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RESUMEN

El célera continlia siendo un importante problema de salud publica en paises en vias de
desarrollo. En 1.998, méas de 1.000.000 de casos fueron notificados en América Latina.
Paraguay ha reportado cuatro casos hasta ahora. La epidemia ha enfocado la atencién al
desarrollo de una vacuna segura, efectiva y de larga duracién. Una vacuna oral viva
atenuada, la CVvD 103 HgR (serotipo Inaba, biotipo Clasico, Berna-Suiza) ha sido
licenciada en varios paises, incluido el Paraguay. Este estudio fue desarrollado para
evaluar la seguridad e inmunogenicidad de la vacuna CVD 103-HgR en voluntarios
paraguayos. Cuarenta voluntarios adultos, sanos, fueron reclutados en Asuncion-
Paraguay para recibir una dosis oral (2-6 x 10cfu) de la vacuna CVD 103-HgR. Las
muestras de sueros fueron obtenidas antes de la vacunacién, a los 15 y a los 30 dias
después de la misma. Se midieron los niveles de inmunoglobulinas IgG, IgA e IgM de los
voluntarios, los anticuerpos vibriocidas y los anticuerpos anti-LPS. La vacuna fue bien
tolerada y so se observé enfermedad diarreica en el estudio. Veintisiete (67.5%) de los
40 voluntarios desarrollaron anticuerpos vibriocidas. Ninguno tuvo titulos iniciales, 8
(20%) tuvieron titulos reciprocos de 320 y sélo 5 (12.5%) alcanzaron titulos iguales o
mayores que 5.120. En la medicion de los anticuerpos anti-LPS no hubo respuesta
significativa. Este es el primer estudio sobre evaluacién de una vacuna oral contra el
c6lera. Estos resultados muestran que los voluntarios paraguayos desarrollan respuesta
de anticuerpos vibriocidas. Esta vacuna podria ser efectiva contra el célera en nuestro
pais.

Palabras claves: Vibrio cholerae, vacuna oral, anticuerpos vibriocidas, voluntarios
paraguayos.

ABSTRACT

Cholera remains as an important public health problem in underdeveloped countries. In
1998, more than 1,000,000 cases were notified in Latin America. Paraguay has reported
four cases until now. The epidemic has focused the attention to the development of a
safe, effective and long lasting cholera vaccine. A live oral attenuated CVD 103-HgR
(Inaba serotype, Classical biotype) has been licensed in several countries, including
Paraguay. To evaluate the safety and immunogenicity of CVD 103-HgR in Paraguayan
volunteers, an study was performed. Forty healthy adults, were recruited in Asuncion,
Paraguay to receive a single oral dose (2-6 x 109 cfu) of CVD103-HgR). Serum samples
were obtained before, 15 and 30 days alter vaccination. The level of 19G, IgA and IgM
antibodies was measured in serum of the volunteers as well as the level of vibriocidal and
anti-LPS antibodie. The vaccine was well tolerated and no diarrhea illness was observed in
the study. Twenty seven (67.5%) of the 40 volunteers developed serum vibriocidal
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antibodies. None had vibriocidal titers at baseline, eight (20%) had a reciprocal titer of
320 and only five (12.5%) reached titers equal or higher than 5,120. In the measurement
of anti-LPS antibodies, there were not significative results. This is the first study of
evaluation of an oral vaccine against cholerae. These results show that the Paraguayan
volunteers developed a vibriocidal antibody response. This vaccine could be effective
against cholera in our country.

Keywords: Vibrio cholerae, oral vaccine, vibriocidal antibodies, Paraguayan volunteers.

INTRODUCCION

El célera es una de las infecciones entéricas que ha incidido mas drasticamente en la
salud de la poblacién mundial y que continla azotando a muchos paises, en especial a los
del mundo en desarrollo (1). El principal agente causal es el Vibrio cholerae O1 que posee
dos biotipos, Clasico y El Tor y dos principales serotipos: Inaba y Ogawa (2).

La enfermedad es causada fundamentalmente por la accidon de la toxina de cdlera, que
provoca a través de un complejo mecanismo bioquimico, un aumento de la secrecion de
electrolitos y pérdida de fluido en el intestino delgado a través de la accion de la adenil-
ciclasa (3). En su forma mas severa, desencadena una diarrea con apariencia de agua de
arroz, pero ademas, se pueden presentar otros sintomas tales como: cefalea, dolores
abdominales, meteorismo, vomitos, fiebre y deshidratacion, que puede conducir al
colapso circulatorio en los enfermos extremadamente graves (4).

