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RESUMEN. Para evaluar la viabilidad y la capacidad de colonización de una formula-
ción vacunal liofilizada de la cepa 638 de Vibrio cholerae, El Tor Ogawa [ct> , ce/A']
derivada originalmente de la cepa C7258, se obtuvieron a escala de laboratorio dos
lotes (00 y 01) y un sublote del 00 que se conservó a 45 €C durante 7 d . El producto
obtenido fue resuspendido en disolución reguladora de fosfato (DRF) o en disolución
de hidrógenocarbonato de sodio (1,3 %) . Tambiñn fueron preparadas suspensiones de
la cepa 638 apartir de cultivos frescos de placas deagartriptona soya sin glucosa como
controles positivos . La viabilidad se evaluó por determinación de unidades formado-
ras de colonia (UFC)/mL, por el mñtodo de diluciones y siembra en superficie a los 0,
10, 20,40 y 60 min despuñs de resuspendido . La capacidad de colonización se evaluó
inmediatamente despuñs de resuspendido el producto, empleando el modelo de rato-
nes neonatos con inoculación oral de 50 pL con una carga bacteriana de 105 UFC por
ratón . Se emplearon 10 ratones por ensayo y se determinó la colonización a partir de
homogeneizados de intestino, los cuales fueron diluidos de forma seriada (1 :10) y 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 condición . Para la
comparación estad•stica de los resultados, se aplicó ANOVA y Prueba "t" . Los resulta-
dos demostraron que no hubo diferencias en la viabilidad ni en la colonización de las
variantes resuspendidas, tanto en DRF como en disolución de hidrógenocarbonato
de sodio; ni entre los tiempos estudiados. La conservación a 45 €C por 7 d afectó signi-
ficativamente la viabilidad, pero las viables mantuvieron la capacidad de coloniza-
ción. Tampoco hubo diferencias significativas con los valores de colonización obteni-
dos al preparar los inóculos con cultivos frescos . Estos resultados permiten seáalar
que los preparados evaluados, al ser resuspendidos en disolución de hidrógenocarbo-
nato de sodio presentan un comportamiento satisfactorio, segén los criterios de viabi-
lidad y de colonización en el modelo de ratones neonatos.

ABSTRACT The viability and the colonization capacity of the lyophilized vaccinal
formulation of 638 strain Vibrio cholerae biotype El Tar Ogawa [cttxF, ce/A Ñ ] from C7258
strain resuspended with sodium bicarbonate solution were evaluated . Two batches
(00 and 01) were obtained and a sub-batch preserved for 7 d at 45 €C . The lyophilized
were resuspended in phosphate buffer solution (PBS) or in sodium bicarbonate solu-
tion (1.3 17b). Positive control suspensions of 638 strain were prepared also, from fresh
plate culture (triptose soy agar without glucose) . The viability was evaluated by colony
forming units (CFU)/mL determination at 0, 10, 20,40 and 60 min of resuspended. The
colonization capacity was evaluated at the moment of resuspension of product in neo-
natal mouse model, by oral inoculation of 50 pL with 105 CFU/mouse. Ten mice per
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 thiosulphate-citrate-bile salt-sucrose agar for viable counting . The
experiments were repeated three times . Analysis of variance and t-Student were ap-

plied for statistical comparison of results .
No significant differences of viability or
colonization when vaccinal formulation
was resuspended with PBS or sodium bi-
carbonate. solution, in all studied mo-
ments was found. The sub-batch con-
served 7 d at 45 €C showed a significant
difference in viability, but not in coloni-
zation capacity. Nor it showed any differ-
ence with colonization values obtained in
mice inoculated with fresh cultures .
These results allow to 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 v•as de lograr una va-
cuna efectiva contra el cólera es la
que emplea cepas atenuadas de apli-
cación oral.' Para ello, resulta nece-
sario no solamente la obtención de
la cepa, sino tambiñn, desarrollar
una formulación y una forma de ad-
ministración que conserve su viabi-
lidad y capacidad para colonizar el
intestino e inducir la respuesta in-
mune deseada . 2-3 En tal sentido, se
han realizado diferentes esfuerzos
para la aplicación oral de estos pre-
parados vacunales,4 siendo las diso-
luciones de hidrógenocarbonato de
sodio las mís empleadas para mini-
mizar la barrera ícida del estómago .

