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[. Introduccién

1.- Género Vibrio spp., especie Vibrio cholerae: Taxonomia y antecedentes histéricos.

El género Vibrio pertenece a la familia Vibrionaceae que comprende, ademas, otros seis

géneros por sus propiedades bioquimicas y estudios genéticos. Especies patogénicas para el
humano han sido descriptas e incluidas en tres de dichos géneros: el género tipo Vibrio (10
especies), Photobacterium y Grimontia (una especie de cada uno) (Abbott et al., 2011). El
Subcomité Internacional sobre taxonomia de Vibrio spp. acordo la definicion para el género Vibrio
en 1966 (Sakasaki R, 1992), siendo el porcentaje (%) molecular de guanina citosina de ADN del
38 al 51% entre las especies.
Los miembros del género Vibrio, son bacilos curvos Gram negativos, no esporulados, aerobicos y
facultativos anaerobios, moviles por la presencia de flagelos en medios liquidos 6 sdlidos. La
mayoria de las especies son oxidasa positiva (excepto V. metschnikovii), fermentan glucosa con
produccién de &cido pero no gas. Su crecimiento se ve estimulado por la presencia de sodio (2 al
3%) y muchas especies son halofilicas; requiriendo un pH entre 7,6 y 8,6, su crecimiento se ve
inhibido a un pH menor a 5.6 (Sakasaki R, 1992); no requieren vitaminas o aminoacidos (Farmer
lll et al., 2003); y tienen la capacidad de digerir quitina. Una particularidad del género es que
todas las especies hasta ahora estudiadas poseen dos cromosomas (Okada et al., 2005): uno de
mayor tamafo, entre 3 y 4 Mb, que contiene la mayoria de los genes necesarios para el
crecimiento y otro pequefio de tamafio mas variable (0.8 — 2.4 Mb), portador de genes que
codifican para la adaptacion a determinados nichos ambientales (lida y Kurokawa, 2006).

Entre las especies patogénicas, V. cholerae y V. mimicus, pueden crecer sin la adicion de
cloruro de sodio al medio de cultivo, pero difieren en su crecimiento en medios con sacarosa
(Manual de Procedimientos Aislamiento, ldentificacién, Caracterizacion de Vibrio cholerae, 2010;
Abbott SL, 2011). V. cholerae y otras especies tales como V. mimicus, V. parahemolyticus, V.
fluvialis, V. vulnificus, V. alginolyticus, V. furnissii, V. cincinnatiensis, V. metschnikovii y V. harveyi
han sido asociadas a cuadros de diarrea e infecciones extraintestinales como septicemia e

infecciones de tejido blando.

En base a propiedades bioquimicas pueden ser clasificadas las especies de V. cholerae y
diferenciarse de otros organismos fenotipicamente similares tales como Plesiomonas y
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Aeromonas también aislados de especimenes clinicos (Abbott SL, 2011; Manual de
Procedimientos Aislamiento, Identificacion, Caracterizacién de Vibrio cholerae, 2010).

La especie V. cholerae fue descripta por primera vez en 1854 por Pacini en Italia como bacilo
Gram negativo, curvo, anaerobio facultativo y movil; y en 1883 por Robert Koch, quien puso en
evidencia en Egipto, en la India y Tolon (Francia), la multiplicacion del “bacilo comma” durante la
epidemia de célera. La subcomisién para la taxonomia de Vibrio agrupé bajo el mismo nombre de
Vibrio cholerae cepas fenotipicamente similares pero distintas en cuanto a su poder patogénico y
potencial epidémico como V.cholerae serogrupo Ol y cepas pertenecientes a otros antigenos
somaticos O (Dodin et al., 1992), nomenclatura que aun sigue vigente.

V. cholerae serogrupo O1 se ha aislado en un contexto clinico caracteristico y ha sido asociado
como agente bacteriano a una severa enfermedad diarreica, conocida desde épocas remotas, e

identificada como colera desde 1817 (Colwell et al., 1996).

Medscape® www.medscape.com

Morfologia de Vibrio cholerae. Microscopia de “Centers for Disease Control and Prevention"
(CDC) Dr William A. Clark.

El cdlera se ha presentado como una enfermedad epidémica desde la antigliedad y las
manifestaciones clinicas de la infeccién varian desde una infeccidon asintomatica hasta diarrea

severa con deshidratacion. La patologia en su forma mas grave se caracteriza por una profusa
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diarrea acuosa, vomitos y deshidrataciéon con gran pérdida de sales y agua; y sin tratamiento
podria terminar con un desenlace fatal. Estas manifestaciones clinicas fueron atribuidas a la
presencia de la toxina de colera (CT por la sigla en inglés “cholera toxin”) en V. cholerae, que fue
demostrada en 1959 por cientificos de la India (De SN, 1959). En 1987 se identific6 un factor de
virulencia adicional, implicado en la adherencia de V. cholerae a células intestinales que se
denomino “toxin coregulated pilus” (TCP) (Taylor et al., 1987). El espectro de enfermedad de
célera en areas endémicas incluye infeccién asintomatica (75%), intermedia a moderada (entre
18% al 5%) y la forma méas severa (2%). Las personas infectadas que no presentan sintomas
pueden excretar vibrios en sus heces durante 7 a 14 dias, siendo un punto a considerar en la
diseminacion de la enfermedad. (Manual de procedimientos. Deteccion de patégenos asociados a

Enfermedad Diarreica Aguda, incluyendo Vibrio cholerae, 2011).

Los aislamientos de V. cholerae no-O1 han sido asociado con casos esporadicos de diarrea y
con infecciones invasivas (Morris et al., 1990, 1994; Janda et al., 1988); y han sido reconocidos
en reservorios ampliamente distribuidos en el medio ambiente acuatico (Colwell et al., 2006).
Durante algunos afios se cuestiond el potencial patogénico de V. cholerae no-O1, pero hoy
existen evidencias de que estas cepas, aisladas tanto en el sudeste asiatico donde el célera ha
sido endémico durante siglos como en areas no endémicas, poseen codificacion genética para
diferentes factores de virulencia. Segun datos del CDC, en los ultimos afios se ha incrementado
el nimero de casos reportados de infecciones causadas por Vibrio spp., resultando V. cholerae
no-O1 en tercer lugar luego de Vibrio parahemolyticus y V. vulnificus, especies comunmente
observadas en muestras clinicas de casos notificados en EEUU (Janda et al., 1988).

De acuerdo a las caracteristicas del lipopolisacarido O presente en la membrana externa, V.
cholerae se puede clasificar en mas de 206 serogrupos o serovares (Yamai et al., 1997). El
serogrupo O1 de V. cholerae que se diferencia en biotipo Clasico y El Tor; por sus caracteristicas
feno-genotipicas; ha sido el responsable de las siete pandemias de célera ocurridas hasta el
presente y hasta el afio 1992 se creia que solo las cepas de este serogrupo podian causar brotes
epidémicos y diseminacion pandémica. Sin embargo, en octubre de 1992 comenzo en India,
Bangladesh un brote de célera causado por una cepa perteneciente a un serogrupo desconocido
hasta ese momento, que luego se denominé 0139, constituyéndose en el paradigma de una
enfermedad emergente ya que se tratd de un “nuevo” agente etioldgico de colera. Mas tarde, se
demostré que esta cepa denominada V. cholerae 0139 Bengal resultd una variante del clon de la
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séptima pandemia con un cambio a nivel del antigeno somatico O (Reeves, 1998). Por otra parte,
hay evidencias de cepas de los serogrupos O1 y 0139 que no poseen la toxina CT aislados del
ambiente y que fueron aislados de casos de diarrea en nuestro pais y a nivel mundial (Pichel et
al., 2003; Coelho et al., 1995; Dalsgaard et al., 1996; Faruque et al., 2000; Pang et al., 2007).
Ademas de la emergencia del 0139, otros serogrupos no-O1, no-O139 de V. cholerae fueron
asociados a casos de colera como el serogrupo O37 que provoco un brote en Sudan en 1968
(Zinnaka y Carpenter, 1972) y los aislamientos del serogrupo 0141 que se han aislados
repetidamente en los EEUU a partir de 1984 asociados a casos de célera (Crump et al., 2003).
En contraste con V. cholerae O1, la mayoria de los aislamientos de V. cholerae no-O1 de origen
clinico se asocian a casos de gastroenteritis (67%) y, en inmunocomprometidos, infecciones
extraintestinales como septicemia (15%), infecciones de herida (9%) y a otras infecciones
extraintestinales incluyendo afeccién pulmonar, de oido y del tracto urinario (3%) (Daniels et al.,
2000).

2.- Mecanismos de patogénesis de Vibrio cholerae

El estudio de la distribucion de los distintos genes asociados a virulencia en cepas de V.
cholerae permite evaluar el potencial patogénico de las mismas. La mayoria de los aislamientos
de V. cholerae no-O1 presentan otros mecanismos enterotoxigénicos diferentes a los asociados a
célera epidémico. A excepcién de la emergencia de V. cholerae 0139 en el continente asiatico se
ha reportado un bajo porcentaje de aislamientos V. cholerae no-O1 portadores de genes de la
toxina CT y del factor de colonizacion TCP. Sin embargo, al estudiar aislamientos de V. cholerae
no-O1 es importante identificar los principales factores de virulencia asociados a las cepas
epidémicas de serogrupos 01/0139, con fines diferenciales en el diagndstico y para determinar el
potencial patogénico.

La toxina CT esta codificada en un fago filamentoso y lisogénico llamado CTX® (Waldor y
Mekalanos, 1996) que posee una estructura de transposon que se denomind el “cassette de
virulencia” de V. cholerae compuesto por una regioén central de 4,5 kb y una o varias copias de
una region regulatoria del fago RS. La regién central contiene los genes ctxAB, que codifican para
las subunidades A y B de la toxina CT, y otros genes accesorios. Por otra parte, estudios en los
gue se delecionaron los genes que codifican para esta toxina, mostraron que estas mutantes
podian aun causar diarreas leves o moderadas en voluntarios (Levine et al., 1988). Esto llevo al
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descubrimiento de toxinas adicionales producidas por esta especie, que se denominaron “zonula
occludens toxin” (Zot) (Fasano et al., 1991) y “accesory cholera enterotoxin” (Ace) (Trucksis et al.,
1993). El profago CTX®, en condiciones adecuadas puede transferirse a otras cepas de V.
cholerae susceptibles (Waldor et al., 1996; Murphy y Boyd, 2008).

Entre otros de los factores de virulencia, el factor de colonizacion esencial TCP, actua ademas
como receptor para el fago CTX® (Waldor et al., 1996). Tanto la estructura exacta del profago,
como el sitio y niumero de copias de éste en los cromosomas de V. cholerae, es variable, y
constituye una de las diferencias genéticas entre las cepas del biotipo Clasico y EI Tor (Nandi et
al., 2003). Entre las cepas biotipo El Tor, el profago CTX est& localizado en un largo cromosoma
(cromosoma 1) 842 pb “downstream” de un criptico ligado a la toxina (TLC) que mostré ser el
genoma de un fago satélite y flanqueado por secuencias repetitivas referidas como elemento
RS1, otro genoma de un fago satélite. Se han determinado diferentes arreglos CTX-RS1 entre las

cepas V. cholerae O1 El Tor.

RS1 CTX TLC
| / — =
AT T e el
1StC rstB rstA rstR Ecth ctxA zot  ace orfU cep psh rstB rstA rstR I cri ticR
dif site

Figura N°1. Estructura cromosOmica de RS1, profago CTX y grupo de genes TLC en

V. cholerae.

Marcos de lectura abierta se muestran como flechas, y el rectangulo entre CTX y TLC representa
el sitio de integracion (dif site).

Fuente: Figura reproducida de Faruque et al., 2012.

El fago CTX® en V. cholerae O1 biotipo Clasico esta localizado en ambos cromosomas y sin el
elemento RS1.