La pandemia actual se caracteriza por el aislamiento predominante de cepas del biotipo El
Tor. Gran numero de antigenos estan involucrados en la patogenia de esta enfermedad.
Dentro de los mas estudiados se encuentran: la toxina colérica (TC), principal
responsable de los sintomas que se reportan, el lipopolisacarido (LPS), que constituye la
barrera protectora fundamental del vibrio y el TCP (Toxin Corregulated Pili), que se
plantea como el principal factor de colonizacion junto a la MSHA (Mannose Sensitive
Hemaglutinin Associated). Existen otros antigenos, que pueden ser los responsables de la
reactogenicidad residual que se ha observado en cepas mutadas que carecen del gen que
codifica para la TC, ellos son: la toxina ACE (Accessory Choleric Enterotoxin), que induce
canales de iones,la toxina ZOT (Zonula Occludens Toxin) que aumenta la permeabilidad
de la mucosa intestinal por afectaciéon de las uniones estrechas entre las células
epiteliales y otras como CEP (Core Encoded Pili), la HA (Hemaglutinina Soluble) y las
hemolisinas (5,6,7). La colonizacién intestinal en humanos por cepas de V. cholerae,
constituye el evento primario y mas importante para el desarrollo de la patogenia y de
una respuesta inmune efectiva. Ha sido diagnosticada por la deteccion de vibrios en las
heces, lo cual refleja su multiplicacion en el intestino delgado y su posterior excrecion (8).
Diferentes estudios han demostrado que los mecanismos protectores contra el coélera
estan dirigidos contra la bacteria y contra la toxina (9).

Se ha planteado que la induccidon de una respuesta protectora contra la infeccién por V.
cholerae es altamente dependiente de una correcta estimulaciéon del sistema inmune de la
mucosa (10). Por esta razén, en la actualidad se trabaja intensamente para obtener una
vacuna eficaz contra esta enfermedad, que sea administrada por via oral (11,12,13). Los
candidatos a vacuna mas prometedores contra el célera en la actualidad, son los basados
en cepas vivas atenuadas que se han construido por la eliminacién de los genes que
codifican para los principales factores de virulencia, como es el caso de la TC (14). La
experiencia ilustra que las vacunas orales dan una proteccion relativamente larga. La
vacuna CVD 103 HgR, de una cepa atenuada del V. cholerae derivada de la cepa tipo
salvaje Clasica Inaba 569B, mediante la eliminacién del gen quecodifica la subunidad A de
la toxina colérica y al que se le inserté un gen resistente al Hg*? dentro del locus hlyA del
cromosoma, se ha licenciado en varios paises, incluyendo Paraguay (15).

Esta vacuna se ha administrado a nifios y adultos en fase | y Il en estudios clinicos en
paises industrializados y menos industrializados (16,17,18,19). En un estudio realizado en
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voluntarios norteamericanos una dosis de la vacuna CVD 103-HgR produjo una eficacia
protectora elevada para cepas homologas desde el dia 8° de la administracion,
persistiendo por 6meses (70-90%). En estos estudios se examind la proteccién contra
todos los biotipos y serotipos respectivamente (Inaba Clasico, Ogawa Clasico, El Tor
Inaba, ElI Tor Ogawa). La protecciénde la vacuna contra el biotipo y serotipo homodlogo
Inaba fue del 97% y después de la provocacién con el serotipo heter6logo Ogawa se
registré una proteccion del 82%. La provocacion con los biotipos heterélogos aporté una
proteccion algo inferior, 65% contra el serotipo homoélogo El Tor Inabay 64% contra el
serotipo heterdlogo El Tor Ogawa (20,21,22).

En el Paraguay, si bien el niUmero de casos notificados hasta la fecha es escaso, la
aparicion de nuevos casos en zonas limitrofes y la presencia de zonas inundadas hace que
sea importante contar con una medida eficaz de prevenciéon, como podria ser la vacuna
oral contra el célera. Este estudio tuvo por objetivo la evaluaciéon de la efectividad e
inmunogenicidad de la CVD 103 HgR en 40 voluntarios paraguayos. Los objetivos
especificos fueron la determinacion del titulo de anticuerpos vibriocidas Inaba (serotipo
homologo) y los anticuerpos anti-LPS en las muestras, ademas de indagar sobre las
caracteristicas clinicas y demograficas de los voluntarios.

