, infante JF. Intestinal coloni-
TSB durante 6 h, 3°C, 200 rpm para los ensayos decomo control y recibieron PBS en lugar de bacteriggion of the infant mouse model by

. L. X . s . tenuated and virulent Vibrio cholerae
colonizacioén intestinal e |nmunogen|0|dad. viables. strains. Arch Med Res 1998;29:231-4.
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La sangre se colect6 por puncion de la arteria central Desde el descubrimiento del agente etiolégico del
de la oreja los dias 0, 7, 14, 21 y 28. Los anticuerpalera se han hecho multiples intentos para desa-
antibacterianos se midieron por ELISA con lipopolisafrollar modelos animales para estudiar las interac-
carido (LPS) Inaba y Ogawa ¥echoleraecomo recu- ciones entre/. choleraey su hospedero humano.
brimiento de la fase sélida en placas Nunc Maxisorplasta el momento ninglin modelo animal reproduce
(NUNC, Dinamarca). Después de la incubacion con ¢bdos los sintomas y signos de la enfermedad hu-
suero diluido en PBS se afiadio a todos los pumzas-  mana.
gadoanti IgG de conejo-peroxidasa de rabano picante V. choleraesolo puede colonizar exitosamente el
(SIGMA, EE.UU.) diluido 1:2000. Las placas se reveintestino delgado de animales lactantes con pocos dias
laron coro-fenilendiamina (SIGMA, EE.UU.), y se le- de nacidos [8]. Esta es la razén fundamental para que
yeron a una densidad 6ptica de 492 nm. Se considerd@as estudios de virulencia y colonizacién se realicen en
titulo de anticuerpos como la interpolacion de la diluratones neonatos.
cion de la muestra que da una un valor de absorbancia dd_a actividadB 1-4 endogluconasa se detecto facil-
0.4 por encima del blanco [10]. mente cuando la mezcla de las cepas 638 y 413 fue

El titulo de anticuerpos vibriocidas se midié por urcultivada en placas con agar LB [14]. Cuando las célu-
microensayo descrito por Cedré y colaboradores [18hs adheridas al epitelio intestinal del ratdbn neonato
En placas estériles de 96 pozos se realizaron dilucifiteron contadas, las colonias de la cepa 638 aparecie-
nes dobles seriadas de los sueros a titular en solucid@n de color rojo rodeadas de un halo transparente. En
salina al 0,85 %. Se afiadié|25de una mezclade 10 el caso de la cepa 413 esta actividad enzimatica no
UFC/mL de las cepa¥. choleraeVC 13 y VC 12 estuvo presente. Esta prueba es rapida, simple y sen-
Clasico Inaba y Ogawa respectivamente, (recomendsible y muy 0til para diferenciar cepas vacunales de
das como cepas de referencia para este ensayo poloslvibrios ambientales.

Centro para el Control y Prevencién de Enfermeda- El ensayo de colonizacion competitiva mostré que
des, Atlanta, EE.UU.) con complemento humano dilas cepas 638 y 413 colonizaron el intestino de los
luido 1:5 y se incubaron las placas por 1 h a 37 °Gatones recién nacidos en la misma proporcioén cuando
Luego se afiadieron 150 por pozo de caldo Cerebro fueron administradas en forma independiente a pesar
Corazén (BHI) (OXOID, Reino Unido) que contienede que esta Ultima cepa carece deltggm

glucosa (MERCK, EE.UU.) y parpura de bromocresol Este resultado no mostré diferencias significati-
(MERCK, EE.UU.) ambos al 2%. Después de 3 h deas entre la cepa marcada y no marcada con relacién
incubacioén a la misma temperatura se realiz6 la lectueasu capacidad para colonizar. En este trabajo, se
por observacion visual. El titulo vibriocida se calcul@udo demostrar que el indice de colonizacién de las
como la dilucién mas alta del suero que causa inhibéepas inoculadas de forma independiente o mezcla-

cién completa del crecimiento bacteriano. das son muy similares, por lo que podemos concluir
. . gue la capacidad de colonizacién no se afecta. Ambas
Andlisis estadistico cepas fueron capaces de colonizar en la misma mag-