La adquisicion de genes ctxAB y genes regulatorios por un profago CTX, y su integracion
genomica incrementan el “fitness” o capacidad de adaptacion dado que CTX confiere una
ventaja selectiva a la célula huésped formando lisbgenos estables, induciendo la produccion de
CTX y promoviendo la diseminacion bacteriana. Adicionalmente, estudios gendmicos han

identificado en cepas de la séptima pandemia, islas gendmicas denominadas VSP-l y VSP-II que
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también estarian involucradas en el “fitness” evolutivo y la diseminacion de este clon. Se ha
demostrado que estas islas se escinden y forman productos extracromosomales y pueden ser
transferidas horizontalmente a otras cepas de V. cholerae susceptibles (Farugue et al., 2012).
Aunque se ha demostrado que V. cholerae produce una variedad de productos extracelulares
gue tienen efectos deletéreos sobre las células eucariotas; la diarrea masiva inducida por esta
bacteria es causada por la toxina de colera (CT), cuyo blanco intracelular es la adenilato ciclasa
(Kaper et al., 1994). La toxina CT es una toxina ADP-ribosilante compuesta por dos subunidades,
secretada por la bacteria mediante un sistema de secrecion de tipo Il (Thiagarajah y Verkman,
2005). La subunidad B forma un pentamero y se une a los receptores gangliésidos GM; de los
enterocitos (Figura N°2). Esto acerca a la subunidad A (que se ha clivado en las subunidades A;
y Az) a la superficie celular. EI complejo GM;-CT es traslocado por la membrana y entra al
sistema de trafico celular por endocitosis. Al llegar al reticulo endoplasmaético, la subunidad A; se
separa del complejo y se trasloca al citosol. Esta subunidad actla ribosilando la cadena a de la
proteina Gs que altera su conformacion y no puede hidrolizar su GTP lo que resulta en la
activacion sostenida de la adenilato ciclasa provocando un aumento de AMP ciclico que aumenta
la secrecion de cloruros. A su vez, se bloquean los canales que absorben sodio y cloruros. Esto

provoca un flujo de agua y electrolitos desde la sangre y tejidos corporales hacia el lamen.

Figura N°2. Toxina de coélera (cholera toxin, CT).
Subunidad A, rojo y naranja, enzimatica

Subunidad B (pentamérica), azul, de unién al receptor
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Figura N°3. Esquema de accion de la toxina de coOlera.
Referencias: AC adenilato ciclasa; CFTR regulador de la conductancia transmembrana de la
fibrosis quistica (canal de cloruros).

Fuente: Figura reproducida de Thiagarajah y Verkman, 2005.

Estudios a nivel gendmico, han detectado polimorfismo a nivel de la subunidad B de la toxina
de colera (ctxB) en aislamientos de V. cholerae O1 recuperados de la India, y mas recientemente
de Nigeria, Sudan, Etiopia, Nepal y del brote epidémico en Haiti. Esta ultima cepa de V. cholerae
O1 que presenta atributos del biotipo Clasico y caracteristicas del “fitness” ambiental del biotipo
El Tor; ha sido denominada como V. cholerae El Tor alterado o hibrido (Hasan et al., 2012). Para
esta variante de V. cholerae y otras identificadas en regiones endémicas, se han desarrollado
técnicas basadas en PCR para la diferenciacién a nivel de biotipo de la toxina CT (Morita et al.,
2008).

La limitada distribucion de CTX® entre los aislamientos de V. cholerae no-O1 no-0139 es
posiblemente a causa de la baja distribucion de TCP, receptor para CTX®, en estas cepas
(Faruque et al., 2012), aunque se han identificado cepas V. cholerae no-Ol toxigénicas
principalmente en paises endémicos para célera, evidenciando la transferencia genética entre

aislamientos.



La proteina estructural de la fimbria TCP esta codificada en el gen tcpA, en la isla de
patogenicidad VPI por “Vibrio Pathogenicity Island”, (Faruque et al.; 1998) y presenta alta
variabilidad segun lo descripto recientemente (Nandi et al., 2000). Esta hipervariabilidad en la
superficie de la bacteria le permite escapar del reconocimiento por el sistema inmune del
huésped.

Ademas de codificar para el pili TCP, la isla VPI de 40 kb, posee un grupo de genes que codifican
para un factor de colonizacién accesorio ACF y genes reguladores como toxT, tcpl, tcpP y tcpH
gue participan de la cascada reguladora de ToxR, genes que codifican para integrasas y
transposasas relacionados con movilidad (int) y otros genes de funcién desconocida como aldA
(aldehido dehidrogenasa). Tcpl es un regulador negativo de tcpA, subunidad estructural de la
fimbria TCP, que se localiza en la membrana interna, tiene alta homologia con proteinas de
guimiotaxis aceptoras de metilos (MCPs) (sensores ambientales) y es activado en ambientes
alcalinos (Hase et al.,1998). La presencia de los genes de la isla VPI-1 esta asociada a funciones
de adherencia, liberaciéon de la toxina CT, formacion de biofilms y expresion del receptor del fago
CTXO.

A nivel diagnéstico, la aplicacion de técnicas basadas en PCR permiten la diferenciacion de los
tcpA alelos especificos de biotipos El Tor / Clasico, como la identificacion del gen regulador tcpl y
los genes ald e int, como marcadores de la isla VPI (Vital Brazil et al., 2002).

Q’Hﬁﬁi’r&% tep) mmﬁr

Figura N°4. Representacion esquematica de laisla VPI-1 de la cepa V. cholerae O1

El Tor N16961.

Se ha demostrado que la isla VPI-1 puede ser transferida entre aislamientos del serogrupo O1
(O’Shea y Boyd, 2002) y también hay evidencias de que VPI-1 se escinde y circulariza (Rajanna
et al., 2003).



Entre otros factores asociados a adherencia, se ha descripto una neuraminidasa codificada
en la isla de patogenicidad (VPI-2), que cliva el acido sialico de los gangliésidos presentes en las
células eucariotas (Jermyn WS, 2002). Se cree que esta enzima aumenta la sensibilidad de las
células hospedadoras a la toxina CT, ya que expone al gangliosido GM;, receptor de la toxina. La
neuraminidasa esta habitualmente asociada a cepas toxigénicas; sin embargo, también ha sido
descripta en aislamientos de V. cholerae Ol1 no toxigénicos como en la variante Amazonia
(Figueiredo SC, 2005).

Por otra parte, la hemaglutinina / proteasa codificada por el gen hap tiene un rol relevante
para V. cholerae en el medio ambiental. Ademéas de CT y TCP, otros factores de virulencia han
sido identificados en aislamientos de V.cholerae tales como: proteina reguladora (ToxR),
hemolisinas (HLY), citotoxinas (RTX) y toxina termoestable (ST) entre otros.

ToxR, es una proteina de trans-membrana que funciona como un regulador que participa en
la activacion de la expresion de los genes de virulencia que codifican para CT, TCP y otros
factores de colonizacion accesorios (Childers y Klose, 2007). La transcripcion de los genes del
regulon ToxR responde a diversos estimulos ambientales por mecanismos no caracterizados en
los que intervendria la presencia de mucus, sales biliares y condiciones de pH, osmolaridad y
temperatura.

La hemolisina El Tor o citolisina de Vibrio cholerae (VCC), ha sido ampliamente estudiada.
Esta proteina identificada en V. cholerae O1 biotipo “El Tor”, ha sido purificada y caracterizada
como una “pore-forming toxin” (toxina formadora de poro), citolisina que tiene la capacidad de
permeabilizar células eucariotas al formar poros heptaméricos de diametro interno de 1-2 nm en
la membrana en un mecanismo dependiente del colesterol (Zitzer et al., 1999) que ha sido
demostrado en varias lineas celulares (Chinen et al.,1996; Zitzer et al., 1997). Diversos estudios
reportaron efectos citotdxicos y de vacuolizacion in vitro, con variantes que dependen de la linea
celular utilizada y la concentraciéon de citolisina (Coelho et al., 2000; Figueroa-Arredondo et al.,
2001; Mitra et al., 2000; Moschioni et al., 2002).

Saka y col. (2007) propusieron un modelo en que el fenédmeno de vacuolizacion se debe a la

respuesta celular en defensa a la alteracion del balance osmaético por VCC, por el que la célula

endocita la citolisina que luego entra en la via autofagica que lleva a la degradacion de VCC y a

la supervivencia de la célula, pero cuando los niveles de VCC son demasiado altos, la célula no

logra compensar el desbalance osmético y muere. Mas recientemente, Saka y col. (2008)

reportaron que VCC produce apoptosis dependiente de la formacion de poros en el modelo de
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asa ligada de conejo, donde hay acortamiento de las vellosidades intestinales y alteraciones
vasculares, sugiriendo que esta citolisina puede estar cumpliendo un rol en la patogénesis de las
cepas CT negativas. Esta citolisina es expresada por la mayoria de los aislamientos de V.
cholerae biotipo El Tor y asociada a la virulencia de V. cholerae no-O1. Por el contrario las cepas
del biotipo Clasico poseen una delecién de 11 pb (Rader y Murphy, 1988) en el gen hlyA, por lo
gue sélo producen una proteina truncada. El gen hlyA se encuentra en el cromosoma Il y codifica
para una pro-proteina de 80 kDa.

Entre otros factores de virulencia, se pueden mencionar la toxina termoestable (NAG-ST)
originalmente recuperada de V. cholerae no-O1 denominado entonces “no aglutinable” (Nair et
al., 1994). Esta hemolisina es capaz de causar acumulacion de fluidos en ensayos realizados en
conejo, pero a diferencia de la respuesta a CT, el fluido es sanguinolento y con mucus (Kaper et
al., 1994). Estudios en voluntarios han mostrado claramente que NAG-ST juega un rol en la
patogénesis de la gastroenteritis provocada por V. cholerae no-O1 (Nair et al., 1994) ya que actla
estimulando la actividad de guanilato ciclasa que induce la absorcion de calcio extracelular,
promoviendo la secrecion de cloruros y bicarbonato con alteracion generalizada de las proteinas
de membrana y/o inhibiendo la absorcién de Na+ y agua (Hoque et al., 2004).

La toxina NAG-ST, codificada por el gen stn/sto es un péptido de 17 aminoacidos semejante a la
toxina termoestable ST de Escherichia coli enterotoxigénico (ETEC), siendo también resistente al
calentamiento a 100°C (Arita et al., 1986) y se encuentra en un bajo porcentaje de cepas de

V. cholerae no-O1.
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Figura N°5. Mecanismo de patogenia de NAG-ST
Fuente: Figura segun Guandalini S et al., 1982; Manual de Procedimientos. Deteccion de

patdgenos asociados a Enfermedad Diarreica Aguda, incluyendo Vibrio cholerae. Bs As, 2011.
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Otro de los factores asociados a patogenicidad de V. cholerae, es la denominada citotoxina de
la familia “repeats-in-toxin” (RTX). RTX es un polipéptido de gran tamafo, 484 kDa que produce
“cross-linking” de filamentos de actina, formando dimeros, trimeros y multimeros de actina que
provocan la despolimerizacién de las fibras y redondeamiento de las células eucariotas (Fullner y
Mekalanos, 2000; Sheahan et al., 2004). Esta union con los filamentos de actina causa un
incremento en la permeabilidad llevando al dafio del tejido e induccidén de respuesta inflamatoria
asociados con citotoxicidad en células Hep-2 (Lin et al., 1999; Fullner et al., 2000). La citotoxina
RTX esta codificada por el gen rtxA de 13.635 pb, que forma parte de un grupo de genes rtxA, B,
C, D, E organizados en dos operones que se encuentran rio abajo del elemento CTX (Boardman
et al., 2004). Este grupo de genes no es funcional en las cepas de V. cholerae del biotipo Clasico
por mutaciones presentes en los genes rtxABC.