MATERIALES Y METODOS

Disefno del estudio: es un estudio experimental, realizado en 40 adultos, sanos, de 18
a 40 afios de edad, que accedieron a participar voluntariamente al estudio luego que se
les haya informado adecuadamente sobre los riesgos y beneficios de su participacion.
Todos completaron un cuestionario sobre datos clinicos y demograficos. Ninguno de ellos
habia recibido previamente la vacuna total ni en forma oral, ni en forma parenteral contra
el cdlera, ni habian presentado sintomas de célera ni viajado a zonas endémicas para esta
enfermedad.

Tamafio de la muestra: para la variable dicotémica y el célculo del tamafio de la
muestra se utilizé la tabla para el calculo del tamafio de muestra de estudios descriptivos
con variables continuas (Hulley y Cummings, 1993).

Para un nivel de confianza del 95%, una amplitud de 0.25 y una proporcidon esperada de
seroconversion de 0.70, el tamafio de muestra fue de 37 individuos como minimo.

Vacuna Oral: La vacuna CVD 103 HgR fue desarrollada por la Swiss Serum Vaccine
Institute-Orochol-Berna. La férmula consiste en dos paquetes: uno que contiene la
vacuna liofilizada (2-6 x 10 CFU del CVD 103 HgR) mientras que el otro sobre contiene
tampoén (2.5 g de NaHCO3 y 1.65 g de acido ascoérbico) (ver foto 1).

El paquete de vacuna se mezclé6 en un vaso que contenia 100 ml de agua y la

suspension se administré en forma oral a los sujetos.
Los voluntarios fueron controlados clinicamente por 7 dias. Las muestras de sangre se
recolectaron en el dia O, antes de la aplicacién de la vacuna, a los 15 y 30 dias después
de la toma de la vacuna oral y los sueros conservados a 20°C hasta el procesamiento de
los mismos.
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Foto 1. Vacuna oral CVD103-HgR-Orochol Berna-Suiza
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Para la determinacién de las inmunoglobulinas 1gG, IgA e IgM totales en suero se utilizé
el método turbidimétrico (Biocientifica-Argentina). Se basa en la medicién de la turbidez
producida en una solucién por la formaciéon de inmunocomplejos cuando en el seno de la
misma se enfrentan anticuerpos anti-lgG/IgA/IgM humanas y los anticuerpos
1gG/IgA/IgM provenientes de la muestra que se desea dosar. Para lograr que este
aumento de turbidez sea maximo la solucién mencionada contiene ademas Polietilenglicol
(PEG) al 4% en un tampdén Tris (pH 7.4). La turbidez producida se mide en un
espectrofotbmetro a 340 nm. La absorbancia medida es directamente proporcional a la
concentracion de la inmunoglobulina en un amplio rango de concentraciones.

ENSAYO VIBRIOCIDA

a) Cepas bacterianas y condiciones de cultivo.
Los anticuerpos vibriocidas se midieron por microensayo con modificaciones de B. Cedré
(La Habana-Cuba-comunicacion personal).
La cepa utilizada fue de V.cholerae 01, Clasico Inaba (V13), proporcionada por el
Instituto Finlay (La Habana,Cuba) aislada de una epidemia, conservada en caldo tripticasa
de soya adicionado de glicerol al 15% y para su utilizaciéon cultivada en un medio
compuesto por peptona de carne (MERCK) 3 g/L, triptona (MERCK) 17 g/L, K HPO
(MERCK) 2.5 g/L y NaCl (MERCK) 2 4 5 g/L, pH 7.2.

b) Ensayo
El ensayo consistié en adicionar al medio de cultivo glucosa y purpura de bromocresol,
como indicador de pH (ambos al 2% en solucién), con el objeto de detectar el crecimiento
de bacterias sobrevivientes a la accidén de los anticuerpos provenientes del suero de los
vacunados y mediados por la adicion de complemento humano (actividad vibriocida) (23).
Se realizaron diluciones seriadas del suero en placas estériles de 96 pocillos y se adicion6
una suspension de 25 | de la cepa VC13 (clasico Inaba-cepa homdloga a la vacuna) y
complemento diluido en 1:5. Después de 1 hora de incubacién a 37°C se agregd 150 | de
infusidén cerebro-corazén (BHI) a cada pocillo. Las placas se incubaron 3 horas a 37°C y
entonces se evalud la actividad vibriocida. Los resultados se expresaron como la media
geométrica de los titulos (GTM) y la elevacion de los titulos cuatro veces o mas del basal
se considerd seroconversion. El titulo se defini6 como la dilucibn mas alta del suero que
produjo una inhibicién total del crecimiento bacteriano, dado por la invariabilidad del color
del medio (ver foto 2).