Los valores de colonizacién y de DL50 fueron transnitud que la cepa C7258 (control positivo) [17] y su
formados a log. El indice de colonizacion de las cepadndice de colonizacion fue 10 veces mayor que el de
administradas de forma individual o mezcladas, asa cepa 569B usada como control negativo y de la
como los valores de DL50 se compararon usando gle se ha publicado anteriormente su baja capacidad
programa Statgraphics Plus 2.1 para Windows. colonizadora [19]. La colonizacion intestinal es otro
. ., importante aspecto a tener en cuenta a la hora de
Resultados y Discusion evaluar una cepa atenuada como candidato vacunal
A partir de dos cepas de biotipo El Tor y de serotiposontra el célera.
diferentes (Ogawa e Inaba), procedentes de aislamien-En animales con pocos dias de nacidos se ha logra-
tos clinicos de la epidemia de esta enfermedad en Petdi la infeccion y colonizacién efectiva decholerae.
(C7258 y C6706), se obtuvieron las cepas atenuad&in embargo, debido a que sus intestinos son fisiologi-
de primera generacioén (81 y 413) privadas de un grupgma e inmunoldgicamente inmaduros, su uso se ha res-
de genes relacionados con la virulencia de las mismasngido a experimentos de colonizacion de corta
Este fragmento gendmico se denomind inicialmente duracion y para estudios de patogenicidad, por lo que
“cassette de virulencia” [19], pero mas recientementgara la evaluacion inmunoldgica de cepas candidatas a
se ha descubierto que constituye el genoma de un fagacuna se ha escogido un modelo de inoculacién
filamentoso llamado CTX [13]. A partir de la cepa intraduodenal en conejo adulto [10], donde a través de
81 se obtuvo la cepa 638 a la cual se le realiz6 unma sencillay rapida intervencion quirargica, se colo-
manipulacion genética adicional para introducirle eta el in6culo bacteriano directamente en el duodeno,
gen que codifica la endogluconasa AClethermoce- evitando la acidez estomacal a la cual es sen¥ible
llum en el sitio del gen de la hemaglutinina proteasaholerae.
Esta modificacion permite el marcaje de una cepa Los resultados de la evaluacion de la capacidad
vacunal potencial y consecuentemente su facil identcolonizadora en el modelo de ratén neonato de las
ficacion de cualquier otra cepa ambiental [14]. dos cepas atenuadas bajo estudio se presentan el"PIE&fdfj B, Garcia f, Garcio L, T:'“l"e”’
En el presente trabajo se han evaluado en modeldabla 2. No existen diferencias entre los valores déyos;rl;ri(;:izda: '&lﬁ;ﬁ!ﬁaﬁ‘?‘é‘éﬁis,i 32
animales cepas atenuadas\Wleholeraede diferente  UFC/g de intestino obtenidos 18 h después de kana de Medicina Tropical 1999;51(3):
serotipo obtenidas en el Dpto. de Biologia Moleculainoculacion con las cepas obtenidas por el grupo da®?
del CNIC, la cepa 413 a partir de la cepa virulenta C67G6abajo del CNIC, independientemente de ser atg$. Lebens M, Holmgren J. Structure and
y la 638 obtenida debido a una segunda mutacion reatiuadas o del tipo de manipulacion genética a qugerdsmen! of cholera toxin genes in

X . . ) . | Vibrio cholerae O139. FEMS Microbiol Lett
zada a la cepa 81 proveniente de la virulenta C7258. fueron sometidas. Tampoco se aprecian diferenciase4;117:197-202.
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significativas en el indice de colonizacién entre am¥abla 2. indice de colonizacion de cepas atenuadas administradas individual
bas cepas atenuadas, ni entre ellas y la mezcla. o simulténeamente.