Estudios realizados en el analisis de la secuencia genémica de V. cholerae no-O1 no-0O139
con actividad patogénica en animales sugieren que estas cepas son portadoras de un sistema de
secrecion tipo Il (TTSS) dentro de la regiéon VPI-2 codificado por genes vcs y relacionados al
“cluster” TTSS2 identificado en un clon pandémico de Vibrio parahaemolyticus (Dziejman et al.,
2005). TTSSs, sistema de secrecion de tipo Ill es un complejo especializado de secrecion
utilizado por bacterias Gram-negativas para traslocar factores de virulencia o proteinas efectoras
directamente a las células hospedadoras donde alteran la maquinaria celular en su propio
beneficio (Galan y Wolf-Watz, 2006; Dziejman et al., 2005). Se observé que este grupo de genes
estaba presente en diferentes aislamientos de V. cholerae no-O1 no-0O139 de origen humano y
ambiental, y proponen que dicho sistema puede tener una funcién en la virulencia y en la
capacidad de superviviencia de la bacteria.

A nivel diagnostico la utilizacion de técnicas moleculares para la caracterizacion de
aislamientos V. cholerae no-O1 CT y/6 TCP positiva que ponen en evidencian la transferencia
genética de elementos genéticos moviles se puede completar con la determinacién de los
denominados marcadores genotipicos de biotipo Clasico/El Tor (CL/ET). Entre ellos: el gen tcpA
alelo CL/ET; el gen ctxB CL/ET de la subunidad B de la toxina de colera; el gen rstR CL/ET,
regulador transcripcional del fago (Morita et al., 2008, Alam et al., 2010), y la identificacion de
islas genomicas VSP-1 y VSP-II por “Vibrio Seventh Pandemic Island” principalmente asociadas a
cepas pandémicas de V. cholerae (Faruque et al., 2012)

El estudio de estos genes, como también los demas genes descriptos, asociados a virulencia
podria indicar el potencial patogénico de los aislamientos V. cholerae no-O1.
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3.- Vibrio cholerae no-O1

Vibrio cholerae no-Ol1 ha sido asociado con casos de gastroenteritis e infecciones
extraintestinales; y con cuadros de septicemia registrados en pacientes inmunocomprometidos.
La infeccidn es adquirida por consumo de mariscos y/0 de agua contaminados. También se han
descripto, al igual que en otras especies de Vibrio naturales de ambientes acuaticos, infecciones
de heridas y tejido blando, por exposicion de la piel injuriada al agua.

La mayoria de las infecciones ocurren en los meses calidos, aunque se presentan casos durante
todas las estaciones. Puede ocurrir la transmisidn persona a persona e inclusive se ha reportado
el estado de portador con un corto periodo de excrecion (1 a 7 dias) de los microorganismos, y
con mayor tiempo de excrecion en portadores cronicos con infeccion biliar cronica (Sanyal et al.,
1992).

En las areas endémicas para colera, como en India, se identific6 V. cholerae no-O1 asociado a
casos de diarrea aguda en el 30% del total de pacientes hospitalizados con muestras positivas
para V. cholerae (Chaterjee et. al., 2009).

En las areas geograficas no endémicas para célera, como EEUU, los casos de gastroenteritis
asociada a V. cholerae no-O1 predominan sobre las infecciones de V. cholerae O1, siendo los
casos de diarrea de menor severidad (Janda et al., 1988).

En el brote epidémico de Haiti del afio 2010 se identificé V. cholerae O1 como agente causal y
simultAneamente en ese periodo se recuperaron aislamientos de V. cholerae no-O1 en el 21% de
las muestras clinicas (Hasan et al., 2012).

En nuestro pais, a partir del afio 1992 con la emergencia de V. cholerae O1, V. cholerae no-O1
fue investigado y se determind su presencia tanto en muestras clinicas como ambientales (Rivas
et al., 1996).

Aunque V. cholerae no-O1 han sido implicado principalmente como agente etiologico de casos
esporadicos, se han reportado brotes de diarrea con sintomas desde mediana a severa
deshidratacion, incluso “cholera-like disease” (cuadros similares a colera) en paises como India,
Sudéan, Checoslovaquia, EEUU y otros paises de América (Chaterjee, et al. 2009; Dalsgaard et
al., 1995, Rivas et al.,1996; Bravo et al.,1998). Estos brotes fueron registrados en diferentes

ambientes, incluyendo cruceros, centros sanitarios y en el contexto de la comunidad.
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Entre los serogrupos de V. cholerea no-Ol1 que han sido implicados como causales de
enfermedad “cholera-like”; se han reportado los serogrupos O141 y O75 en EEUU y en otras
regiones endémicas (Dalsgaard et al., 2001); O37 en Sudan y Checoslovaquia (Chaterjee et al.
2009). Otros serogrupos asociados a casos de diarrea en diferentes paises fueron entre otros,
010 y O12 aislados en Per en 1994 (Dalsgaard et al., 1995); O10 en India, y brotes causados
por cepas de multiples serogrupos como el ocurrido en India en 1996 (Sharma et al., 1998).

En Tailandia se identificaron aislamientos de V. cholerae no-O1 NAG-ST asociados a un brote
epidémico que ocurrid en un campo de refugiados en el afio 1990 (Bagchi et al.,1993). Estudios
realizados en esa region, de muestras clinicas, ambientales y muestreos del area de produccion
de camarones entre los afios 1992 al 1993, determinaron la prevalencia de V. cholerae positivos
para la enterotoxina NAG-ST asociados principalmente a los serogrupos O6 y O14 (Dalsgaard et
al., 1995).

Se han reportado otros serogrupos de V. cholerae con potencial patogénico por la deteccion
de genes asociados a virulencia principalmente en paises de regiones endémicas: por ej. un
“cluster” (grupo) de aislamientos V. cholerae con la isla de patogenicidad VPI (serogrupos O77,
080, 0115), V. cholerae VPI - prefago CTX (serogrupos 053, 065, 048) 6 V. cholerae VPI -
profago CTX® ( serogrupos 027, 037, 08, 026, 044, 049, 0105, 0141 y 0191). Estos estudios
sefialan que la presencia de genes ctxAB (fago CTX®) y/o tcpA (TCPI) en V. cholerae es critica
por la informacion del potencial patogénico. En adicion, el andlisis gendmico comparativo
realizado por diferentes grupos de trabajo ha permitido diferenciar cepas pandémicas V. cholerae
01/0139 y otros serogrupos con el mismo “background” genético tales como 027, 037, O53 y
065 de otros cepas no epidémicas asociadas a varios serogrupos de V. cholerae (Dziejman et
al., 2002; Li et al., 2002).

4 .- Manifestaciones clinicas de V. cholerae no-O1

Los cuadros de gastroenteritis causados por infeccién por V. cholerae no-O1 cursan con
sintomas de diferente grado de severidad, desde moderado a severo, presentandose en general
como diarrea acuosa; y en baja proporcion como diarrea sanguinolenta (Janda et al., 1988;
Sanyal et al., 1992; Morris et al., 1994; Daniels et al., 2000; Gonzéalez Fraga et al., 2009). La

gastroenteritis por V. cholerae no-Ol1 suele ser autolimitada y se presentacon dolores

13



abdominales; que pueden estar acompafiados por vomitos, calambres y ocasionalmente con
fiebre. Como se menciond antes, algunas cepas pueden desencadenar cuadros de diarrea
severa denominada “cholera-like disease”, con un mayor grado de deshidratacion; estos cuadros
estarian asociados a factores de virulencia enterotéxicos en las cepas causales y/o al estado del
huésped. En pacientes inmunocomprometidos y con enfermedades de base se han registrado
casos de septicemia e infecciones extraintestinales por V. cholerae no-O1.

Entre las infecciones extra-intestinales se han citado una variedad de infecciones tales como:
apendicitis aguda, peritonitis, colecistitis aguda, otitis media, neumonia, meningoencefalitis,
septicemia (Sanyal et al., 1992; Kahn et al., 2007) y menos comun de tejido blando, celulitis y
fasciitis necrotizante (Daniels et al., 2000). Los casos de bacteriemia han sido asociadas con
inmunosupresiéon, HIV, cuadros oncohematolégicos, enfermedad vascular periférica, diabetes,
gastrectomia, hepatopatias y cirrosis (Janda et al., 1988; Morris et al., 1990; Blanche et al.,1994;
Calduch Broseta et al., 2003; El-Hiday AH et al., 2006; Zarate et al., 2011). El grado de fatalidad
en pacientes cirréticos con bacteriemia por V. cholerae no-O1 ha sido reportado desde un 23,8%
al 61,5%. (Safrin et al., 1988; Lin et al., 1996). Estas lesiones indicarian que estas cepas podrian
tener propiedades invasivas en adicion a su enterotoxicidad (Sharma et al., 1998). En los ultimos
afos, la disponibilidad del uso de equipos automatizados para diagnéstico microbiolégico en los
laboratorios clinicos, ha facilitado la identificacion de V. cholerae no-O1 como agente causal de
infecciones extraintestinales, celulitis, infecciones de oido, heridas; asi como asociadas a sepsis
en pacientes con inmunosupresion o enfermedad hepatica de base (Morris et al., 1990).

El amplio rango en la presentacidon de los sintomas observado en las infecciones por V. cholerae
no-O1 en pacientes inmunocompetentes, es probablemente relacionado a la presencia o
ausencia de varios factores de virulencia, indicando otros mecanismos enterotoxigénicos
diferentes a los casos de célera (Janda et al., 1988). En contraste con las cepas epidémicas de V.
cholerae O1 o 0139; la patogénesis y los factores de virulencia de V. cholerae no-O1 con
capacidad para causar enfermedad diarreica no esta claramente definida.

Por lo tanto la ocurrencia de enfermedades asociadas a la infeccién por V. cholerae depende de
la particular combinacion de genes de virulencia en la cepa infectante con el estado de salud del

huésped ante la exposicion a una fuente ambiental y/o alimento contaminado.
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5.- Ecologia de V. cholerae

V. cholerae es un habitante autéctono de los ecosistemas acuaticos, tanto rios y lagos, como
estuarios y ambientes marinos. El medio acuético ha sido reconocido como reservorio y vehiculo
para la transmision de V. cholerae en numerosos estudios y diferentes areas geogréficas (Colwell
et al., 1996). Los mas importantes moduladores de la concentracion ambiental de Vibrio spp. son
la temperatura y salinidad del agua, con registros de alto nimero de microorganismos en aguas
de 17°C a 35°C conteniendo 2 a 25% de salinidad (Janda et al., 1988). Si bien especies de Vibrio
tales como V. cholerae y V. mimicus requieren minimas cantidades de sodio, estos
microorganismos pueden ser encontrados en rios y lagos, especialmente en areas de estuario,
ademas de los ambientes marinos.

En el ambiente Vibrio cholerae pueden entrar en un estado referido como viable pero no
cultivable (VNC), en respuesta a condiciones desfavorables de nutrientes y ambientales: baja
concentracion de nutrientes, temperatura, pH o salinidad distintos a los optimos (Colwell et
al.,1994, 2006) y en la que aun retiene el proceso metabdlico basico. Se postula que las formas
VNC explicarian la manera en que V. cholerae se mantiene en el ambiente durante los periodos
inter-epidémicos. La asociacién con el fito y zooplancton, en particular con copépodos, a través
de la actividad quitinasa de Vibrio cholerae, facilitaria la sobrevida del microorganismo en el
ambiente acudtico, asegurando su persistencia por largo tiempo en condiciones adversas. En
condiciones adecuadas, las formas VNC pueden revertir al estado cultivable, manifestando
plenamente su capacidad de infeccion, patogenicidad y transmisibilidad.
V. cholerae como reservorio de diferentes genes de virulencia en el ambiente ha sido investigado
en diferentes areas de la Region y otros continentes representado un potencial riesgo para la
salud humana (Binsztein et al., 2004; Gonzélez Fraga et al., 2007; Rivera et al., 2001; Alam et al.,
2006).
En estudios posteriores a los brotes epidémicos de la década de los 90" de Argentina, se
realizaron muestreos ambientales como parte de la vigilancia en el area estuarial del Rio de la
Plata y en la plataforma marina bonaerense en Argentina. Los resultados demostraron la
presencia de V. cholerae asociado a fitoplancton y zooplancton durante todas las estaciones y se
observd que en este estado V. cholerae puede persistir en un amplio rango de salinidad y
temperatura. Ademas se recuperaron aislamientos de V. cholerae no-O1 cultivable durante los
meses calidos en aguas de baja salinidad del area estuarial (Binsztein et al., 2004).
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Otros estudios de muestreo ambiental realizados en los rios Sali y Lules de la provincia de
Tucuman, mostraron que en el 37% de las muestras de VNC que confirmaron el antigeno
somatico O1 por inmunofluorescencia y PCR fueron negativas para los factores de virulencia
asociados a colera epidémico (ctxA y tcpA alelo El Tor) (Aulet et al., 2007). Adicionalmente fue
recuperado V. cholerae no-O1 no-O139 cultivable en el 36% de las muestras analizadas. De la
investigacion realizada en el norte del pais, se puede inferir que los rios son reservorios de cepas
de V. cholerae, donde las altas temperaturas con alta concentracion de nutrientes organicos
podrian permitir la persistencia en el ambiente. Si bien, en ninguno de los aislamientos V.
cholerae no-O1 no-O139 fueron detectados los factores de virulencia asociados a los de colera
epidémico; el factor de virulencia mayormente determinado fue la hemolisina y se encontraron
otros genes asociados a virulencia, identificados en menor frecuencia ( toxR, stn y tcpl ).