Con respecto al estudio de la ca-
pacidad de colonización de Vibrio
cholerae en el intestino humano, se
aceptan los resultados que ofrece el
biomodelo de ratón neonato .' -" A par-
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tir de estos elementos, este traba-
jo se realizó con el propósito de
evaluar la viabilidad y la capacidad
de colonización del intestino de un
preparado vacunal liofilizado de la
cepa atenuada 638 de Vibrio cho-
lerae, 8 en su posible forma de apli-
cación, resuspendida en una diso-
lución de hidrógenocarbonato de
sodio .

MATERIALES Y METODOS
Cepa

Vibrio cholerae 638 El Tor Ogawa
[ctxF`, ce/Af derivada originalmen-
te de la cepa C7258 . 1 Obtenida en el
Laboratorio de Biolog•a Molecular
del Centro Nacional de Investiga-
ciones Cient•ficas, La Habana,
Cuba .

Preparación del producto vacunal

La cepa 638 procedente del ban-
co de trabajo fue crecida en tubos a
37€Cpor16a18h .

Se expandió en dos subcultivos
sucesivos incubados a 3 7 €C a 200 r/
min. La biomasa se colectó por cen-
trifugación y fue convenientemen-
te resuspendida para su liofilización
en bulbos .

Determinación de unidades forma-
doras de colonia por mililitros
(UFC/mL)

Se empleó el mñtodo de dilucio-
nes seriadas y siembra en superficie .
Se realizaron diluciones seriadas
1 :10 en disolución reguladora de
fosfato (DRF) ; se cultivaron tres al•-
cuotas de 10 °L de las diluciones
adecuadas en la superficie de placas
de agar triptona soya sin glucosa
(ATS) o en agar sales biliares tiosul-
fato citrato y sacarosa (ABTCS) para
los conteos a partir de muestras de
homogeneizados de intestino . Las
placas se incubaron a 37 €C por 12 a
16 h .

Colonización en ratones neonatos 9
Los ratones Balb /C de 2 a 4 d de

nacidos se separaron de las madres
6 h antes de la inoculación . El
inóculo consistió en 50 °L con una
carga bacteriana de 10 5 UFC y se ad-
ministró con una sonda por v•a oral-
A las 18 h de la inoculación, se aisla-
ron los intestinos de los ratones y se
lavaron cuatro veces en DRF; luego
se homogeneizaron (2 mL de DRF
por intestino) en un Ultra-Trrax T-
25 a 13 500 r/m•n por 15 s . Al homo-
geneizado se le determinaron las
UFC/mL . Se utilizaron 10 ratones
por determinación, uniñndose sus
intestinos antes de la homogeneiza-
ción .

Marcha de los experimentos
'Ibdas las determinaciones se rea-

lizaron por triplicado para cada tiem-
po o condición . Para la comparación
estad•stica de los resultados se apli-
có A.NOVA y Prueba "t" .

En los estudios de viabilidad y co-
lonización en ratones, se emplearon
dos lotes (00 y 01) del producto
vacunal conservado entre 4 y 8 €C y
un sublote del 00 conservado a 45'C
por 7 d (00a) . Los productos liofili-
zados fueron resuspendidos en DRF
(control positivo) o en disolución de
hidrógenocarbonato de sodio (1,3 %),
manteniendo el mismo factor de di-
lución. Para la viabilidad se determi-
naron las UFC/mL a los 0, 10, 20, 40
y 60 min de resuspendidas a tempe-
ratura ambiente, entre 25 y 28 €C .
En los estudios de colonización se
empleó como control la cepa 638 cul-
tivada en CTS (6 h de incubación a
37 €C con 200 r/min) como se descri-
be para la preparación de los inócu-
los en ensayos de reactogenicidad e
inmunogenicidad en voluntarios . 10
Todas las muestras, incluido el con-
trol positivo, se resuspendieron in-
mediatamente antes del uso, de ma-
nera tal que los inóculos (50 °L) tu-
vieran cargas de 10 5 UFC por ratón.