Foto 2. Ensayo vibriocida en placas

ENSAYO DE ELISA

Los anticuerpos anti-LPS Inaba se midieron utilizando el método inmuno- enzimatico.
Antigeno

Se empleé como antigeno al lipopolisacarido (LPS), purificado en el laboratorio del

Instituto Finlay, La Habana, Cuba, aisladas de epidemias del serotipo Inaba, debido a que

el LPS es el principal antigeno del V. cholerae y la respuesta inmunolégica obtenida en

respuesta a él es la mas importante.
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Sensibilizacién y ensayo
Se deposité en cada pocillo de una placa de 96 hoyos, 100 ul de suspensidén antigeno LPS
disuelto en tampdn a una concentracidon de 25 ug/ml, en camara himeda a 4°C toda la
noche. El antigeno no fijado se elimind mediante 3 lavados con una solucion de PBS
0.01M-Tween 20 al 0.05%. La posible fijacion de anticuerpos inespecificos se evitd
blogueando con leche descremada al 1% (150 ul/pocillo) y 1 hora de incubacién a 37°C.
Luego se efectuaron 3 lavados.
Los sueros de los voluntarios se diluyeron en PBS y se agregaron a las placas diluciones
seriadas de 1:100 en duplicado p/cada muestra de los distintos tiempos e incubados a 1
hora a 37 ©C. Como conjugado se empleé anti-lgG humana (SIGMA)
marcado con peroxidasa a una dilucion de 1:1500, 100 ul/ pocillo. Como sustrato se
utiliz6 OPD (ortofenilediamina), agua oxigenada, 100 ul/pocillo por 30 minutos. La
reaccion se detuvo con &cido sulfarico 1 N. La lectura se efectué en un lector de ELISA a
492 nm.

Gestion y analisis de datos
Se utilizaron pruebas de estadisticas descriptivas para variables continuas como media,
desvio estandar, distribuciéon de frecuencia y porcentaje como primera fase del andlisis y
la prueba T para muestras pareadas para comparar los niveles de anticuerpos, ANOVA y
Kruskall-Wallis para variables parametricas y no paramétricas, respectivamente.

RESULTADOS

Un total de 40 personas participaron en el estudio, todas del sexo masculino. El rango
de las edades fue de 18 a 45 afios siendo la media de 27+9 afios. El 60% era menor de
30 afios (Tabla 1).

La vacuna oral CVD 103-HgR fue bien tolerada por los voluntarios paraguayos. Ninguno
present6 diarrea ni otras reacciones adversas atribuibles a la vacuna, durante los 7 dias
de observacion. Respecto a los efectos colaterales, ninguno desarrollé diarrea, vémitos ni
dolor de cabeza.

Tabla 1. Distribucion de la poblacion segin la edad

Edad Frecuencia Porcentaje
18 — 20 16 40
21 -30 8 20
31 -40 11 27.5
41 — 45 5 12.5
Total 40 100

Rango: 18-45, Media = 27, DS = 9, Percentil 25 = 18 percentil 75 = 34

En lo que respecta a la procedencia, el 75% provenia de Asuncion y del Gran Asuncién
(Tabla 2).
Tabla 2. Distribucion de la frecuencia segun la procedencia

Procedencia Ndamero %
Asuncion y Gran Asuncion 30 75

C. del Este 1 2.5
Caaguazu 2 5

E. Ayala 1 2.5
Villarrica 1 2.5

San Ignhacio 1 2.5

San Pedro 3 7.5

Villa Hayes 1 2.5

Total 40 100
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Respecto a la frecuencia de viajes al exterior de los 40 voluntarios, 11 (27.5%)
informaron que si habia viajado al exterior, de los cuales el 73% a la Argentina, el 18% al
Brasil y un 9% a Bolivia.

