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Viabilidad in vitro y colonizacion
en ratones neonatos de una formulacién vacunal
de la cepa 638 de Vibrio cholerae
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RESUMEN. ’ara evaluar la viabilidad y 1a capacidad de colonizacién de una forrmula-
cién vacunal liofilizada de la cepa 638 de Vibric cholerae, El Tor Ogawa [oixE, ce/At)
derivada originalmente de la cepa C7258, se obtuvieron a escala de laberatorio dos
lotes (G0 ¥ 01} ¥ un subloie del 01 que se conservd a 45 °C durante 7 d . E] producto
obtenido fue resuspendido en disolucién reguladora de fosfato (DRFE} o en disolucién
de hidrégenocarbonato de sodio (1,3 %), Tarnbién fueron preparadas suspensiones de
1a cepa 638 a partir de cultivos frescos de placas de agar triptona sova sin glucosa como
controles positivos. La viabilidad se evalud por determinacion de unidades formado-
ras de colonia (UFPCHmL, por el método de diluciones y siembra en superficiez los 0,
10, 20, 40 v 60 min después de resuspendido. La capacidad de colonizacibén se evalud
inmediatarnente después de resuspendido el producto, empleando el modelo de rato-
nes neonatos con inoculacién oral de 50 pL. con una carga bacteriana de 10° UFC por
ratdn, Se emplearon 10 ratones por ensayo ¥ se determind la colonizacion a partir de
homogeneizados de intestine, los cuales fuercon diluidos de forma serjada (1:10) ¥ cul-
tivados sobre la superficie de placas de ABTCS para el conteo de colonias. Todas las
determinaciones se realizaron por triplicado para cada tiempo o condicidn. Para la
comparacién estadistica de los resultados, se aplicd ANOVA vy Prueba *1”. Los resulta-
dos demostraron gue no hubo diferencias en ia viabilidad ni on la colonizacién de las
variantes resuspendidas, tanto en DRF como en disclucidn de hidrégenocarbonato
de sodio; ni entre los tlempos estudiades. La consarvacion a 45 °C por 7 d afecté signi-
ficativamente la viabilidad, perc las viables manfuvieron la capacidad de coloniza-
ci6n. Tampoco hubo diferencias sighificativas con los valores de colonizacidn obtent-
dos al preparar los indculos con cultivos frescos. Estos resuitados permiten sehalar
que los preparados evaluados, al ser resuspendidos en disolucién de hidrdgenocarbo-
nato de sodio presentan un comportarmiento satisfactorio, segiin los criterios de viabi-
lidad v de colonizacidn en €] modelo de ratones neonatos,

ABSTRACT. The viability and the colonization capacity of the lyophilized vaccinal
formulation of 638 strain Vibrio cholerae hiotype El Tor Ogaws [ctxF, ce/A 1 from C7258
strain resuspended with sodium bicarbonate salution were evaluated. Two batches
(00 and 01) were obtained and a sub-batch preserved for 7 d at 45 °C . The lyophilized
were resusperxied in phosphate buffer solution (PBS) or in sodium bicarbonate solu-
tion (1.3 %). Positive control suspensions of 638 strain were prepared also, from fresh
plate culbure (triptose soy agar without ghucose). The viability was evaluated by colony
forming units (CFUYmL determination at 0,10, 20, 40 and 60 myin of resuspended. The
colonization capacity was evaluated at the moment of resuspension of product in neo-
natal mouse model, by oral inoculation of 60 pL. with 10° CFUmouse, Ten mice par
group were used. Number of bacteria recoverable from mice was determined by ho-
mogenization of intestine from mice. Suitable serial dilution (1:10)of the homogenates
were plated on thicsulphate<itrate-bile sali-suerose agar for viable counting. The
experiments were repeated three times. Analysis of varance and t-8tudent were ap-

piied for statistical comparison of resulis.
Noe significant differences of viability or
colonization when vaccinal foermulation
was resuspended with PBS or sodiuwmn bi-
carhonate solution, in all studied mo-
ments was found. The sub-batch con-
served 7 4 at 45 °C showed a significant
difference in viability, but not in coloni-
zation capacity: Nor it showed any differ
encewith colonization values obtained in
mice inoculated with fresh cultures.
These results allow {0 say that the evalu-
ated product resuspended in sodium bi-
carbonate have a satisfactory response,
in viability and colonization in neonatal
mouse model,