Aunque no existe un modelo animal capaz de re-Individuales 638 413 81 C7258 C6706 CVD103HgR
producir todos los sintomas de la enfermedad, muy-nd. coloniz. 3,1x10° 6,5x108 2x10° éx10° 4,6x10° 9x10°
chos de ellos han sido usados para estudiar diversog/ezcladas 638 413
aspectos de la patogenia e inmunogenicida/.de _Ind. coloniz. _ 2,8x10° 5,5x10°

cholerae [8] Uno de ellos es el modelo de ratdnCada resultado es el promedio de tres determinaciones para una p<0,05.
neonato el cual ha mostrado resultados satisfacto-
rios en la evaluacion de la virulencia. Uno de lo$abla 3. Dosis letal 50 de cepas atenuadas administradas individual o simultaneamente

parametros usados para evaluar la virulencia de laSndividuales 638 413 81 C7258 C6706 CVD103HgR

cepas d&. choleraees la DL50. DL50 3,1x108 6,5x108 2x107 1,1x10* 2,2x10* 2,3x108
En la Tabla 3 se presentan los resultados de la Mezcladas 638-413

determinacion de la DL50 en el modelo de ratén _ DL50 3x107

neonato de ambas cepas atenuadas y SUS COrr€sia resultado es el promedio de tres determinaciones para una p<0,05.
pondientes parentales. En este trabajo se encontra-
ron diferencias significativas entre las dos cepaseria recomendable un mayor numero de animales en
atenuadas bajo estudio y las cepas epidémicas gpeximos experimentos.
le dieron origen. Aunque no existen diferencias sig- En conjunto los resultados de la evaluacién en mo-
nificativas entre las cepas atenuadas, los valores tiethelos animales de las cepas atenuadas 638 y 413 se
den a ser mayores para la cepa 638 de segunpaede afirmar que las cepas atenuadas de primera y
generaciéon por lo que la segunda manipulaciéeegunda generacién estan realmente atenuadas al em-
genética, que la diferencia de la primera, pudo habetear los modelos animales de mas amplio uso
jugado un papel importante en el completamientiternacionalmente [8], conservan una capacidad co-
de su atenuacion. Esta segunda manipulacion colonizadora e inmunogénica comparable a la de las ce-
sistio en la inactivacion del gen de la hemaglutinin@as que le dieron origen.
proteasa que se considera una proteina implicadala Unica diferencia genotipica entre las cepas 638 y
en la virulencia d¥. choleraeNo hay antecedentes 81 radica en la insercion del ge#lA(endogluconasa
en la literatura de la eliminacion de este gen pard) en el sitio del gehapen la primera de ellas. Esta
reducir la reactogenicidad residual de cepas atenuaanipulacion no afecta la capacidad de colonizacion,
das, ni tampoco en estudios de virulencia de estésvirulencia ni la inmunogenicidad de la cepa 638 en
cepas en modelos animales. Pero las diferencias dmdelos animales, pero le aporta un gen marcador que
4 6rdenes de magnitud en la dosis necesaria pgrarmite su simple identificacién microbiologica de
provocar la muerte de la mitad de los animales entialquier otra cepa dé cholerag mediante una técni-
las cepas atenuadas y las parentales es un indicarapiday sensible. La inactivacién@@incrementa
importante del éxito de la atenuacion genética. Cuatte duracion de la adherencia\deholeraea células del
do las cepas atenuadas 638 y 413 son inoculadegitelio intestinal en cultivo [21] y aumenta la adhe-
por via oral en el ratén neonato, de forma individualencia y multiplicacion de vibrios en células intestina-
0 mezcladas, los valores de DL50 fueron entre 10l@s humanos [7].
a 1000 veces mayores que los observados para lad.a aplicacién de este método en el presente estudio
cepas salvajes [20]. Esto es una clara sefal denas ha permitido comprobar que los niveles de
atenuacion lograda debido a que estas cepas no pemunogenicidad tanto por ELISA como mediante la
seen los genes téxicos ni de otros factores de virgeterminacion de anticuerpos vibriocidas son com-
lencia que juegan un papel importante en Igarables entre cepas atenuadas y virulentas.
patogénesis de la enfermedad. Tampoco en la deter-Las cepas atenuadas obtenidas por el grupo de
minacion de la DL50 se aprecian diferencias entre kzabajo fueron igualmente inmunogénicas en este mo-
mezclay las cepas individuales que la integran. delo que las parenterales virulentas que le dieron ori-
En humanos, la reactogenicidad de cepas vivagen y la respuesta inmune que generaron fue
atenuadas se ha correlacionado con diferentes niv&@gnificativamente superior a la encontrada para la
les de colonizacion intestinal en un proceso complesepa CVD103HgR, cepa vacunal de un producto au-
jo y multifactorial. Esto hace que el aumentotorizado en varios paises de Europa y América.
significativo del valor de la DL50 no pueda sumirseAchelson y colabaradores evaluaron la inmunogeni-
como un criterio predictivo absoluto de su seguridadidad de esta cepa en conejos a los que administraron
en humanos inoculados. No obstante, se ha publicper via oral entre 20y 10" células en dos dosis
do que el incremento entre 3y 4 6rdenes de magnitwgparadas por 20 dias y encontraron una respuesta
ha correlacionado posteriormente con bajos nivelede anticuerpos por ensayo vibriocida detectable, SOl Garcia L, Benitez J. Hacia el desarro-
de reactogenicidad en humanos [20]. 5 semanas después de la segunda dosis, alin inotdsde una vacuna eficaz contra el colera.
Las cepas 638 y 413 inoculadas de forma indepetando una dosis superior a la usada por nosotrg§eciMenitor 1996;5(2):2-6.
diente o mezcladas mostraron resultados similare22]. En un esquema de una dosis con las cepas abe- Butterton JR, Ryan ET, Shahin RA,