Los niveles de 1gG, IgM e IgA totales se midieron s6lo en 31 voluntarios debido a falta
de reactivos. El rango de los valores normales de la IgG es de 200 a 3000 m/dl .La media
de IgG hallada en los voluntarios fue de 1374+430, el valor minimo fue de 97 mg/dL y el
maximo fue 2000 mg/dL, de los cuales sélo uno (3.2%) de ellos estaba por debajo de lo
normal.

El rango de los valores normales de la IgM es de 35 a 260 mg/dl. La media de IgM
hallada en los voluntarios fue de 46 = 17, el valor minimo fue de 12 mg/dL y el maximo
fue 90 mg/dl, de los cuales 3 (9.6%) se hallaban por debajo del valor normal. El rango de
los valores normales de la IgA es de 30 a 500 mg/dl La media de IgA hallada en los
voluntarios fue de 141+ 71, el valor minimo fue de 10 mg/dL y el maximo de 270 mg/dL
de los cuales 4 (12.4%) se hallaban por debajo del valor normal (ver Tabla 3).

Tabla 3. Distribucion de los valores de las inmunoglobulinas antes de la
vacunacion ( N=31)

1gG/mg/dl IgA/mg/dl IgM/mg/dl
1160 20 37
1620 144 54
1240 190 32
600 20 48
1500 118 68
900 77 44
1130 106 54
1500 22 12
1550 88 58
1365 200 54
480 138 54
1840 142 74
1190 156 48
1420 176 30
1240 180 44
1710 190 38
1330 10 24
1270 200 20
1590 170 44
1740 164 38
1780 176 90
1820 190 38
1440 260 68
1780 200 48
1820 190 38
1440 260 68
1780 200 48
1560 160 34
1870 260 70
2000 270 64
1710 96 44
97 46 32
1040 130 36
1140 80 30

El 65% de los voluntarios desarrollé anticuerpos a los 15 dias después de la vacunacion,
siendo 1/320 el titulo de mayor porcentaje (20%) a los 30 dias, el 60% adn mantuvo los
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niveles siendo 1/160 el titulo mas frecuente (17.5%), s6lo uno desarroll6 anticuerpos
recién a los 30 dias.

Los niveles de anticuerpos tuvieron un aumento significativo (p=0,004) a los 15 dias
post-vacunacion y una disminucion significativa a los 30 dias (p =0.008) (Tabla 4).

Tabla 4. Frecuencia de titulos de anticuerpos vibriocidas a los 15 y 30 dias
Después de la administracién de la vacuna

Dias de post-infecciéon

Anticuerpo por

vibrocidas Inaba 15 % Dias 30 %
1/5 (sin respuesta) 14 35 16 40
1/40 1 2.5 1 25

1/80 3 7.5 6 15
1/160 5 12.5 7 17.5

1/320 8 20 2 5
1/640 1 2.5 3 7.5
1/1280 3 7.5 4 10
1/5120 3 7.5 1 2.5

1/10240 2 5 - -
Total 40 100 40 100

Prueba T. p = 0.004 a los 15 dias, p = 0.008 a los 30 dias)

En el dia 15 post-administracidon de la vacuna oral no hubo diferencia significativa en los
niveles de anticuerpos entre los diferentes grupos etareos (Tabla 5).

Tabla 5. Distribucion de la poblaciéon estudiada segun la edad y los titulos
alcanzados en el dia 15.

Titulo Dia 15 18-25 26-30 31-45 Total
ARos ARos ARos
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1/5 (sin respuesta)
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El 40% (16/40) de la poblacién estudiada ya no presenté anticuerpos a los 30 dias de
ser inoculados con la vacuna oral.

El 30% (12/40) de los que desarrollaron anticuerpos vibriocidas adn presentaban
respuesta a los 30 dias y éstos eran los de edad comprendida entre 18-25 afos, pero
mostrando una disminuciéon significativa p= 0.018 en el nivel de anticuerpos en el grupo
de 26-35 afios (Tabla 6).