RESULTADOS Y DISCUSION
El producto vacunal obtenido

con la cepa 638 despuñs de resuspen-
dido y mantenido a temperatura
ambiente, presentó igual viabilidad
(p < 0,05) a los diferentes tiempos (0
a 60 min) estudiados y las disolucio-
nes empleadas (DRF e hidrógenocar-

UFC/bulbo
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A Lote 00 en hidrógenocarbonato de sodio.
Ñ

	

Lote 01 en hidrógenocarbonato de sodio .
C Lote 00 en DRF
Ñ

	

Lote 01 en DRF
Ñ

	

Sublote 00a en hidrógenocarbonato de sodio .
UFC/mL determinadas:

1 en el momento de ser resuspendidas .
2 a los 10 min de ser resuspendidas .
3 a los 20 min de ser resuspendidas .
4 a los 40 min de ser resuspendidas .
5 a los 60 min de ser resuspendidnc ,

bonato de sodio) (Fig. 1). Incluso en
el sublote 00a conservado a 45 €C por
7 d donde hubo una disminución sig-
nificativa (p < 0,05) de la viabilidad
con respecto al conservado entre 4 y
8 €C, se mantuvo ñsta entre las dife-
rentes disoluciones y tiempos de re-
suspendidos .

Estos resultados concuerdan con
los reportados por Cryz y col ." con
distintas disoluciones de restitución,
as• como con los obtenidos por los
autores en inóculos preparados a
partir de cultivos frescos resuspen-
didos en estas disoluciones y conserva-
dos a temperatura ambiente por 30 min,
inóculos estos que resultaron colo-
nizadores e inmunogñnicos en ensa-
yos en voluntarios sanos .` El tiem-
po aqu• reportado de 60 min duran-
te el cual se mantiene la viabilidad
tanto en DRF como en hidrógeno-
carbonato de sodio, permitir•a su
empleo, tanto en modelos animales
como en ensayos en voluntarios sa-
nos .

Los resultados obtenidos en los
estudios de colonización (Fig . 2) in-
dican que ambos lotes, tanto resus-
pendidos en DRF como en hidróge-
nocarbonato de sodio muestran
iguales •ndices de colonización en-
tre s• y con respecto a los cultivos
controles de la cepa 638. Ademís,
tampoco fueron diferentes respecto
al sublote 00a, lo que indica que si
bien esta condición de conservación
extrema disminuyó la viabilidad, no
afectó la capacidad de colonización
de las cñlulas viables en el modelo
utilizado .

Fig. 1 . Viabilidad de una formulación vacunal de la cepa 638 resuspendida en DRF
o en disolución de bicarbonato de sodio (0 a 60 min) .
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La conservación de la capacidad
de colonización de la cepa despuñs
del proceso de obtención resulta im-
portante, toda vez que ella es uno de
los principales factores para que una
vacuna atenuada de Vibrio cholerae
logre elevados •ndices de protec-
ción;' as• como que con este produc-
to vacunal se lograran resultados
coincidentes en cuanto a viabilidad
y colonización en ratones neonatos
con los obtenidos a partir de culti-
vos frescos de la cepa 638, emplean-
do los mismos mñtodos y disolucio-
nes de preparación de los inóculos
que se emplearon en los ensayos en
voluntarios con resultados de colo-
nización e inmunogenicidad muy
satisfactorios . 10

Estos resultados permiten seáa-
lar que los preparados evaluados, al
ser resuspendidos en disolución de
hidrógenocarbonato de sodio, pre-
sentan un comportamiento satisfac-
torio, segén los criterios de viabili-

1 Lote 00 resuspendido en DRF
2 Lote 00 resuspendido en hirógenocarbonato de sodio .
3 Lote 01 resuspendido en DRF.
4 Lote 01 resuspendido en hirógenocarbonato de sodio .
5 Lote 00a resuspendido en DRF
6 Cultivo resuspendido en DRF.
7 Cultivo resuspendido en hirógenocarbonato de sodio .

Fig . 2. Colonización en ratones neonatos de una formulación vacunal de la cepa 638
liofilizada y de cultivos frescos de placas de ATS, resuspendidas en disoluciones de
hidrógenocarbonato de sodio o de DRFF

dad y de colonización en el modelo
de ratones neonatos .
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