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EVALUACIÓN EN MODELOS ANIMALES DE CEPAS VIVAS ATENUADAS DE 
VIBRIO CHOLERAE O139  
 
 
RESUMEN. CRC3222 y CRC3241 son mutantes mshA derivados de una cepa salvaje 
de Vibrio cholerae O139, estos fueron obtenidos mediante una serie de modificaciones 
genéticas que incluyó la deleción de los genes del fago CTXfi. Dichos clones además 
están marcados con el gen heterólogo celA, el cual se insertó en el locus de hapA. 
Estudios previos han demostrado que estas cepas poseen características adecuadas 
para ser empleadas como vacunas vivas contra cólera; la virulencia y capacidad 
colonizadora de CRC3222 y CRC3241 fueron estudiadas en el modelo de ratón 
lactante. En este trabajo se evalúa su desempeño en el modelo de conejo adulto, el 
cual se utilizó para estudiar el potencial inmunogénico de estas cepas. Luego de la 
inoculación intraduodenal con una simple dosis de 109 UFC de CRC3222, CRC3241 y 
sus cepas parentales, se determinó tanto el título de anticuerpos IgG anti-LPS O139, 
como el de anticuerpos con actividad vibriocida presentes en el suero de los conejos 
inmunizados. Estos estudios indicaron que ambas cepas generaron una buena 
respuesta inmune, ya que se detectó un incremento de más de cuatro veces en los 
títulos de anticuerpos bactericidas de todos los conejos vacunados, con relación al 
suero pre-inmune. No se detectaron diferencias significativas en la respuesta de los 
mutantes mshA, con relación a sus cepas parentales, independientemente de su 
fenotipo de motilidad. Este experimento demostró que CRC3222 y CRC3241 son 
potenciales candidatos vacunales contra la infección con Vibrio cholerae O139. 
 
PALABRAS CLAVE: Vibrio cholerae O139; vacuna; mshA; hapA. 
 

ABSTRACT. CRC3222 and CRC3241 are mshA mutants derived from a Vibrio 
cholerae O139 strain by a series of genetic modifications, including deletion of CTXphi 
genome. They are also tagged with heterologous celA gene inserted within hapA locus. 
Previous studies have demonstrated these strains show suitable traits for a live cholera 
vaccine. The virulence and colonization ability of CRC3222 and CRC3241 strains were 
previously evaluated using suckling mouse model. The present work evaluates their 
performance in adult rabbit model which was used to study the immunity potential of 
those strains. After a single dose intraduodenal vaccination with 109 CFU of CRC3222, 
CRC3241 and their parental strains, both anti-O139 LPS IgG and vibriocidal antibodies 
present in the immunized-rabbit sera were determined. Immunization studies in the 
rabbit model indicated that CRC3222 and CRC3241 generate a good immune 
response as they elicited a fourfold increase in vibriocidal antibody titers in all 
vaccinated rabbits. No significant difference in the immunological response was 
detected between the two mshA mutants and their parental strain in this model; 
irrespective of their motility phenotype. This experiment showed that CRC3222 and 
CRC3241 are potential vaccine candidates against infection by Vibrio cholerae O139. 
 