sin diferencias significativas. nuadas hemos obtenidos altos titulos de anticuerp@gderood sB. Development of a germ-
L s . . . ree mouse model of Vibrio cholerae
La cepa 413 present titulos vibriocidas ligeramenanti LPS. infection. Infect Immun 1996;64:4373-7.

te mas bajos que el resto de las cepas en las muestraka respuesta inmune de los animales inoculados se Achelson DWK. Levine MM. Kaper 1B
de suero correspondientes a los dias 7,14 y 21, popresenta en las figuras 1y 2. La respuesta INAUCIEZ acion ooy 1o Shiserlike roxin
blemente debido a que uno de los tres animales alcgper la mezcla de las cepas atenuadas fue evaluaidiwing oral immunization with Shiga-
e toxin | B-subunit-producing Vibrio

z4 una respuesta baja evaluada por ELISA y vibriocideontra los serotipos Inaba y Ogawa por separado tatt—o,eme CVD 103 HgR. Infect Immun

lo que redujo el valor promedio del grupo, por lo quéo para el ELISA como en el ensayo vibriocida. 1996;64:355-7.
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La mezcla de las cepas fue capaz de inducir urag 1/T
respuesta inmune significativa contra los serotiposoo -
Inaba y Ogawa usadas como antigeno. A pesar de que
el pico de anticuerpos estuvo en todos los casos en el I
dia 14 luego del indculo, la seroconversién ocurrid —|
desde el dia 7 y los titulos se mantuvieron hasta el dif° | I I
28 sin diferencias significativas entre los grupos.

El titulo de anticuerpos en los animales inoculados
con cada cepa fue elevado y comparable al obtenidmo
con la mezcla de ellas. En todos los casos hubo
seroconversion frente a los serotipos Ogawa e Inaba
con titulos altos y no se apreciaron diferencias entre
los encontrados para cada serotipo. Aunque se midéf° |
niveles de anticuerpos en suero estos resultados refle-
jan una efectiva estimulacion de la inmunidad de mu-
cosa por ambas cepas administradas ya sea de forom® L
individual o combinada ya qé choleraees un pat6- Mescla Mescla 43 638 C7258 Cé706 81
geno no invasivo y los anticuerpos en suero son el vs. Inaba  vs. Ogawa individual individual cepas
resultado de una estimulacion del sistema inmune a [0 Dia 7 Dia 14 W Dia 21 U Dia 28
nivel de mucosa [6]. La respuesta vibriocida en suero
es el mejor correlato de proteccion paraholerae Figura 1. Titulo d.e unficuerposvi'briQCidas enel suero de conejosinoculados con cepas atenuadas y sus
01y la mejor medida de una correcta estimulacion dg:rentales salvajes. Cada barra indica el promedio de tres animales.
la inmunidad antibacteriana. Luego de una infeccién
natural o experimental en humanos, el titulo d&°g1/T
anticuerpos vibriocidas se incrementa varias vece&90 7
En areas endémicas de célera la repetida ingestion de
V. choleraeda como resultado la presencia de altog o
titulos durante la vida adulta [23]. La respuesta
vibriocida luego de un reto o vacunacién de volunta-
rios adultos en areas endémicas, es fundamentalmeff? |
de tipo IgM y de corta duracién. Sin embargo, esta
respuesta inicial es un marcador confiable de que se Higy -
generado una inmunidad mucosal fuerte y duradera,
ya que un alto porciento de voluntarios experimental-
mente infectados o vacunados han estado protegidb® 7
en experimentos de reto [6]. A pesar de que los