También se determind resistencia a ampicilina en 21 a 45% de los aislamientos en diferentes
muestreos. A continuacion se muestran los sitios de muestreo como parte del monitoreo

ambiental realizado en el pais.
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Figura N°6 - Mapa que sefiala las zonas de muestreo en los rios de la Provincia de
Tucuman (%), en el Rio de la Plata (zona A,m), en la zona estuarial (zona B, A) y en la zona
marina (zona C,+ y la estacion fija, @) de la Provincia de Buenos Aires.

Fuente: Figura traducida de Gonzalez Fraga et al., 2007.
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A nivel regional, en estudios realizados en muestras ambientales de Brasil (agua marina, agua
residual, de rios, sedimentos marinos y moluscos) los genes ctx y tcp fueron identificados en
todos los aislamientos V. cholerae 01/0139 del estudio, junto con los genes tcpl, el regulador

toxR y el gen de la hemolisina hly. Entre los aislamientos V. cholerae no-O1 (n=39) la frecuencia

de ocurrencia de los genes fue 98,8% para toxR; 97,1% para hly y 0,6% para ctxAB, con una baja

frecuencia de combinacion ctxA / tcpA alelo Clasico y ctxA / tcpA alelo El Tor.

Un hallazgo de interés fue la identificacion de cepas V. cholerae no-O1 negativas para ctxAB pero
portadoras de los genes tcpA alelo El Tor (9/39), y en menor frecuencia tcpA alelo Clasico (2/39)
indicando la presencia de cepas ambientales con otro potencial patogénico (Rivera et.al., 2001).
Estudios ambientales realizados en Bangladesh, en areas endémicas para V. cholerae, usando
como técnica de tamizaje PCR para los genes ctxA y rfb para los serogrupos 01/0139 asociados
a colera epidémico identificaron un reservorio alternativo para el gen ctx, debido a que algunos
aislamientos ambientales de V. cholerae no-O1 resultaron portadores del gen de la toxina (Alam
et.al., 2006).

Otro estudio realizado en muestras provenientes de sistemas de acuicultura de camarones de
una zona costera de la India identifico por PCR V. cholerae no-O1 positivo para el gen ctx en 7%
de las muestras de agua del estanque (7/42), mostrando el uso de técnicas moleculares como
tamizaje en el analisis de riesgo de muestras de peces y crustaceos para determinar cepas
potencialmente patégenas (Madhusudana et al., 2013).

6.- Transmision de V. cholerae

Segun lo referido anteriormente, los ecosistemas acuaticos actlan como reservorios y
vehiculos de transmision de V. cholerae, ya que constituyen su habitat natural.
La infeccion por V. cholerae es adquirida por la ingestion de agua o alimentos contaminados
consumidos crudos o insuficientemente cocidos. Uno de los tipos de alimento involucrados son
los moluscos bivalvos que se contaminan en el medio marino, como almejas, ostras y mejillones.
En estos bivalvos, V. cholerae puede ser no sélo contaminante de superficie, sino estar presente
en su tracto intestinal, ya que estas especies son filtradoras y concentran el microorganismo

(Costagliola y col., 2000). Los mariscos llegan a concentrar 300 veces en 24 hs las bacterias del
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agua contaminada, lo que reduce el plazo de aparicion de los sintomas en el caso de intoxicacion
alimentaria. Los productos alimenticios de origen marino como las algas, los residuos de peces,
pueden estar contaminados con Vibrio spp. y por lo tanto, también los productos desecados que
derivan de ellos, harina de pescado o algas secas (Dodin, 1992).

El riesgo de exposicion a V. cholerae ambiental ha ido incrementandose en la poblacion
inmunocompetente por mayor movilizacion de personas a lugares endémicos, consumo de
mariscos crudos o semicocidos contaminados, y el uso de agua recreacional contaminada.
Ademas se ha identificado la susceptibilidad a las infecciones por V. cholerae de la poblacion
inmunocomprometida que puede presentar cuadros mas severos ante la misma fuente de
infeccion (Janda et al., 1988). Los pacientes con enfermedades de base en el higado, como
cirrosis, y/o enfermedad maligna hematol6gica han sido descriptos como de alto riesgo para
bacteriemia por V. cholerae no-O1 (Abbott et al., 2011).

7.- Epidemiologia de V. cholerae

La naturaleza autocténa de V. cholerae O1 es un importante factor en la epidemiologia del
célera, principalmente en las areas endémicas. En las areas consideradas no endémicas para
célera, es importante considerar los antecedentes de la regién, teniendo en cuenta la posibilidad
de forma viables VNC y/o reservorios ambientales de genes de virulencia que podrian hacer
factible la emergencia de nuevas variantes de V. cholerae.

A raiz de la séptima pandemia que comenzo en el sur de Asia en 1961 vy lleg6 a Africa en 1971, el
cblera reemergié en América Latina en enero de 1991 (Levine et al., 1991), luego de 100 afios,
en forma de una explosiva epidemia que comenzd en Peru. En Argentina, entre 1992 y 1999
ocurrieron siete brotes de cdlera, principalmente en el norte del pais, y en periodos estivales. La
emergencia de V. cholerae biotipo El Tor y su diseminacion, esta asociada con diversificacion
genOmica progresiva, adquisicibn de elementos genéticos moviles y adaptaciéon a diferentes
ambientes a partir de un ancestro (Taviani et al., 2010; Mujetra et al., 2011; Faruque et al, 2012).
Estudios recientes; (Garza et al., 2012) identificaron una isla genédmica denominada WASA (West
African-SouthAmerican) asociada a la cepa epidémica de Latinoamérica que se diferencia de
otras cepas epidémicas por la adquisicion de un bacteriéfago que acarrea genes posiblemente
relacionados con el “fitness” bacteriano y supervivencia en el medio ambiente. Se realizaron
estudios para determinar la prevalencia de este fago en cepas epidémicas de América Latina
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aplicando PCR dirigida a tres genes del genoma bacteriano del fago: glycosil hidrolasa, RNA
polimerasa y una enzima kinasa, resultando positivas cepas de Perd, Guyana y Brasil aisladas
entre 1991 y 2004; y negativas cepas epidémicas de Asia y Africa. Las caracteristicas singulares
a nivel gendmico de la cepa epidémica de V. cholerae de América Latina, refuerza la hipotesis
monofilética de esa epidemia. Este linaje se demostré que acarrea genes del fago y de una isla
de patogenicidad alterada de la séptima pandemia denominada VSP-II (Garza et al., 2012). Asi,
la identificacion de la islas VSP-I, VSP-Il permite caracterizar distintas variantes del clon
epidémico V. cholerae El Tor de la séptima pandemia (Dziejman et al., 2002).

En é&reas donde el célera es endémico, V. cholerae es un agente etioldgico de diarrea
comunmente aislado en nifios y adultos (Faruque et al., 1998; Sharma et al., 1998; Abott et al.,
2011); con una incidencia del 30% de V. cholerae no-O1 de casos de diarrea aguda del total de
aislamientos de V. cholerae recuperados de la India (Chatterjee et al., 2009).

Actualmente en la region de América se ha reportado la emergencia de la variante Vibrio
cholerae O1 en Haiti en octubre del 2010 (Ali et al.; 2011), referida como V. cholerae El Tor
alterado o hibrido (Hasan et al., 2012). Luego del terremoto en enero de 2010, el 21 de Octubre
de ese afio se confirma el brote de colera y al 27 de octubre se registraron 4.722 casos y 303
muertes, que afectd principalmente a mayores de 5 afios, segun datos de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), 2010. Desde noviembre a diciembre ocurre diseminacién a todo el
pais y se detectaron casos en paises vecinos de la region, como Republica Dominicana, Cuba y
México. Hasta la semana epidemioldgica (SE) 48 de 2015 se notificé un total de 30.654 casos de
cblera en tres paises de América Central: Cuba (65), Haiti (30.080) y Republica Dominicana
(509). Haiti concentra el 98% del total de casos notificados en la region segun la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS), 2015. En el contexto del brote epidémico de Haiti se
identificaron principalmente aislamientos de V. cholerae O1 y simultdneamente aislamientos de V.
cholerae no-O1 no-0139 (Hasan et al., 2012).

En nuestro pais, la vigilancia activa realizada en los afios 90" permitié la deteccion de V.
cholerae no-O1 junto a las cepas epidémicas O1l. Posteriormente solo se detectaron algunos
casos de cllera esporadicos en los afios 1999 y 2005, y V. cholerae no-Ol1 se continud
recuperando de aislamientos humanos y ambientales con menor frecuencia en el marco de una

vigilancia nacional sistematica pero menos intensiva (Moroni y col., 2014).

19



8.- Diversidad genética de Vibrio cholerae

El estudio de la diversidad genética permite establecer relaciones entre los aislamientos de
V. cholerae. Diferentes técnicas de subtipificacion se han aplicado para investigaciones
epidemiologicas y estudios evolutivos principalmente de los serogrupos asociados a brotes
epidémicos como O1 y 0139. Estudios que se han extendido también a otros serogrupos de V.
cholerae asociados a casos esporadicos y brotes (Sharma et al., 1998; Beltran et al., 1999; Alam
et al.,, 2012; Rahaman et al., 2015). Entre las diferentes técnicas de subtipificacion molecular se
destacan ribotipificacion, electroforesis en campo pulsado (PFGE, de “pulsed-field gel
electrophoresis”) (Mahaligam et al., 1994, Cameron et al., 1994; Dalsgaard et al., 1995, 1996;
Kam et al., 2003) y técnicas basadas en PCR (Singh et al., 2001; Jiang et al., 2000; Sharma et
al., 1998; Pichel et al., 2003); mientras que MLST (multilocus sequence typing) se ha aplicado
para estudios evolutivos de V. cholerae (Kotetishvili et al., 2003; Gonzalez Fraga, 2010).

PFGE ha mostrado ser altamente discriminatorio para la subtipificacion molecular de
aislamientos de V. cholerae O1 y O139 asociados a epidemia. Esta metodologia ha sido usada
para vigilancia epidemiolégica molecular en el monitoreo de la diseminacion de este patdégeno
como en la emergencia de nuevos clones epidémicos. Por esta técnica, se evidencié que los
aislamientos de V. cholerae 0139 identificados en Asia resultaron relacionados genéticamente
con los aislamientos del serogrupo O1 asociado a la séptima pandemia, aunque desde 1992 han
surgido nuevas variantes de este patdgeno (Faruque et al., 1994; Faruque et al., 2003). Estos
mismos resultados se han observado utilizando técnicas mas modernas que estudian los
polimorfismos en las secuencias repetitivas (Danin-Poleg et al., 2007) o analizando la
composicién de cassettes de genes maviles en el integron de V. cholerae (Labbate et al., 2007;
Quiroga, 2010).