KEYWORDS: Vibrio cholerae O139; vaccine; mshA; hapA. 
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INTRODUCCIÓN 
El cólera es una enfermedad entérica capaz de provocar epidemias que pueden 
transformarse en pandemias en cortos periodos de tiempo.1 Esta patología es 
ocasionada por las variantes toxigénicas de V. cholerae, serogrupos O1 y O139, 
capaces de colonizar el intestino y producir la toxina del cólera (CT), principal factor de 
virulencia del microorganismo.2 Los genes que codifican CT forman parte del genoma 
de un fago filamentoso denominado CTXφ, que es capaz de transmitir la toxina 
colérica entre cepas que expresen la fimbria TCP (del inglés toxin co-regulated pilus), 
receptor del fago.3 
Estudios epidemiológicos en áreas endémicas indican que la infección con V. cholerae 
confiere inmunidad protectora de larga duración contra un segunda infección.4 La 
respuesta antibacteriana se considera el principal mecanismo de protección contra 
este microorganismo y está dirigida contra diferentes antígenos de la superficie celular, 
donde el LPS es el más importante.5 
La mayor diferencia entre V. cholerae O1 y O139 reside en los componentes de la 
superficie celular. V. cholerae O139 posee un antígeno somático del lipopolisácarido 
(LPS) diferente al de O1 y además expresa un polisacárido capsular (CPS) que 
comparte epítopos con dicho LPS.6 
La inmunidad preexistente contra V. cholerae O1 no ofrece protección contra vibrios 
pertenecientes al serogrupo O139, por lo que la Organización Mundial de la Salud, 
ante la continua reemergencia de este último, ha destacado la necesidad de disponer 
de una vacuna efectiva contra V. cholerae O139. Esta es una meta no alcanzada 
hasta el momento.7 El hecho de que este serogrupo se encuentre actualmente 
confinado al sudeste de Asia no elimina el peligro que representa pues tiene 
potencialidad para extenderse hacia otros continentes y comenzar lo que sería la 
octava pandemia de cólera.8 
La inmunogenicidad de cualquier candidato vacunal debe ser evaluada en modelos 
animales antes de estudiar estos candidatos en voluntarios humanos. En cólera, el 
modelo más usado para evaluar la capacidad inmunogénica de formulaciones 
vacunales ha sido la inoculación oral o intraduodenal en conejos adultos. Este modelo 
en la variante intraduodenal ofrece la ventaja de estimular el sistema inmune mucosal 
sin la necesidad de neutralizar el ácido gástrico del estómago y además es de fácil 
ejecución.9 
Las cepas CRC3222 y CRC3241 fueron desarrolladas en el Departamento de Biología 
Molecular del Centro Nacional de Investigaciones Científicas, con el objetivo de ser 
empleadas como ingrediente farmacéutico activo (IFA) de una vacuna contra V. 
cholerae O139.10 Estas cepas son variantes móvil y no móvil, respectivamente, 
derivadas de la cepa toxigénica de Vibrio cholerae O139 CRC266 y se obtuvieron 
mediante una serie de modificaciones genéticas que incluyeron la eliminación del 
genoma del fago CTXφ y del gen mshA, así como la inserción del gen celA de 
Clostridium thermocellum en el locus del gen hapA, que codifica para la hemaglutinina 
proteasa (HA/P).11,12  
La caracterización fenotípica en cuanto a morfología, velocidad de crecimiento y 
capacidad de colonización del intestino en el ratón neonato indicó que las 
manipulaciones genéticas realizadas no provocan cambios en los mutantes CRC3222 
y CRC3241 con respecto al parental atoxigénico y a la cepa salvaje.10 Para culminar la 
evaluación de estos mutantes se hace necesario estudiar su potencial inmunogénico 
en modelos animales, antes de proseguir su desarrollo como producto farmacéutico y 
su evaluación en voluntarios humanos. 
Teniendo en cuenta dichos precedentes, este trabajo tiene como objetivo evaluar la 
inmunogenicidad de las cepas vivas atenuadas de V. cholerae O139 CRC3222 y 
CRC3241, en conejos inoculados de forma intraduodenal. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
CEPAS BACTERIANAS 
Para el estudio se emplearon diferentes cepas (Tabla 1) y se partió de conservaciones 
almacenadas a -70 ºC en LB-glicerol al 20 %, las cuales fueron estriadas por 
agotamiento en placas de LB, para obtener colonias aisladas y luego cultivadas en 
placas de agar sangre. La identidad de las mismas se comprobó por siembra en TCBS 
y ensayo de actividad endoglucanasa. 
 
ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ENDOGLUCANASA 
Las placas de LB se cubrieron con una fina capa de agar-carboximetilcelulosa (0,3 % 
de agarosa y 0,3 % de carboximetilcelulosa en tampón fosfato-citrato: K2HPO4, 65 mM; 
ácido cítrico, 13 mM) y se incubaron durante 3 h a 70 ºC. Transcurrido este tiempo las 
placas se tiñeron con rojo congo (Sigma) al 1 % durante 5 min. Para desteñir, se 
lavaron varias veces con NaCl 1M. Las colonias rodeadas de un halo transparente que 
contrasta con el fondo rojo se consideraron celA+. 
 
INMUNIZACIÓN 
Los animales empleados fueron suministrados por el Centro de Producción de 
Animales de Laboratorio (CENPALAB), con sus correspondientes certificados de 
higiene, sanidad y calidad genética. A partir de un precultivo de LB crecido durante 
toda la noche, proveniente de colonias aisladas de placas de agar sangre, se inoculó 
un enlermeyer de 100 mL de LB y se creció a 37 ºC, a 220 rpm, hasta una DO600 de 1. 
Las células se centrifugaron a 4000 rpm por 5 min y se resuspendieron en PBS 
después de haber retirado el sobrenadante.13 
En el estudio se emplearon 20 conejos Nueva Zelanda blancos (1.5 - 1.8 Kg de peso). 
Los animales se mantuvieron en jaulas individuales a la temperatura y humedad 
relativa del ambiente y se les retiró el alimento 12 h antes de la inoculación. Los 
conejos fueron anestesiados con tiopental en dosis de 25 mg/Kg de peso y luego de 
una previa desinfección de la zona a utilizar, se realizó una laparotomía en la línea 
media del abdomen. El duodeno fue localizado y expuesto, posteriormente se inoculó 
1 mL de la suspensión bacteriana en el espacio luminar. Un grupo de al menos 3 
conejos fue inoculado con cada una de las cepas. El alimento se les incorporó a los 
animales dos horas después de la inoculación.9 

 
ENSAYO VIBRIOCIDA 
Las muestras de suero de conejo fueron colectadas los días 0, 7, 14, 21, 28 y para el 
ensayo se realizaron diluciones dobles seriadas, comenzando por 1:10, en solución 
salina fisiológica. Los títulos vibriocidas de los sueros colectados se determinaron 
mediante la técnica de ensayo vibriocida colorimétrico optimizada para el serogrupo 
O139.14 V. cholerae MO45 se empleó como cepa diana, a una concentración inicial de 
1 x 106 UFC/mL. Como fuente de complemento se utilizó complemento humano 
purificado, a una concentración final de 25 %.15 Luego de 60 min de vibriolisis a 37 ºC, 
se adicionaron 150 µL de medio indicador (caldo LB suplementado con glucosa al 1% 
y bromocresol púrpura 0.003%, preparado en solución alcohólica). La placa se incubó 
nuevamente entre 3 y 4 h a igual temperatura y se procedió a la lectura por 
observación visual. El título se definió como el inverso de la mayor dilución del suero 
en la que se apreció inhibición del crecimiento bacteriano, reflejado por la 
invariabilidad del color en el medio de cultivo.16 

 
DETERMINACIÓN DE IGG ANTI-LPS O139 
La técnica de ELISA para determinar la presencia de IgG anti-LPS O139 se realizó 
esencialmente como ha descrito Benítez et al.17 Las placas de microtitulación de 96 
pozos Maxisporp (Nunc, Dinamarca) fueron recubiertas con 50 µL de LPS de la cepa 
V. cholerae O139 MO45, a una concentración de 2.5 µg·mL-1 en PBS, el cual fue 
purificado según Jonson et al.18 Los sueros fueron diluidos 1:100 en PBS-Tween 20 al 
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0.05 % y se realizaron diluciones triples seriadas  hasta 1:218 700. Para la detección 
inmunológica se empleó el conjugado anti-IgG de conejo-HRP (Promega, USA), 
diluido 1:4000 en PBS-Tween 20 al 0.05 % con leche descremada al 1 %, y la reacción 
de revelado se desarrolló empleando o-fenildiamina (Sigma Chemical Co., Alemania). 
Los valores de DO de la dilución de 1:100 correspondientes a los sueros preinmunes 
se promediaron. La media calculada más tres veces la desviación estándar fue 
considerada como el valor de corte del experimento y el título se definió como el 
inverso de la mayor dilución con una DO492 superior al del valor de corte. 
 
ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 
Para todos los análisis estadísticos realizados, se utilizó el programa GraphPad Prism 
versión 5.00. En todas las muestras se comprobó la normalidad mediante la prueba de 
Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de varianza mediante la prueba de Bartlett.  
Para evaluar la significación estadística de las diferencias entre los grupos de datos 
obtenidos en los ensayos de ELISA y vibriocidas, se utilizó la prueba no paramétrica 
de Kruskall Wallis y las comparaciones múltiples se realizaron por la prueba de 
Dunn’s. Un valor de P< 0,05 fue considerado como criterio para diferencias 
significativas. 
 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
ACTIVIDAD VIBRIOCIDA DE SUEROS DE CONEJOS INMUNIZADOS CON CEPAS 
DE V. CHOLERAE O139. 
En el Departamento de Biología Molecular del CNIC se construyeron una serie de 
mutantes de V. cholerae O139 con fines vacunales (Tabla 1) que en estudios de 
virulencia y colonización en el modelo del ratón lactante mostraron índices adecuados 
que avalaban la continuación de sus estudios de inmunogenicidad.10 
La realización de estudios de inmunogenicidad de cepas atenuadas de V. cholerae en 
animales es un paso necesario antes de la evaluación de un candidato vacunal en 
voluntarios. Dado que la mayoría de los animales se resisten de forma natural a una 
infección intestinal por este patógeno, diferentes tratamientos han tenido que 
emplearse para lograr la adherencia y una colonización efectiva. Entre los modelos 
más empleados en este sentido destaca el modelo intraduodenal de conejo.9 
El ensayo bactericida o vibriocida, para el caso de V. cholerae, mide la funcionalidad 
de anticuerpos séricos capaces de lisar células en presencia de complemento 
exógeno. Este análisis serológico ha sido de gran utilidad pues constituye el único 
marcador actualmente reconocido de inmunidad protectora ante la infección con V. 
cholerae y de esta forma, ha permitido evaluar la efectividad de vacunas durante 
ensayos clínicos y preclínicos.19 A diferencia de las vacunas de células muertas, las 
vacunas de bacterias vivas atenuadas pueden inducir una alta respuesta de 
anticuerpos vibriocidas en una simple dosis.20,21 Es reconocido además, que la mayor 
fracción de anticuerpos vibriocidas está dirigida contra el LPS de la bacteria, por lo que 
para caracterizar la respuesta inmune de estos candidatos vacunales se determinó el 
título de anticuerpos con actividad bactericida contra una cepa homóloga, así como la 
presencia de anticuerpos tipo IgG anti-LPS total, en el modelo de inoculación 
intraduodenal de conejo.22 Se incluyeron en el estudio además de los mutantes 
atoxigénicos hapA :: celA, mshA-, CRC3222 y CRC3241, la cepa salvaje CRC266 y 
sus derivados atoxigénicos de primera y segunda generación CRC13 (ctxФ-) y 
CRC132 (ctxФ-, hapA :: celA) (Tabla1). 
En el caso de la respuesta vibriocida (Tabla 2) se encontró seroconversión en todos 
los conejos inoculados, pues los títulos determinados fueron superiores a cuatro veces 
el título de los sueros preinmunes, cuyo valor asignado fue 10. El procesamiento 
estadístico utilizado no fue capaz de encontrar diferencias significativas entre la 
respuesta de las cepas, en los mismos tiempos, en comparación con sus respectivos 
parentales, lo que indica que la atenuación no influyó en la respuesta inmune inducida 
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por estos mutantes. No se pudo identificar un pico en la respuesta vibriocida durante el 
transcurso del tiempo ya que a partir de la primera medición (7 días) los títulos 
vibriocidas en cada cepa son estadísticamente similares.  
 