anticuerpos vibriocidas determinados por esta técniggyg - L
no actdan a nivel de la mucosa, se ha demostrado que Mescla Mescla 413 638 C7258 C6706 81
existe una correlacién entre el titulo de anticuerpos vs. Inaba  vs. Ogawa individual individual cepas
vibriocidas y la proteccién y que personas con altos [0 Dia 7 Dia 14 M Dia 21 [ Dia 28

titulos estan protegidos contra la colonizacién y la
enfermedad [24]. Mosley y colaboradores han demOS'rgura 2. Titulo de anticuerpos anti-LPS por ELISA en el suero de conejos inoculados con cepas
trado que los titulos después de la infeccion tienen wtenuadas y sus parentales salvajes. Cada barra indica el promedio de fres animales.
importante papel en lainmunidad y que titulos mayo-
res de 20 estan asociados con la proteccion [24]. Aun- En la mayoria de las regiones del mundo, inclu-
que Clements define un nivel elevado cuando logendo América Latina, las epidemias de colera estan
titulos son iguales o superiores a 1280 [25]. En cuasiendo provocadas por vibrios de biotipo El Tor,
quier caso, se puede considerar que las preparaciomesdominantemente serotipo Inaba. Sin embargo, tam-
vacunales administradas a los animales lograron wién han ocurrido epidemias causadas tanto por
nivel significativo de anticuerpos protectores. biotipo Clasico como El Tor y serotipos Inaba y
La respuesta de anticuerpos anti-LPS Ogawa e Inayawa déV. choleragD1. Esto sugierque una vacu-
detectados por ELISA fue comparable a la respuesta 6ptima debiera ser una combinacion de cepas que
vibriocida. Las cepas inoculadas individualmente mosepresenten a ambos biotipos y serotipos, por 10 que. lass Ri, Svennerholm AM, Khan MR,
traron titulos elevados y muy similares. En el caso dgesde el punto de vista epidemioldgico seria recdivdas, Hug Mi, Holmgren J. Seroepide-
los animales inoculados con ambas cepas simultaneaendable aplicar dos cepas atenuadas de dn‘eretﬁﬁégt‘;‘:;'hSL"S‘:ZTO:L:'(,:s";j:flff,f’b(',"
mente se obtuvieron titulos comparables entre ellosserotipo en areas donde ambos estan presentes. dies levels with protection. J Infect Dis
los 7 dias de inoculados. Los resultados del presente trabajo indican que [g85/151:236-42.
En el dia 14 hubo una ligera disminucién en el nivehdministracion simultanea de dos cepas atenuadas®nmosley WH, Benenson AS, Barui R. A

de anticuerpos contra el serotipo Ogawa en relacidnodelos animales mostraron resultados comparablgggelegical survey for cholera antibodies
in rural east Pakistan. Bull WHO 1968;

con el Inaba cuando las cepas fueron inoculadas ddos obtenidos para las cepas individuales. 38:327-34.
manera combinada, esto fue debido a que uno de | decimi 25 | 1D, VanLoon F Sack DA
animales respondié mas tarde frente a ese serotipdygradecimientos Chakraborty ). Raa MR, Ahrmed F of ol Field

afecto la media de los valores. No hubo diferencia&gradecemos a la Divisién de Modelos Animales detial of oral cholera vaccine in Bangladesh:

significativas entre la respuesta determinada pdnstituto Finlay, especialmente al Dr. Juan Franciscgf™m vibriocidal and artitoxic antibodies

ELISAy el ensayo vibriocida. Infante y a Mildrey Farifias. 1991;163:1235-42.
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