Estudios de MLST y RFLP (restriction fragment length polymorphism analyses) permitieron
determinar linajes diferentes entre las cepas de distintos serogrupos de V. cholerae asociados a
casos “cholera like disease” procedentes de diferentes paises de areas endémicas de India,
Tailandia, China, Corea. Se identificaron aislamientos V. cholerae VPI, CTX de los serogrupos
027, 037, 053, y 065 que formaron parte del “cluster” de las cepas epidémicas y aislamientos
de V. cholerae VPI (n=11), de los cuales 7/11 CTX de los serogrupos 08, 026, 044, 048, 049,
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077, 080, 0105, 0115, 0141 0191 resultaron de “background” genético diferente respecto a
cepas epidémicas (Li et al., 2002).

Estudios de andlisis gendmico comparativo demostraron la presencia en aislamientos de V.
cholerae 0139 de origen humano y ambiental de la isla de patogenicidad de la séptima pandemia
VSP-Il asociada al clon pandémico V. cholerae O1, y entre los aislamientos de V. cholerae no-O1
no-0139 fueron identificadas en un bajo porcentaje variantes de VSPII asociadas a cepas no
epidémicas (Taviani et al., 2010).

En nuestro pais se comenzo estudiando la diversidad genética de los aislamientos de V.
cholerae O1 de la epidemia de cdlera y de la “variante de Tucuman” (V. cholerae O1 CT negativa)
con técnicas basadas en PCR como RAPD (Pichel et al., 2003). Luego se implement6 PFGE
segun Dalsgaard, 1996; y desde 2007 el protocolo estandarizado que se utiliza para la vigilancia
molecular en el marco de la Red PulseNet (Cooper et al.,, 2006). Esta técnica, se aplicé en
aislamientos del serogrupo O1 asociados a brotes epidémicos del pais, como a serogrupos
01/0139 CT negativos determinandose que no estan relacionados genéticamente con las cepas
epidémicas (Pichel et al., 2003), similar a lo observado en estudios realizados en otros paises
(Coelho et al.,, 1995). Ademas, esta técnica de PFGE estandarizada esta siendo aplicada en
aislamientos de V. cholerae no-O1 recuperados desde 1992 de casos esporadicos y algunos

brotes reportados por epidemiologia (Moroni y col., 2014).

9.- Emergencia de nuevas cepas toxigénicas

A nivel molecular, los principales genes patogénicos de V. cholerae se encuentran en
regiones del cromosoma en forma de “clusters” o islas de patogenicidad, teniendo la capacidad
de ser propagados horizontalmente (Karaolis et al. 1998, Heidelberg et al., 2000). La adquisicion
de elementos mdviles brinda a las bacterias nuevas estrategias para sobrevivir en condiciones
ambientales cambiantes y en nuevos reservorios. Estos elementos aumentan considerablemente
la tasa de evolucidn de las bacterias. La evolucion de cepas patogénicas de V. cholerae incluye
entre otros factores, la incorporacion al genoma de fagos que participan en la transferencia
horizontal de genes, seguido de un proceso de seleccion bacteriana que favorece la emergencia
y diseminacion de nuevos clones (Faruque et al., 2012). Esto sugiere que cepas ambientales
pueden volverse mas virulentas para el hombre a través de la adquisicion de genes de
patogenicidad.
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Como ya se menciond, entre los elementos genéticos moviles, el mas estudiado en V.
cholerae es el fago filamentoso CTX® que lleva los genes de la toxina CT y entre otros, las islas
de patogenicidad presentes en cepas epidémicas de V. cholerae: VPI-1 y VPI-2 (Taylor et al.,
1987; Karaolis et al., 1998; Jermyn y Boyd, 2002), VSP-I (Dziejman et al., 2002) y VSP-Il (O’'Shea
et al., 2004). Se ha demostrado que la isla VPI-1 puede ser transferida entre aislamientos
(O’Shea y Boyd, 2002) y también hay evidencias de que VPI-1 se escinde y circulariza (Rajanna
et al., 2003). Recientemente, estudios demostraron que VPI-2, VSP-1 y VSP-II, también pueden
escindirse y formar complejos circulares (Murphy y Boyd, 2008). Estas evidencias explicarian la
capacidad de transferir horizontalmente genes asociados a virulencia ya sea por conjugacion,
transduccion o transformacion.

Estudios de comparacion gendémica revelaron que aproximadamente el 6% del genoma de
V. cholerae O1 El Tor cepa N16961 (cepa de referencia O1 CT positiva de la séptima pandemia
de colera) fue detectado inusualmente en ciertos aislamientos de V. cholerae no-O1 no-O139 de
paises endémicos para cOlera (Dziejman et al., 2002). Andlisis comparativos a nivel genémico de
V. cholerae no-Ol1 no-0O139 mostraron la posible ocurrencia de eventos de transferencia
horizontal de genes asociados a la biosintesis del antigeno O. Sin embargo, la adquisicion de
VPl y CTX® se observé més frecuentemente que el intercambio de regiones de biosintesis de
antigeno O de cepas epidémicas (Li et al.,, 2002). También cabe destacar la presencia del
integréon de 126 Kb (también llamado superintegron) presente en el cromosoma Il de V. cholerae
gue posee, en el caso de la cepa N16961, 179 cassettes genéticos mdviles (Labbatte et al.,
2007).
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Fig. N°7. Esquema: cromosomas de la cepa N16961 (V. cholerae O1 El Tor)
(Los elementos marcados en color lila no estan presentes en las cepas de referencia de Vibrio
cholerae O1 CT+).

Posteriormente, estudios evolutivos refieren como cepas intermedias en la evolucion a cepas
epidémicas que acarrean un “set” incompleto de genes en “clusters”, con menor potencial de

virulencia (Faruque et al., 2012).

Por ende, la emergencia de nuevas cepas es factible en este microorganismo tan versatil por
su capacidad de adquirir elementos méviles, que dependen de las condiciones del ambiente para
la ocurrencia de estos eventos de transferencia y la presencia de reservorios de genes asociados
a virulencia. De hecho, la vigilancia de este microorganismo realizada en diversas regiones ha

permitido detectar la emergencia de nuevos clones (Nair et al., 2002; Alam et al., 2010, 2012)
10.- Vigilancia de V. cholerae no-O1 en América Latina.

A nivel regional, existen registros sobre V. cholerae no-O1 en Latinoamérica.
En febrero de 1994, fue registrado un brote en Lima, Perd de casos de diarrea con
deshidratacion, asociado a aislamientos de V. cholerae no-O1 negativos para la toxina de cdlera

y factor de colonizacibn TCP. Los aislamientos de V. cholerae no-O1 resultaron de siete
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serogrupos diferentes, siendo prevalentes 010 (21%) y O12 (65%), con patrones similares entre
ellos por ribotipificacion, y susceptibles a agentes antimicrobianos. Se observé acumulacion de
fluido en asa ligada de conejo sin diferencias significativas entre ambos serogrupos (Dalsgaard
et al., 1995).

En Cuba, en un estudio realizado con 250 nifios menores de 5 afilos con gastroenteritis se aislé
en el 8,5% de los casos V. cholerae no-Ol1 (Bravo y col.,, 1998). Entre 1996 y 2005, se
caracterizaron en el Laboratorio Nacional de Referencia de Cuba 422 aislamientos de V. cholerae
no-O1 de casos de diarrea aguda; se observo la presencia de factores de virulencia tales como
gelatinasa, hemolisina, elastasa y adherencia a células Hep-2. En ese estudio se identificaron 9
aislamientos portadores de toxina termoestable asociados a un brote de transmision hidrica en

2001, cuya relacion genética se demostro por PFGE (Bravo y col., 2007).

11.- Vigilancia de V. cholerae en Argentina.

En Argentina, entre 1988 y 1990 se estudiaron 4363 niflos menores de 5 afios con diarrea en
siete centros diferentes del pais, pero no se aisldé en ningun caso V. cholerae no-O1 a pesar de
haberlo buscado sisteméaticamente. En el afio 1992, simultineamente con la aparicion de V.
cholerae O1, comienza el aislamiento de V. cholerae no-O1 tanto en humanos como en el
ambiente (Rivas y col., 1996).

Luego de la reemergencia de colera en América en la década de los 907, se llevé a cabo en
nuestro pais la creacion de la Red Nacional de Colera y Gastroenteritis Bacterianas en 1991; y
luego como la Red Nacional de Diarreas y Patdégenos de Transmision Alimentaria (RND y PTA),
que realiza la vigilancia de enteropatdgenos, entre ellos V. cholerae. En ese marco de vigilancia
intensiva de aislamientos de V. cholerae O1 asociados a casos de coélera y del ambiente, se
recuperaron también aislamientos de V. cholerae no-O1 de pacientes con diarrea y del ambiente.
Entre febrero de 1992 a febrero de 1995 se realizé un estudio en la ciudad de Oran, Salta
detectandose 41 casos de gastroenteritis asociada a Vibrio cholerae no-O1 no toxigénicos, con
una frecuencia de aislamiento del 0,9%, entre los casos de diarrea. El 51,2% de los casos
correspondio a mayores de 15 afos, con diarrea, vomitos y deshidratacion leve a moderada. De
los pacientes pediatricos, requirieron hospitalizacion los nifios desnutridos con diarrea
prolongada. El 19,5% de los aislamientos de V. cholerae no-Ol1 present0 resistencia a la
ampiclina y 4,9%, a trimetoprimasulfametoxazol (Rivas, 1996). Entre diciembre de 1999 y enero
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de 2000, ocurriéo en Oran (provincia de Salta) un brote de diarrea que afect6 a nifios y adultos,
qgue duplico el numero de coprocultivos esperados para la época del afio; se recuperd V. cholerae
no-O1 de diez pacientes y nueve aislamientos de fuentes de agua de la zona (incluidos en este
estudio).

La vigilancia de V. cholerae no fue sistemética en los afios siguientes al 2000, con variacion
en la busqueda del microorganismo entre las diferentes regiones, ya que la vigilancia mas activa
se mantuvo en el norte del pais donde se registré el mayor numero de casos de colera durante
los brotes epidémicos. Se realizaron estudios de investigacion y de brotes: entre ellos, se
investigo la presencia de V. cholerae en muestras clinicas y del ecosistema acuético de Tucuman
entre 2003 al 2005, donde fueron recuperados V. cholerae no-O1 con diferentes perfiles de
virulencia (Gonzalez Fraga et al., 2007, 2009).

En el marco de la RND posterior a los brotes epidémicos de célera, los aislamientos de V.
cholerae notificados han sido identificados como V. cholerae no-O1, asociados principalmente a
casos esporadicos de diarrea y en menor proporcidn a infecciones extra-intestinales, de las
provincias del norte y centro del pais; en baja frecuencia respecto a otros enteropatégenos bajo
vigilancia. Entre las excepciones, se registré un caso de cOlera reportado en Santa Fe en 1999 y
otro caso esporadico en el afio 2005 en un paciente adulto de la provincia del Chaco. Se han
registrado algunos brotes causados por V. cholerae no-O1: en una institucion de salud (Santa Fe,
2008) y en el contexto de la comunidad (Tucuman, 2007) y aislamientos de infecciones extra-

intestinales de pacientes inmunosuprimidos y/o con enfermedad de base (Moroni y col., 2014).

Con respecto al perfil de sensibilidad a antimicrobianos, tanto en aislamientos humanos como
ambientales de V. cholerae recuperados entre 1992 y 2000 en Argentina, se observaron bajos
niveles de resistencia, excepto para un grupo de cepas multirresistentes de V. cholerae O1 que
causaron un brote en el norte de nuestro pais en 1997 (Petroni et al., 2002). En el marco de la
Red WHONET como parte de la vigilancia nacional se determiné en 669 aislamientos de V.
cholerae no-O1 no-O139 una resistencia intermedia a ampicilina en clinica (29%) y ambiental
(32%) (Petroni y Melano, 2004).