Leguizamén MA y col. 46

Tabla 6. Distribucién de la poblacién estudiada segun la edad y los titulos
alcanzados en el dia 30.(P=0.018-Kruskall-Wallis)

Titulo Dia 30 18-25 Afios 26-30 31-45 Total
ARos ARos
1/5 8 6 2 16
1/40 1 0 0 1
1/80 4 1 1 6
1/160 2 2 3 7
1/320 1 1 0 2
1/640 1 1 1 3
1/1280 3 1 0 4
1/5120 0 1 0 1
Total 23 15 2 40

(P = 0.018 — kruskal — wallis)

RESPUESTA DE ANTICUERPOS ANTI-LPS

La respuesta a los anticuerpos anti-LPS se midié utilizando el ensayo de ELISA.
Se considerd una seroconversion un aumento superior a 0.15 de la OD de las muestras a
los 15 y 30 dias respecto al basal. No se hallé diferencia significativa en la respuesta
inmunolégica anti-LPS a los 15 y 30 dias de la toma de la vacuna.

DISCUSION

Este es el primer trabajo realizado en Paraguay para medir respuesta a una vacuna oral
contra el célera. En el mismo se observd buena tolerancia de los voluntarios a la vacuna.
Los niveles de IgG, IgA e IgM dosados se realizaron antes de la toma de la vacuna a fin
de evaluar los valores en los voluntarios y saber si se hallaban dentro de los rangos
normales.

El mayor porcentaje de los voluntarios vacunados con edades comprendidas entre 18 y
40 afios era procedentes de Asuncidn y el Gran Asuncién (75%).

Si bien el 27.5% de los inoculados habia viajado al exterior, ninguno de ellos fue a
paises endémicos para el célera.

La vacuna oral CVD 103-HgR indujo un 65% de respuesta de anticuerpos vibriocidas
Inaba (serotipo homadlogo) a niveles similares reportados en poblaciones de otros paises.
Asi, en Suiza(16), los voluntarios mostraron una seroconversion del 72% de anticuerpos
vibriocidas Inaba. En Indonesia (18), la seroconversion alcanzé 75 a 81%. En Perd se
pudo examinar la influencia de los estados socioeconémicos y de las condiciones
higiénicas malas y buenas sobre la respuesta inmunoldgica a la vacunacion, la poblacion
de bajo nivel econédmico alcanzé una seroconversion de 72%, mientras que la de alto
nivel presentd un 78% (19).

Un elevado porcentaje mantuvo un buen nivel los titulos vibriocidas luego de 30 dias
(60%). Los voluntarios con edades comprendidas entre 18 y 25 afios fueron los que
presentaron mejor respuesta y los que mantuvieron un nivel elevado de anticuerpos
vibriocidas luego de 30 dias de inoculacién. Es importante considerar que la vacuna logré
buenos titulos vibriocidas cuya respuesta es de tipo IgM, que pudieron suprimir la
multiplicacion de los gérmenes y se puede asumir una proteccidon vacunal elevada y de
accién rapida contra una infeccion con vibriones del cllera. Respecto a la respuesta
inmunolégica anti-LPS entre los voluntarios, la baja respuesta podria ser atribuida a que
la misma es de tipo IgG, que generalmente recién se presenta a los 30 dias de la
inoculacion. Sugerimos realizar una nueva prueba inmunoenzimatica utilizando como
conjugado anti-lgM humana.
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En el Paraguay, hasta la fecha, se han reportado solo cuatro casos de célera pero es
importante saber que esta vacuna podria ser eficaz en caso de instalarse la epidemia
localmente pudiendo lograr un seroconversion del 60-65% en un periodo de 30 dias.
Seria importante ampliar este estudio, incluyendo una poblacibn mas representativa que
incluya mujeres y nifios de diferentes niveles socioeconémicos, a fin de obtener datos
mas amplios.

BIBLIOGRAFIA

1. World Health Organization. Cholera in 1991. Weekly Epidemiol. Rec. 1992; 42: 89-91.

2. Sakazaki R, Bacteriology of Vibrio cholerae and related organisms. In: Barua D, Greenough WB
111, editors. Cholerae. New York: Plenum Medical Books, Co; 1992.

3. Holmgren J. Actions of cholera toxin and the prevention and treatment of cholera. Nature London
1981; 292: 413-7.

4. Kaper JB, Morris Jr G, Levine MM. Cholera. Clinical Microbiol Rev 1995; 8:48-86.

5. Jonson G, Holmgren J. Svennerholm AM. Analysis of expression of toxin-corregulated pilus in
Vibrio cholerae O1 in vitro and in vivo. Infect Immun 1992; 60: 4278-84.