INTRODUCCION

Una de las vias de lograr una va-
cuna efectiva conira el colera es la
que emnplea cepas atenuadas de apli-
cacidon oral.! Para ello, resulta nece-
sario no solamente la obtencién de
la cepa, sino también, desarrollar
una formulacién ¥ una forma de ad-
ministracién que conserve su viabi-
lidad y capacidad para colonizar el
intestino e inducir la respuesta in-
mune deseada.?® En tal sentido, se
han realizado diferentes esfuerzos
para la aplicacién oral de estos pre-
parados vacunales ? siendo las diso-
luciones de hidrégenocarhonato de
sodio las mas empleadas para mini-
mizar la barrera dcida del estémago.

Con respecto al estudio de la ca-
pacidad de colonizacion de Vibrio
cholerge en el intestino humano, se
aceptan los resultados gue ofrece el
biomodelo de ratén necnato 7 A par-
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tir de estos elementos, este traba-
jo se realizd con el propaosito de
evaluar la viabilidad y la capacidad
de colonizacion del intestino de un
preparado vacunal liofilizado de la
cepa atenuada 638 de Vibrio cho-
lerae® en su posible forma de apli-
eacién, resuspendida en una diso-
lucidén de hidrégenocarbonato de
sodio.

MATERIALES Y METODOS
Cepa

Vibrio cholerae 638 El Tor Ogawa
{cixF, ce/A -] derivada originaimen-
te de la cepa C7258.% Obtenida en el
Laboratorio de Biologia Molecular
del Centro Nacional de Investiga-
ciones Cientificas, La Habana,
Cuba.

Preparacién del producto vacunal

La cepa 638 procedente del ban-
co de trabajo fue crecida en tubos a
37°Cporléalfh,.

Se expandio en dos subculiivos
sucesivos incubados a 37 *C a 200 1/
min . La biomasa se ¢olectd por cen-
trifugacién y fue convenientemen-
ie resuspendida para su liofilizacién
en bulbos.

Determinacién de unidades forma-
doras de colonia por mililitros
(UFC/hmL)

Se empled el métode de dilucio-
nes seriadas y siembra en superficie.
Se realizaron diluciones seriadas
1:18 en disolucidn reguladora de
fosfato (DRFY; se cultivaron tres ali-
cuctas de 10 uL, de las diluciones
adecuadas en la superficie de placas
de agar triptona soya sin glucosa
{ATS) © en agar sales biliares tiosul-
fato citratoy sacaresa (ABTCS) para
los conteos a partir de muestras de
homogeneizados de intestino. Las
placas se incubaron 2 37°C por 12 a
16h.

Colonizacion en ratones neonatos®

Los raiones Balb/Cde2a4dde
nacidos se separaron de las madres
6 h antes de la inoculacién. El
indeulo consistié en 54 pl con una
carga bacteriana de 10° UFCy se ad-
ministrdé con una sonda por via oral.
Alag 18 h de la inoculacidn, se zisla-
ron los intestinos de los ratones y se
lavaron cuatro veces en DRF; luego
se homogeneizaron (2 mL de DRF
por intestino) en un UltraTurrax T
25213 500 r/min por 15 5 . Al homo-
geneizado se le deierminaron las
UPCimL . Se utilizaron 10 ratones
por determinacién, uniéndose sus
intestinos antes de la homogeneiza-
cién,

Marcha de los experimentos

Todas las determinaciones se rea-
lizaron por triplicado para cada tiem-
po o condicidn. Para la comparacion
estadistica de los resultados se apli-
cd ANOVA v Prueba “t".