La emergencia de V. cholerae no-O1, serogrupo O139, como agente causal de brotes
epidémicos dede 1992, sumado a la evidencia de transmision de los genes responsables de la
virulencia entre aislamientos de V. cholerae (Waldor et al.,, 1996; Li et al., 2002) y los
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antecedentes epidemioldgicos de V. cholerae en el pais; plante6 la necesidad de profundizar el
estudio de aislamientos de V. cholerae no-O1 en Argentina.

12.- Hipotesis

» Los aislamientos de V. cholerae no-O1 asociados a casos de diarrea e infecciones extra-
intestinales en nuestro pais presentan diversos determinantes de virulencia que podrian

encontrarse también en cepas de origen ambiental.

» En base a la capacidad de las cepas de V. cholerae de intercambiar material genético y la
posible presencia de numerosos serogrupos de V. cholerae en reservorios ambientales, es
de esperar gran variabilidad genética entre los aislamientos circulantes en Argentina, de

origen clinico y del ambiente.

» Los aislamientos de V. cholerae no-Ol1 circulantes en Argentina pertenecientes a
determinados subtipos genéticos pueden presentar perfiles de virulencia con mayor

potencial patogénico.

Il.- Objetivos y justificacién del proyecto

La patogénesis de V. cholerae como agente causal de célera ha sido mundialmente
reconocida e investigada, sin embargo la capacidad y/o potencial patogénico de V. cholerae no-
O1 no estd tan estudiada y definida, a pesar de ser un reconocido agente etiolégico de
gastroenteritis e infecciones extra-intestinales. Sumado a esto, la emergencia de una nueva cepa
V. cholerae no-O1 con caracteristicas epidémicas en India, serogrupo 0139 en 1992; destacan la
necesidad de la vigilancia de otros serogrupos de V. cholerae. Por otra parte, en las dltimas
décadas se ha demostrado que varios factores de virulencia son codificados en elementos
genéticos moviles que hacen factible la transmision de genes entre las bacterias, dando lugar a la
emergencia de nuevas variantes identificadas a nivel mundial (Ali et al., 2011; Alam et al., 2012).
La transferencia genética horizontal ha jugado un rol esencial en la evolucion de cepas de V.
cholerae pandémicas, llevando a investigadores en el tema a deducir que las cepas ambientales
pueden representar un reservorio de nuevas cepas potencialmente epidémicas. Por eso, cobra
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importancia estudiar a la par de las cepas de V. cholerae aisladas de casos clinicos, cepas
aisladas del ambiente.

En nuestro pais en el marco de la Red Nacional de Diarreas y Patdégenos de Transmision
Alimentaria (RND y PTA) 1758 aislamientos de V. cholerae no-O1 fueron derivados desde 1992 a
2014 al Laboratorio Nacional de Referencia (LNR). De estos aislamientos, un total de 869 fueron
de origen clinico, aislados principalmente de pacientes con gastroenteritis, en su mayoria nifios, y
en baja proporcion de infecciones en inmunocomprometidos (HIV), con enfermedad hepética
(cirrosis), oncologica (leucemia) o desnutricion (neonato de bajo peso), reportadas en los Ultimos
afios (Moroni y col., 2014). Entre los aislamientos de origen ambiental (N= 889) se recibieron
cepas de rios, lagunas, estuarios, arroyos, pozos de agua, efluentes, derivados al LNR en el
marco de monitoreos ambientales e investigaciones (Gonzéalez Fraga et al., 2007) y como parte
del estudio de brotes.

Esta investigacion propone determinar la presencia y distribucion de distintos factores de
virulencia descriptos hasta ahora en V. cholerae en aislamientos de serogrupo no-O1 circulantes
en Argentina, de origen clinico y ambiental. Los resultados contribuirdn al mejor conocimiento de
este agente causal de diarrea y enfermedades extra-intestinales en Argentina. El periodo de
estudio (desde 1992 al 2003) comprende desde la implementacién de vigilancia activa de colera a
partir de la epidemia en América Latina en 1991 hasta el afio 2003, cuatro afios después de la
deteccion del ultimo caso clinico de cdlera en el pais.

Por otra parte, la caracterizacion de los aislamientos de origen humano y ambiental en Argentina,
y sus relaciones genéticas, permitiria la identificacion de cepas con potencial epidémico, en base
a la presencia de clones prevalentes y/o portadores de factores de virulencia asociados
comunmente a clones epidémicos. Ademas el conocimiento y la identificacién de los factores de
virulencia asociados a V. cholerae no-O1 se podria aplicar al disefio de un flujograma diagndstico
por técnicas moleculares para la identificaciébn y caracterizacion rapida y especifica de V.

cholerae, contribuyendo a su vigilancia.

1.- Objetivos generales

e Caracterizar feno-genotipicamente y establecer la diversidad genética de cepas de Vibrio

cholerae no-O1 de origen humano y ambiental circulantes en Argentina.
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2.- Objetivos especificos

Estandarizar ensayos de PCR para la deteccion de factores de virulencia de V. cholerae
no-O1.

Investigar la presencia de factores de virulencia descriptos en V. cholerae no-Ol1 en
aislamientos de diferentes areas del pais recuperados desde 1992 hasta 2003, de origen
humano y ambiental: toxina termoestable (NAG-ST) y otros factores accesorios y/o
recientemente identificados como hemolisina (hly), gen regulador toxR, citotoxina (rtxA),

sistema de secrecion tipo Il (vcs), entre otros .

Evaluar la presencia de factores de virulencia asociados a V. cholerae O1 epidémico y
0139, causantes de colera: enterotoxina de colera (CT), fimbria “toxin coregulated pilus”

(TCP), gen tcpl marcador de la isla de patogenicidad VPI y otros factores accesorios.
Evaluar la diversidad genética entre aislamientos de V. cholerae no-O1 de origen humano,
de distintas regiones de Argentina y comparar dichas cepas con aislamientos de origen
ambiental en el periodo de estudio.

Crear una Base de Datos Nacional de subtipos genéticos de V. cholerae.

Identificar subtipos genéticos de V. cholerae no-O1 con mayor potencial patogénico y/o

epidémico.

En base a los objetivos e hipoétesis de trabajo se realizd el siguiente disefio del estudio detallado

en las secciones:

Seccion lll.- Materiales y Métodos

1.- Seleccién de los aislamientos de V. cholerae no-O1 para el estudio (periodo 1992 a 2003).

2.- Caracterizacion fenotipica de los aislamientos.
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3.- Implementacion y/o estandarizacion de diferentes ensayos de PCR como herramienta
diagnostica y de caracterizacion genotipica para la identificacion de factores de virulencia.
Aplicacion de PCR para el analisis de los aislamientos seleccionados.

4.- Ensayo de enterotoxicidad en asa ligada de conejo en un subgrupo de aislamientos
seleccionados por perfil genotipico. Trabajo colaborativo, realizado en el Centro de
Investigacion en Bioguimica Clinica e Inmunologia (CIBICI), Facultad de Ciencias Quimicas,
Universidad Nacional de Cérdoba (UNC).

5.- Estudio de la diversidad genética por electroforesis en campo pulsado (PFGE). Creacion de
Base de Datos Nacional para subtipos genéticos de V. cholerae.

6.- Analisis de los datos.

Continuacion en las secciones:

Seccion IV.- Resultados

Seccién V.- Discusion y Conclusiones.

lll.- Materiales y Métodos

1.- Seleccion de aislamientos de V. cholerae no-O1 en el periodo de estudio (1992-2003)

Entre los afios 1992 a 2003 se recibieron en el Departamento de Bacteriologia, INEI - ANLIS
“Dr. Carlos G. Malbran” un total de 1302 aislamientos de Vibrio cholerae no-O1 que fueron
recuperados en el transcurso de la epidemia de colera de los 90 y los cuatro afios posteriores, en
el marco de la vigilancia de la RND y PTA y proyectos de investigacién desarrollados en el mismo
periodo. Del total, 740 correspondieron a aislamientos de origen humano y 562 a aislamientos
ambientales.

Se seleccionaron 170 aislamientos V. cholerae no-O1 para el estudio de distribucion de factores
de virulencia, incluyendo cepas procedentes de diferentes regiones de Argentina, recuperadas en
distintos afios. Entre las cepas seleccionadas, se incluyeron 20 aislamientos correspondientes a
un brote de gastroenteritis ocurrido en Oran, Salta, en enero-febrero del afio 2000: 11
aislamientos de origen humano y 9 ambientales. Del total de 170 aislamientos, 111 fueron de
origen clinico, incluyendo los aislamientos del brote de Salta, y 59 de origen ambiental. Los
aislamientos fueron recuperados en 8 provincias de Argentina (Seccién Ill, Tabla N°1). La
seleccion de los aislamientos esporadicos de origen humano fue realizada teniendo en cuenta la
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inclusion de aislamientos de diferentes afios y provincias, como también la asociacién a casos de
gastroenteritis (96,4%) e infecciones extra-intestinales (3,6%), estos udltimos recibidos
habitualmente con muy baja frecuencia en el LNR. Un subgrupo de 30 aislamientos de los 170
fueron seleccionados en base a su perfil de genes asociados a virulencia y estudiados para
evaluar el potencial enterotoxigénico en asa ligada de conejo. Este mismo grupo de aislamientos
se analizé por técnicas de subtipificacion molecular a fin de determinar la diversidad genética,
aplicando con el protocolo estandarizado de PFGE del CDC, USA (Cooper, 2006, ver punto 5),
mientras que la totalidad (n=170) fue estudiado por PFGE segun Dalsgaard, 1996.

Tabla N°1. Aislamientos de V. cholerae no-O1 seleccionados de Argentina (1992-2003)
Provincia Humano n (%) Ambiental n (%) N°total (%)

Salta 47 (42,3) 18 (30,5) 65 (38,2)
Buenos Aires 23 (20,7) 6 (10,2) 29 (17,0)
Tucuman 17 (15,3) 6 (10,2) 23 (13,5)
Jujuy 5 (4,5) 12 (20,3) 17 (10,0)
Mendoza 10 (9,0) 6 (10,2) 16 (9,4)
Santa Fe 7 (6,3) 3 (5,1) 10 (5,8)
Cordoba 2(1,8) 6 (10,2) 8 (4,7)
Formosa 0 (0) 2 (3,4) 2 (1,2
N° Total/pais 111 (100) 59 (100) 170 (100)

1.a.- Aislamientos de origen humano:

Las cepas de origen humano (n=111) fueron aisladas de casos de diarrea acuosa de
moderada a severa magnitud, en algunos casos con registro de sangre y pus (6,3%), a veces
acompafiados de vomitos; en 46/111 casos hubo registro de diferentes grados de deshidratacion
de leve a grave, calambres y fiebre. En cuatro casos se recupero V. cholerae de hemocultivos, en
pacientes inmunosuprimidos con cuadros de sepsis (tres procedentes de Buenos Aires y uno de
Mendoza). La mayoria de los casos clinicos de los aislamientos estudiados (n=111) se registraron
en nifos menores de 5 afios (72%) con un promedio de 24 meses, y el resto en adultos con un
promedio de 40 afios de edad. Las regiones con el mayor porcentaje de aislamientos incluidos en
la seleccion fueron: la region Noroeste destacandose la provincia de Salta (42,3%) cuyos

aislamientos procedian principalmente de las localidades de Tartagal, Oran, Salvador Mazza y
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Colonia Santa Rosa, seguido de las provincias de Tucuman y Jujuy, donde se notificd la mayor
cantidad de casos por V. cholerae no-O1 en el periodo analizado. En segundo lugar, los
aislamientos de la regidén Central: representados por la provincia de Buenos Aires y de Capital
Federal (20,7%), de Santa Fe y Cordoba. La region Oeste estuvo representada principalmente
por aislamientos de la provincia de Mendoza (10%).