6. Pierce NF, Cray Jr WC, Saci JH. Oral immunization of dogs with purified cholera toxin, crude
cholera toxin, or B subunit: evidence for synesgistic protection by antitoxin and antibacterial
mechanism. Infect Immun. 1982; 37: 687-94.

7. Sinha VB, Jacob A, Srivastava R, Kaper JB, Srisvastava BS. Identification of the flagelar antigens
of Vibrio cholerae El Tor and its role in protection. Vaccine 1993; 11: 372-5.

8. Siebers A, Finlay BB. M cells and the pathogenesis of mucosal and systemic infection. Trends
Microbiol 1996; 4:22-9.

9. Holmgren J, Svennerholm AM, Lonnroth I, Fall-Person M, Markman H, Lundbeck H. Development
and improved cholera vaccine based on subunit toxoid. Nature ( London) 1977; 269: 602-4.

10. Tacket CO, Losonsky G, Nataro JP, Cryz SJ, Edelman R, Fosano A. Safety and immunogenicity
of live oral cholera vaccine candidate CDV 110 , a ctxA, zot ace derivative of El Tor Ogawa Vibrio
Cholerae J Infect Dis 1993; 168:1536-40.

11. Clemens JD, Van loon F, Sack D, Chakraborty Rao MR, Ahmed R, Harris J, et al. Field trial of
oral cholera vaccine in Bangladesh: serum vibriocidal and antitoxic antibodies as markers of the risk
of cholera. The Journal of Infectious Diseases 1991; 163: 1235-42.

12. Sanyal Sc, Mukherjee S. Live ral cholera vaccine: report of a trial on human volunteer subjects.
Bull WHO 1969; 40:503-11.

13. Carol O, Losonsky G, Nataro J, Cryz S, Edelman R, Kaper J, et al. Onset and duration of
protective immunity in challenged volunteers after vaccination with live oral cholera vacine CVD
103-HgR. The Journal of Infectious Diseases 1992; 166: 837-41.

14. Hase CC, Thai LS, Boesmam L, Finkelstein M, Mar VL, Burnette WN, et al. Construction and
characterization of recombinant Vibrio cholerae strains producing inactive cholerae toxin analogs.
Infect Immun 1994; 62:3051.

15. Levine MM, Kaper JB, Herrington D. Safety, immunogenicity and efficacy of recombinant live
oral cholera vaccines, CVD 103 and CVD 103HgR. Lancet Il 1988; 467-70.

16. Cryz SJ Jr, Levine MM, Kaper JB, Flurer E, Althaus B. Randomized double-blind placebo
controlled trial to evaluate the safety and immunogenicity of the live oral cholera vaccine strain CVD
103- HgR in Swiss adults. Vaccine 1990; 8(6): 577-80.

17. Su-Archawaratana P, Singharaj P, Taylor D, Hoge C, Trofa A, Kuvanont K, et al. Safety and
immunogenicity of different immunization regimes of CVD 103-HgR live oral cholera vaccine in
soldiers and civilians in Thailand. J Infect Dis 1992;165:1042-8.

18. Suharyono C, Simanjuntak N, Witham N, Punjabi DG, Heppner G, Losonsky H, et al. Safety and
immunogenicity of single-dose live oral cholera vaccine CDV 103-HgR in 5 to 9 year-old Indonesian
children. Lancet 1992; 689-94.

19. Gotuzzo E, Butron B, Seas C, Penny M, Ruiz R, Losonsky G, et al. Safety, immunogenicity and
excretion pattern of single-dose live oral cholera vaccine CDV 103HgR in Peruvians adults of high
and low socioeconomic levels. Infect Immun 1993; 61: 3994-7.

20. Levine MM, Tacker CO. Recombinant live oral cholera vaccines. In: Wachsmuth Kl, Blake PA,
editors. Vibrio cholera and cholera. Washington DC: ASM Press; 1994.

21. Benenson AS, Mosley WH, Fahimuddin M, Oseasohn RO. Cholera vaccine field trials in East
Pakistan, 2. Effectiveness in the field. Bull WHO 1968;38:359-372.



Leguizamén MA y col. 48

22. Ghosh A, Thungapathra, M, Ghosh RK. Strategies for production of a potential candidate
vaccine for cholera. Indian J Med Res 1996;104;60-75.

23. Neoh S, Rowley D. The antigens of Vibrio cholerae involved in the vibriocidal action of antibody
and complement. The Journal of Infectious Diseases 1970;121(5):505.