RESPUESTA IGG ANTI LPS EN SUEROS DE CONEJOS INMUNIZADOS CON 
CEPAS DE V. CHOLERAE O139 
A la respuesta bactericida tributan anticuerpos del isotipo IgG e IgM dirigidos 
principalmente contra el LPS.23 Con el objetivo de conocer si se induce una respuesta 
correspondiente al isotipo IgG en este modelo, se realizó un ensayo de ELISA y se 
determinó la presencia de anticuerpos IgG anti-LPS O139. 
La respuesta de anticuerpos séricos IgG contra el LPS inducida por las diferentes 
cepas de V. cholerae O139 evaluadas, mostró altos títulos desde los siete días, pero 
no es hasta los 14 días en que alcanza una meseta con valores máximos que se 
mantienen hasta el día 28, última determinación de nuestro ensayo (Tabla 3). No se 
encontraron diferencias significativas entre las respuestas de cada una de las cepas 
cuando se compararon los mismos tiempos, reafirmándose el resultado del ensayo 
vibriocida en el que cepas parentales y mutantes fueron capaces de inducir una 
respuesta inmunológica semejante.  
Estos resultados indican que las deleciones e inserciones genéticas que se realizaron 
para la construcción de las cepas de última generación (V. cholerae O139 CRC3222 y 
CRC3241) no afectaron su capacidad de producir una respuesta inmune semejante a 
la de la cepa salvaje, en el modelo intraduodenal de conejo. Entre las modificaciones 
genéticas realizadas está la eliminación del profago CTXФ que contiene los genes que 
codifican para la toxina colérica, la cual contribuye a la respuesta inmunológica 
protectora pero no como su componente principal, la respuesta bactericida.24 También 
se inactivó el gen hapA, que codifica para la hemaglutinina proteasa (HA/P), la cual 
algunos autores plantean que facilita la penetración de la barrera de mucus,25 por lo 
que contribuye a la virulencia de V. cholerae. Esta teoría no ha sido confirmada en 
modelos animales por cuanto en estudios con cepas mutantes hapA- empleando 
ratones lactantes y conejos infantes, no se han encontrado evidencias de que este gen 
sea un factor esencial en la virulencia.26,27 Sin embargo, HA/P ha sido asociada a la 
reactogenicidad en humanos de vacunas vivas atenuadas de V. cholerae,28 lo cual se 
ha visto sustentado también por evidencias en estudios in vitro de que es capaz de 
perturbar la barrera paracelular de las células epiteliales intestinales en cultivo.29 
Adicionalmente en análisis histopatológicos de intestino de conejo, en el modelo 
RITARD, se ha asociado la infiltración de células inflamatorias con una respuesta 
dosis dependiente de HA/P.30 Finalmente, el pilus MSHA, afectado en la última 
generación de mutantes, juega un papel importante en la persistencia de la bacteria en 
el ambiente acuático y en la transferencia horizontal de genes entre especies 
bacterianas, mediada por fagos,31,32 pero no se ha asociado a cambios en el 
desempeño de V. cholerae en modelos animales. 
Las cepas CRC266 (salvaje toxigénica) y CRC13 (atoxigénica) mostraron diferencias 
significativas entre su respuesta IgG anti LPS a los 7d y el resto de los tiempos 
evaluados, no siendo así en el caso de las cepas mutantes CRC132, CRC3222 y 
CRC3241. Aun cuando estas cepas difieren en la expresión del gen hapA no se puede 
establecer una relación directa entre la mutación en dicho gen y la dilación de la 
respuesta IgG anti-LPS detectada, ya que otras mutaciones pudieran haber ocurrido 
durante el proceso de manipulación genética. Otros estudios deberán realizarse para 
precisar las causas de este hecho. 
 