Como se menciono antes, también se incluyeron en el estudio 11 aislamientos de origen humano
(dos aislamientos de un mismo paciente con diferente fecha de recuperacion de la muestra) de
un brote que fue registrado en la ciudad de Oran, Salta, por la Direccion de Epidemiologia de
dicha provincia entre la semana epidemiologica 52 del afio 1999 a semana 2 del 2000. Los casos
del brote fueron detectados en nifios menores de 5 afios de edad (desde 23 meses a 3 afios) y
en adultos (desde 33 a 56 afos). Entre los pacientes afectados, ocho personas residian en seis
fincas ubicadas a ambos lados de la ruta provincial 50, entre dos arroyos, y dos procedian de la

ciudad de Oran, de dos barrios diferentes.

1.b.- Aislamientos de origen ambiental:

Los aislamientos de origen ambiental (59) provenian de diferentes fuentes: pozos de agua,
acequias, efluentes, canales de riego, agua de rio, de estuario, laguna y arroyo. Las muestras
procedian principalmente de las provincias de la Regidén Noroeste: Salta, Jujuy y Tucuman (61%),
seguido de la Regiéon Central (25,4%): Buenos Aires (provistas en su mayoria por el Instituto
Nacional de Investigacion y Desarrollo Pesquero — INIDEP, Mar del Plata), Cérdoba, Santa Fe y
Mendoza (10,2%) (Tabla N°1).

Entre los aislamientos de origen ambiental se incluyeron también los nueve aislamientos
provenientes de muestras de agua recuperados en la investigacion del brote detectado en Salta,
Oran en el afio 2000. Estos aislamientos se recuperaron de agua de pozo de las fincas (n=6),

laguna (n=2), arroyo (n=1) como posibles fuentes de infeccion para los residentes de la zona.

1.c.- Conservacion de los aislamientos:
Todos los aislamientos estuvieron conservados en la coleccion de cultivos del Servicio
Enterobacterias del Departamento Bacteriologia del INEI- ANLIS “Carlos G Malbran”, como

suspension en caldo Tripticasa Soja (TSB) con 30% de glicerol a —70°C.

1.d.- Controles positivos y negativos
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Se utilizaron para los ensayos fenotipicos y genotipicos las siguientes cepas de referencia:

V. cholerae no-O1 ATCC 25872 (ctxAB"), V. cholerae O1 Clasica ATCC 14035 (ctxAB), V.
cholerae 0139 4260B (ctxAB"), RC 66 V. cholerae no-O1 (NAG-ST'), RC55 V.mimicus, cepa
autéctona V. cholerae O1 Ogawa (ctxAB') ST10568 y cepa control del CDC Salmonella
Braenderup (para PFGE). Las cepas fueron gentiimente remitidas por la Dra Irma Rivera
(Universidad de San Pablo, Brasil) y el Dr Clifford Clark (National Laboratory for Enteric
Pathogens, Canada).

Para el ensayo en asa ligada de conejo realizado en el marco de un trabajo colaborativo con el
Dr. Alex Saka, (Dpto Bioguimica Clinica, CIBICI, FCQ, UNC) se utilizé la siguiente cepa control:
V. cholerae O1 biotype El Tor EP1/151 CT+ (coleccién V. cholerae CIBICI-CONICET).

2.- Caracterizacion fenotipica de los aislamientos

En base al flujograma propuesto en el marco de la RND y PTA (Seccion lll. Fig. N° 1), los
aislamientos derivados al LNR como V. cholerae de muestras fecales se sembraron en agua
peptonada alcalina (APA) y se incubd a 37°C de 6 a 8 hs como medio de enriguecimiento. Luego
se sembré en medio selectivo Agar Tiosulfato Citrato sales Biliares Sacarosa (TCBS, Seccion lll.
Fig. N°2) y agar tripticasa soja (TSA). De las colonias fermentadoras caracteristicas de Vibrio
cholerae en agar TCBS, se realizaron repiques en estria de TSA para las pruebas bioquimicas. A
partir del TSA se realizaron las pruebas bioquimicas minimas de identificacion de V. cholerae:
fermentacion de azucares en medio Kigler o Hierro Tres Azucares (TSI), decarboxilacion de
Lisina (LIA) e Indol del triptéfano y se hizo un nuevo repique en TSA para realizar posteriormente
pruebas bioquimicas complementarias y la serotipificacion (Manual de Procedimientos.
Aislamiento, Identificacion, Caracterizacion de Vibrio cholerae Instituto Nacional de
Enfermedades Infecciosas - A.N.L.I.S. “Dr. Carlos G. Malbran”, 2010).
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Flujograma de aislamiento de V. cholerae
a partir de materia fecal

Muestrade materiafecal en Cary Blair

l

| APA:6-8hs 37°C |

l

| Agar TCBS / TSA: 18hs 37°C |

l AP& Aoua Peptonada Alcalng
TCHS: Agar Tiosufato Ctrato sales Biliares Sacaross
‘ Kligler-LIA-Indol de Triptofano-Estria TSA \ TSk Agar Trptcesa de Soja
1 LI&: Anar Lising Higrro

Oxidasa, Pruebas bioquimicas complementarias
Serotipificacion 01y 0139

l

48-72 hs

Figura N°1. Flujograma para el aislamiento e identificacion de V. cholerae a partir de

materia fecal.

Figura N°2. Colonias fermentadoras de sacarosa en medio TCBS, compatibles con

V. cholerae

2.1.- Pruebas bioquimicas complementarias:
Se realizaron pruebas bioquimicas para la caracterizacion de todos los aislamientos de
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V. cholerae: fermentacién de glucosa (Hugh y Leifson), presencia de la enzima citocromo
oxidasa, utilizacion de lisina y ornitina decarboxilasa (Moeller) y arginina dehidrolasas (Thornley),
movilidad, produccién de indol del triptofano, crecimiento en ausencia y en diferentes
concentraciones de CINa al 0%, 3%, 6% y 8% (Manual de Procedimientos V. cholerae, 2010;
Dodin A, 1992). Las pruebas diferenciales de otras especies de Vibrio spp. se aplicaron segun
Abbott et al., 2011; Tarr CL et al., 2015).

2.2.- Identificacién de serogrupo:

Se realiz6 el seroagrupamiento de todas las cepas para deteccion de serogrupos epidémicos,
por aglutinacion en lamina utilizando suero polivalente anti - V. cholerae O1 y suero monovalente
anti - 0139 (Instituto Nacional de Produccion de Biolbégicos. Servicio Antigenos y Antisueros,
ANLIS “C. G. Malbran”). Algunos aislamientos de la seleccion (17 aislamientos correspondientes
al brote de Salta y 13 aislamientos esporadicos) (Tabla N°4, seccion IV Resultados),
caracterizados como V. cholerae no-O1 fueron enviados al Centro de Referencia Internacional en
Japdn, (National Institute of Infectious Diseases, Japon), para determinar sus serogrupos, ya que
no se dispone en el pais de los antisueros necesarios para la identificacion de todos los

Serogrupos.

2.3.- Prueba de Hemdlisis:
Los aislamientos de V. cholerae no-O1 fueron sembrados en placas de agar sangre de

carnero al 10%, y se incub6 18-24 hs a 37°C para determinar la presencia de halos de hemdlisis.

2.4.- Ensayo de ELISA para deteccion de la toxina CT

Este ensayo fue realizado en el Servicio Fisiopatogenia, INEI — ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”
a fin de evaluar la expresion de la toxina CT utilizando un enzimainmunoensayo (ELISA) en todos
los aislamientos recibidos hasta 2003. A partir de ese afio la deteccion de CT fue reeemplazada
por la identificacion del gen ctxA por PCR y sélo se determiné la presencia de CT por ELISA en
las cepas portadoras de ctxA. La técnica de ELISA se basa en la union al gangliésido GM1, por
parte de la toxina secretada al sobrenadante de cultivo. El revelado de la presencia de CT se
realizé utilizando un suero policlonal anti-toxina en conejo, ya obtenido por el laboratorio y el

correspondiente conjugado anti-especie.
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3.- Caracterizacion genotipica de los aislamientos — Deteccion de genes de virulencia por
PCR.

3.1.- Preparacion del ADN cromosomico:

Para extraer el ADN, para los ensayos de PCR, se tomaron 3 a 5 colonias a partir del Agar
Tripticasa Soya (TSA) de un cultivo puro y fueron resuspendidas en 500 pl de agua tridestilada.
Esta suspensién fue hervida durante 10 min. y luego de una breve centrifugacion (13.000 rpm, 1 -

2 min.), se empleod el sobrenadante como templado de la reaccion de PCR.

3.2.- Ensayos de PCR:

Todos los ensayos de PCR fueron realizados utilizando como ADN templado, el ADN total
extraido segun el punto anterior. En la Tabla N°2 se detallan los oligonucledtidos empleados
como “primers” o cebadores y en la Tabla N°3, las condiciones de amplificacion de cada ensayo.
Los protocolos aplicados habian sido estandarizados previamente en nuestro laboratorio o bien
fueron implementados a partir de ensayos publicados en diferentes trabajos de investigacion,
para los cuales se ajustaron las condiciones Optimas para su aplicacion en el Servicio de
Enterobacterias, INEI — ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”.

Para la caracterizacion inicial de todos los aislamientos estudiados, se aplic6 PCR como
confirmacion de las pruebas bioquimicas en la identificacién de V. cholerae y para la deteccion
simultdnea de los genes que codifican la toxina CT y el factor de colonizacion TCP: se utilizé el
ensayo de PCR - Mdltiple que permite amplificar la region intergénica 16S-23S rRNA especifica
de V.cholerae, el gen ctxA que codifica la subunidad A de CT y el gen tcpA alelo El Tor,
correspondiente a la subunidad estructural de TCP variante El Tor (Chun et al., 1999; Rivera et
al., 2001).

Se continué la caracterizacioén, con la identificacion por PCR - Mdltiple de los genes que codifican
los antigenos somaticos O1 y 0139 (Rivera et al., 2003) para confirmacion de los resultados

obtenidos por serologia y como diagnostico en el caso de cepas rugosas.

Ademas de los factores asociados a virulencia en V. cholerae O1 epidémico ctxA y tcpA alelo El
Tor, se determind la presencia de otros genes de virulencia descriptos en V.cholerae: hemolisina
35



hlyA alelo El Tor / Clasico, regulador toxR, citotoxina rtxA, toxina termoestable stn/o y gen
regulador tcpl. Se aplicaron protocolos de PCR — Mdltiple para los genes asociados a virulencia:
hlyA alelo El Tor / Clasico (Shangkuan et al., 1995), genes de la toxina termoestable y gen
regulador del TCP: stn / tcpl (Rivera et al., 2001), genes de la isla de patogenicidad VPI-1, ald e
int que codifican para una aldehido deshidrogenasa e integrasa (Mukhopadhyay et al., 2001; Vital
Brasil et al., 2002); y para los genes del sistema de secrecion tipo Il (vcs) (Gonzélez Fraga S. et
al., 2007).

Los ensayos de PCR-Mdltiple para V. cholerae / ctxA / tcpA alelo El Tor y PCR Mdltiple para
serogrupos 0O1/0139 habian sido implementados y estandarizados anteriormente en nuestro

laboratorio a partir de muestras y/o de aislamientos (Gonzalez Fraga S.,Tesis doctoral, 2010).

En este estudio se realiz la estandarizacion de los ensayos de PCR incorporados para una

completa caracterizacién, con ajuste de las concentraciones de los reactivos en el ensayo:
principalmente “primers”, cloruro de magnesio y enzima Taq DNA polimerasa; teniendo en cuenta
la temperatura de “melting” de los primers (Tabla N°3).
Para aquellos aislamientos que resultaron positivos para el gen regulador del factor de
colonizacion TCP, tcpl, y/o para la subunidad A de la toxina CT, ctxA; se completd la
caracterizacion con la aplicacion de PCR para el gen tcpA alelo Clasico y con la deteccion del
gen correspondiente a la subunidad B de la toxina biotipo El Tor / Clasico (Morita et al., 2008).