En los estudics de viabilidad y co-
lonizacién en ratones, se emplearon
dos lotes (00 ¥ 01) del producto
vacunal conservado entre4y 8§°Cy
un sublote del 00 conservado a 45°C
por 7d {08a). Los productos liofili-
zados fueron resuspendidos en DRF
{control positivo) o en disclucidén de
hidrégenocarbonato de sodio (1,3 %),
manteniendo el migsmo factor de gdi-
lucién. Parala viabilidad se determi-
naren las UFC/mL a los §, 14, 20, 40
v 80 min de resuspendidas a tempe-
ratura ambiente, entre 25 v 28 °C |
En los estudios de celonizacién se
ernpled como control la cepa 638 cul-
tivada en CTS (6 h de incubacidn a
37 °C con 200 r/min) como se descri-
be para la preparacién de los indcu-
los en ensayos de reactogenicidad e
inmunogenicidad en voluntarios.'¢
Todas las muestras, incluido el con-
trol positive, se resuspendieron in-
mediatamente antes del uso, de ma-
nera tal que los inéculos (50 pl) tu-
vieran cargas de 10° UFC por raton.

RESULTADOS Y DISCUSION

El producto vacunal obtenido
con la cepa 638 después de resuspen-
dido ¥ mantenido a temperaiura
ambiente, presenté igual viabilidad
{p < 0,05) a los diferentes tiempos (0
a 60 min) estudiados v las disolucio-
nes empleadas (DRY e hidrégenccar-

UFCibulbo
+E+10

bonatc de sodio) (Fig. 1. Inclusc en
el sublote 00a conservado a 45 °Cpor
7d donde hubo una disminucion sig-
nificativa {(p < 0,05) de la viabilidad
con respecto al conservado entre 4y
8°C, se mantuvo ésta entre las dife-
rentes disoluciones y tiempos de re-
suspendidos.

Estos resuliados concuerdan con
los reportados por Cryz v col.V con
distintas discluciones de restitucidn,
asi como con los obtenidos por los
autores en inoculos preparados a
partir de cultivos frescos resuspen-
didos en estas disoluciones y conserva-
dos a temperatura ambiente por 30 min,
mdculos estos que resultaron colo-
nizadores e inmunogénicos en ensa-
yos en voluntarios sanos.'” El tiem-
po agui reportado de 60 min duran-
te el cual se mantiene la viakilidad
tanto en DRF ¢como en hidrégeno-
carbonato de sodio, permitiria su
empleo, tanto en modelos animales
como en ensayos en voluntarios sa-
nos.

Los resultados obtenidos en los
estudios de colonizacidén (Fig. 2) in-
dican gue ambos lotes, tanto resus-
pendidos en DRF como en hidrige-
necearbonato de sodio muesiran
iguales Indices de colonizacién en-
tre s{ y con respecto a los cultivos
controles de la cepa 638, Ademas,
tampoco fueron diferentes respecto
al sublote 00g, o que indica que si
bien esta condicién de conservacion
extrema disminuyé la viabilidad, no
afecté la capacidad de colonizacién
de las células viables en el modelo
utilizado.
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A Lote 00 en hidrdgenocarbonato de sodio.
B Lote 01 en hidrégenccarbonato de sodio.

C Lote 00 en DRF,
[ Lote 1 en DRE

E Sublote 80a en hidrdgenocarbonato de sodio,

UPCimL determinadas:
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en el momento de ser resuspendidas,
a los 10 min de ser resuspendidas.
a los 20 min de ser resuspendidas.
a los 40 min de ser resuspendidas.
a los 80 min de ser resuspendidas.

Fig, 1. Viabilidad de ung formulacién vacunal de la cepa 638 resuspendida en DRF
o en disolucidn de bicarbonato de sodio (0 a 60 min).
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