RELACIÓN ENTRE LA RESPUESTA VIBRIOCIDA CONTRA V. CHOLERAE O139 Y 
LA RESPUESTA SISTÉMICA DE IGG ANTI-LPS O139. 
 
Al analizar si existía correspondencia entre la respuesta vibriocida y la respuesta IgG 
sistémica anti-LPS en el modelo de conejo, se encontró una relación directa entre 
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ellas. Se apreció que en la cepa salvaje y en los mutantes mshA a medida que 
aumenta la respuesta IgG anti-LPS aumenta la respuesta vibriocida (Fig. 1). Sin 
embargo, el coeficiente de correlación de Spearman solo mostró valores significativos 
para las cepas mutantes. Esto presupone que el defasaje temporal encontrado al cabo 
de los siete días, en la respuesta del isotipo IgG, entre la cepa CRC266 y las cepas 
mutantes mshA, podría ser la causa de la falta de correlación entre los títulos de IgG y 
los títulos vibriocidas inducidos por la cepa parental. De esta forma, la cepa salvaje y 
el mutante atoxigénico al cabo de los 7 días muestran una respuesta inmune más 
temprana, donde quizás el isotipo IgM tenga un aporte mayor a la actividad vibriocida. 
Estudios previos en humanos han mostrado una mejor correlación de la respuesta 
vibriocida con los títulos IgM que con los IgG,33 este no parece ser el caso de los 
mutantes mshA, aunque desafortunadamente no pudo determinarse la respuesta del 
isotipo IgM por la no-disponibilidad del conjugado necesario.  
Es significativo el hecho de que estas cepas vivas atenuadas, mutantes mshA, de 
V.cholerae O139 induzcan títulos altos de IgG anti LPS sérica similares a los de sus 
cepas parentales. Este isotipo de inmunoglobulina, junto al IgM, son responsables de 
la respuesta vibriocida in vitro.34 Aunque los anticuerpos IgG son capaces de penetrar 
en el lumen del intestino, también son más susceptibles a la acción de proteasas que 
el isotipo de IgA secretora, inmunoglobulina mayoritaria en mucosas, y por tanto 
menos eficientes. Sin embargo, algunos autores proponen que estos anticuerpos 
podrían actuar a nivel del intestino, considerando la capacidad de los fragmentos Fab 
de aglutinar y agregar las bacterias, impidiendo la colonización o al menos reduciendo 
la severidad de la enfermedad.35 
Por otro lado, estudios en zonas endémicas han demostrado la relación entre el 
incremento del GMT de anticuerpos vibriocidas y la disminución de la incidencia de 
cólera.36 Otros autores refieren que los anticuerpos séricos con actividad vibriocida son 
simples marcadores y otros anticuerpos, probablemente de origen local, proveen la 
protección.37,38 Al ser cólera una enfermedad entérica se ha supuesto que el isotipo 
IgA secretoria (sIgA) específica contra V. cholerae, que es secretado en el lumen del 
intestino, garantiza la respuesta protectora y sería la meta en una inmunización.35 Sin 
embargo, la capacidad vibriocida in vitro de antisueros contra cólera sigue siendo el 
marcador estándar de la protección contra la enfermedad.23,39  
Los resultados de este trabajo indican que las modificaciones genéticas realizadas a 
las cepas CRC3222 y CRC3241 no afectaron su potencial inmunogénico en el modelo 
intraduodenal de conejo, en comparación con las cepas que les dieron origen, por 
cuanto fueron capaces de inducir la producción de anticuerpos séricos de clase IgG 
anti LPS O139, así como de anticuerpos con actividad bactericida in vitro.  
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Tabla 1. Relación de las cepas utilizadas en este estudio. 
Cepas 

V. cholerae O139 Características Origen/Referencia 

CRC266 Tipo salvaje Aislada en Calcuta, 
India (2000). 

CRC13 Mutante ΔCTXΦ derivado de la cepa 
CRC266. 11 

CRC132 Mutante hapA::celA, derivado de la cepa 
atoxigénica CRC13. 12 

CRC3222 Mutante ΔmshA, derivado de la cepa 
CRC132, mótil. 12 

CRC3241 Mutante ΔmshA, derivado de la cepa 
CRC132 no mótil. 12 

 
 
Tabla 2. Respuesta de anticuerpos vibriocidas en conejos inoculados 
intraduodenalmente con una simple dosis de 109 UFC/mL de cepas de V. 
cholerae O139.  
 

Cepas GMT (rango) 
pd N 7 d 14 d 21 d 28 d 

CRC266 4 640 (80-
5120) 

2559 (1280-
5120) 

2153 (1280-
5120) 

1811 (1280-
2560) 

0,550
2 

CRC13 4 760 (160-
1280) 

1076 (640-
1280) 

760 (160-
2560) 

1076 (320-
2560) 

0,930
9 

CRC132 3 807 (640-
1280) 

1279 (640-
2560) 

807 (640-
1280) 

807 (320-
2560) 

0,747
7 

CRC322
2 4 190 (80-640) 760 (640-

1280) 380 (160-640) 640 (320-
1280) 

0,082
8 

CRC324
1 3 453 (160-

1280) 
2032 (1280-

5120) 
1811 (640-

5120) 
2032 (1280-

5120) 
0,546

3 
 pe 0,3972 0,1069 0,1078 0,2279  

 
N: número de conejos incoculados. d Comparación del logaritmo en base 10 del Título 
de la Media Geométrica (GMT, del inglés geometric mean titer) entre los diferentes 
tiempos post-inoculación. e Comparación del logaritmo en base 10 del GMT entre las 
diferentes cepas en un mismo día (Kruskal-Wallis).  
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Tabla 3. Respuesta IgG anti LPS en conejos inoculados intraduodenalmente con 
una simple dosis de 109 UFC de cepas de V.-cholerae O139  
 
 

Cepas N 
GMT 

 (rango) pd 
7 d 14 d 21 d 28 d 

CRC26
6 4 3155 

(2700-8100) 
21183 

(8100-24300) 
27861 

(8100-218700) 
24322 

(8100-72900) 
0,030

4* 

CRC13 4 1559 
(300-2700) 

12217 
(2700-24300) 

16865†

(8100-24300) 
18492 

(8100-24300) 
0,021

4* 

CRC13
2 3 8109 

(900-24300) 
16826 

(8100-72900) 
29174 

(8100-218700) 
35075 

(8100-218700) 
0,494

8 
CRC32
22 4 2697 

(900-8100) 
6151 

(2700-8100) 
8090 

(2700-24300) 
8090 

(2700-72900) 0,073

CRC32
41 3 2051† 

(300-8100) 
9727 

(900-72900) 
42072†

(8100-218700) 
35075 

(8100-218700) 0,095

 p
e 0,3411 0,0594 0,1524 0,1373  

 
N: número de conejos incoculados.† dato perdido.*diferencias significativas (Kruskall 
Wallis, p< 0,05). d Comparación del logaritmo en base 10 del GMT entre los diferentes 
tiempos post-inoculación. e Comparación del logaritmo en base 10 del GMT entre las 
diferentes cepas en un mismo día.  
 
 
 

 
 
Fig. 1. Correspondencia de la respuesta vibriocida contra V. cholerae O139 y la 
respuesta sistémica de IgG anti-LPS O139.  
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Determinación del índice de correlación de Spearman. CRC266 (cepa salvaje), 
CRC3222 y CRC3241 (cepas atenuadas con fines vacunales). (*) Correlación 
significativa para P = 0,05; (**) Correlación significativa para P = 0,01. 
 