Por dltimo, en base a trabajos recientes que describieron la emergencia de la variante epidémica
de V. cholerae O1 EIl Tor Hibrido en la Region de América en 2010; se implementd y estandariz6
como parte de la vigilancia y caracterizacion de los aislamientos portadores de los genes que
codifican para la toxina CT, la PCR denominada PCR - MAMA (Mismatch Amplification Mutation
PCR Assay) (Morita et al., 2008). Este ensayo permite detectar el polimorfismo de la subunidad B
de CT especifico de los biotipos Clasico / El Tor e Hibrido, y se aplic6 ademéas una PCR para
confirmacion de la subunidad B de la toxina de célera (Mitra et al., 2001). También se implementé
una PCR para identificacion del gen tcpA alelo Clasico variante del factor de colonizacién (Rivera
et al., 2001) a fin de completar la caracterizacion de los aislamientos positivos para genes de la

isla VPl y negativos para el factor tcpA alelo El Tor (Fig. N°10, seccion IV Resultados).
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Todos los productos de amplificacion fueron analizados por electroforesis en agarosa del 1,5 al
2%, segun el tamafo esperado de los amplicones, en buffer TAE 1X. Se realiz6 la tincién con
bromuro de etidio (0,5 pg/ml) durante 30 min. y los geles fueron fotodocumentados con el filtro
adecuado y luz UV en el equipo Gel Doc (Bio Rad).

Como controles, conjuntamente con los aislamientos estudiados se procesaron las cepas de
referencias mencionadas en el punto N°1 y un control de mezcla de reaccién sin templado. Para

la electroforesis se utilizé el marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder (GIBCO BRL).

Tabla N°2: “Primers” o cebadores utilizados en los ensayos de PCR

“Primers”  secuencia de “primers” (5- 3") Amplicén (pb) Referencia
VCO1-F2 CAACAGAATAGACTCAAGAA 647 (0O1)
VCO1-R2 TATCTTCTGATACTTTTCTAC 01/0139
VCO139-F2 TTACCAGTCTACATTGCC 741 (0139) (Rivera et al., 2003)

VCO139-R2 CGTTTCGGTAGTTTTTCTGG

pVC-F2 TTAAGCSTTTTCRCTGAGAATG 300 VC 16S-23S rRNA
pVCm-R1 AGTCACTTAACCATACAACCCG (Chun et al., 1999)
CT 94F CGCGCAGATTCTAGACCTCCTG 564 CtxA
CT 614R CGATGATCTTGGAGCATTCCCAC (Rivera et al., 2001)
TCP 72F CACGATAAGAAAACCGGTCAAGAG 451 tcpA El Tor

TCP 477R  CGAAAGCACCTTCTTTCACGTTG

tcpA Class R TTA CCA AAT GCA ACG CCG AAT G 620 tcpA Clasico
tcpA Class F CAC GAT AAG AAA ACC GGT CAA GAG (Rivera et al., 2001)
toxR 101F CCTTCGATCCCCTAAGCAATAC 779 toxR
toxR 837R  AGGGTTAGCAACGATGCGTAAG (Rivera et al., 2001)
stn/o 67F TCGCATTTAGCCAAACAGTAGAAA 172 stn/o
stn/o 194R  GCTGGATTGCAACATATTTCGC (Rivera et al., 2001)
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“Primers”

rtxA-F
rnxA-R

tcpl132-F
tcpl951-R

aldA-F
aldA-R

int-F
int-R

vesN, — F
vesN, — R
vesV, — F

vesVs, — R

ctxB — F
ctxB - R

MAMA ElTor F
MAMA ElTor R

MAMA Clas F
MAMA Clas R

Secuencia de “primers” ( 5°- 3)

CTGAATATGAGTGGGTGACTTACG
GTGTATTGTTCGATATCCGCTACG

TAGCCTTAGTTCTCAGCAGGCA
GGCAATAGTGTCGAGCTCGTTA

CTAATAGCGAAACTTCGACTG
AGGTGCAGTGCTTCAATTTC

GATAAAGAGATCAAAGCC
ATCTGCTTCCATGTGGG

GCAGTTGAGCCATTCCATTACAG
CGACCAAACGAGATAATGCT
CTATTTGGCTCACTTGATGGGGC
GCCACATCATTGCTTGCTACC

GGTTGCTTCTCATCATCGAACCAC
GATACACATAATAGAATTAAGGAT

ACTATCTTCAGCATATGCACATGG
CCTGGTACTTCTACTTGAAACA

ACTATCTTCAGCATATGCACATGG
CCTGGTACTTCTACTTGAAACG

Amplicén (pb)

417

862

1229

1200

500

375

186

186
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Referencias

rtxA
( Chow et al., 2001 )

tepl
(Rivera et al., 2001)

aldA
(Vital Brazil et al, 2002)

int
(Mukhopadhyay et al., 2001)

VCS
Gonzélez Fraga
(comunicacién personal,
2007)

ctxB
(Mitra et al., 2001)

ctxB El Tor
(Morita et al., 2008)

ctxB Clasica
(Morita et al., 2008)



Tabla N°3. Condiciones de los ensayos de amplificacion por PCR para la caracterizacién de V. cholerae

PCR

Implementacién

“Primers” 6 cebadores
(ref. Tabla N°2)

Concentraciones en el
Ensayo

Condiciones de la
reaccion

PCR Multiple
V. cholerae
CtxA , tcpA El Tor

VC F2 -VC mR1
CT 94F-CT614R
TCP72F-TCP 477 F

PCR Buffer 1 X

ClzMg 2 mM

primers VC 0,8 uM

CT- TCP El Tor 0,4 pM
dntp mix 0,2 mM

Tag DNA pol 1,25 U/25 pl

2 min a 94°C, 30 ciclos

45 seg a 94°C

45 seg a 60°C

45sega 72°C

extension final 10min 72°C

PCR Mudltiple
Serogrupos 01/ 0139

VCO1 F2 - R2
VCO139 F2 - R2

PCR Buffer 1 X

ClMg 1,5 mM
primers VCO 0,4 uM
dntp mix 0,2 mM
Taq DNA pol 1 U/25 pl

2 min a 94°C, 30 ciclos

1 min a 94°C

1 mina52°C
90sega72°C

extension final 10 min 72°C

PCR Mdiltiple gen hlyA
(Clasico / El Tor)

489 F, 744 F - 1184 R

PCR Buffer 1 X

ClbMg 2 mM

primers hly 0,8 uM

dntp mix 0,2 mM

Taq DNA pol 0,75 U/25 ul

2 min a 94°C, 30 ciclos
1 min a 94°C
1 min a 60°C
1mina72°C

extension final 10 min 72°C

PCR gen toxR

toxR101 F -837 R

PCR Buffer 1 X

ClaMg 1,5 mM

primers toxR 0,8 uM

dntp mix 0,2 mM

Taq DNA pol 0,625 U/25 pl

2 min a 94°C, 30 ciclos

1 min a 94°C

1 min a 60°C

1 mina72°C

extension final 10 min 72°C

PCR gen rtxA

nxA F - ntxAR

PCR Buffer 1 X
ClaMg 1,5 mM
primers rtxA 0,8 uM
dntp mix 0,2 mM
Taq DNA pol 1U/25 pl

2 min a 94°C, 30 ciclos

1 min a 94°C

1 min a55°C

1 mina72°C

extension final 10min 72°C

PCR Multiple

para los genes tcpl / stn

stn 67 F- 194 R
tcpl132 F - 951 R

PCR Buffer 1 X
ClaMg 1,5 mM
primers tcpl 0,4 uM
stn 0,6 pM
dntp mix 0,2 mM
Taq DNA pol 1U/25 pl

2 min a 94°C, 30 ciclos

1 min a 94°C

1 min a 55°C

1 mina72°C

extension final 10min 72°C
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PCR
Implementacion

“Primers” 6 cebadores
(ref. Tabla N°2)

Concentraciones en el
Ensayo

Condiciones de la
reaccion

PCR vcs

sistema de secrecion tipo Ill

vcsN2 F - vesN2 R

vesVa F - vesVa R

PCR Buffer 1 X
ClzMg 2 mM

primers vcs 0,3 uM
dntp mix 0,2 mM
Taq DNA pol 1U/25 pl

2 min a 94°C, 30 ciclos

1 min a 94°C

1 min a 52/ 55°C
2mina72°C

extension final 10min 72°C

PCR deteccion de los genes
aldA e int

int R-int F
aldA F - aldAR

PCR Buffer 1 X

ClaMg 1,5 mM
primers int 0,8 uM
ald 1 uM

dntp mix 0,2 mM
Taq DNA pol 0,625/25 pl

2 min a 94°C, 30 ciclos

1 min a 94°C

1 mina53°C

1 mina72°C

extension final 7min 72°C

PCR
Estandarizacion

“Primers” 6 cebadores
(Tabla N°2)

Concentraciones en el
Ensayo

Condiciones de la
reaccion

PCR tcpA alelo Cléasico

tcpA F - tcpA clasica R

PCR Buffer 1 X
ClbMg 2 mM

primers tcpA 0,25 uM
dntp mix 0,2 mM
Taq DNA pol 1U/25 pl

2 min a 95°C, 30 ciclos

1 min a 95°C

1 min a 60°C

1 mina72°C

extension final 10min 72°C

PCR gen ctxB

ctxB F - ctxB R

PCR Buffer 1 X
CloMg 1,5 mM
primers ctx B 0,5 uM
dntp mix 0,2 mM
Taq DNA pol 1U/25 ul

2 min a 94°C, 30 ciclos
1 min a94°C
1 mina55°C
2mina72°C

extension final 10min 72°C

PCR - MAMA
subunidad B de CT
especifica de biotipo
El Tor / Clasico

ctxB F - ctxB R
El Tor / Clasico

PCR Buffer 1 X

ClaMg 2 mM

primers ctxB 0,25 uM
dntp mix 0,2 mM

Taq DNA pol 0,75U/20 pl

2 min a 96°C, 30 ciclos
10 seg. a 96°C
10 seg. a 55°C
30 seg.a72°C

extension final 2 min 72°C
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4.- Ensayo “in vivo” de enterotoxicidad en asa ligada de conejo en una seleccion de

aislamientos de V. cholerae no-O1 por perfil genotipico.

Este ensayo fue realizado por el Dr. Alex Saka, en el marco de un trabajo colaborativo, en el
Departamento de Bioquimica Clinica, CIBICI-CONICET, FCQ, UNC. Se realiz6 en una seleccion
de aislamientos de origen humano y ambiental de diferentes perfiles genotipicos asociados a
virulencia determinados por PCR (n= 30). El ensayo permitié determinar la acumulacion de fluido
(ml/cm) en asa ligada de conejo luego de inocular los sobrenadantes de los cultivos estudiados,
como una medida del potencial enterotdoxico (Bidinost et al.,, 2004) de los aislamientos

correspondientes (Tabla N°9, seccion IV Resultados).

5.- Evaluacion de la diversidad genética mediante el analisis de polimorfismo de

macrorestriccion por eletroforesis en campo pulsado (PFGE).

Al comienzo de este trabajo se determind la diversidad genética de los 170 aislamientos en
estudio aplicando el protocolo de PFGE para V. cholerae segun Dalsgaard et al., 1996. En el afio
2006, se aprobd el protocolo estandarizado para la subtipificacion de este microorganismo en el
marco de la Red Pulsenet (Cooper et al., 2006) y el LNR fue certificado por el CDC-USA para
dicho protocolo desde 2007. Desde entonces, se aplico el protocolo de PulseNet en los
aislamientos recibidos prospectivamente y en una seleccion de los aislamientos de V. cholerae
no-O1 del presente trabajo, incluyendo las mismas cepas con diferentes perfiles genotipicos
estudiadas para la determinaciéon de potencial enterotoxigénico (n= 30); esta seleccion
comprendié aislamientos clinicos y ambientales de casos esporadicos y del brote detectado en
Salta.

5.1.- Protocolo de PFGE con la enzima Notl (Dalsgaard et al., 1996).

Se aplicé en los 170 aislamientos del estudio a partir de cultivos bacterianos incubados en
TSA durante 18-24hs a 37°C. Se ajusto la DO (610 nm) a un valor de 5 en un volumen final de
200ul en buffer Tris-EDTA 100mM. A esa suspension bacteriana se le agregd 10 pl de proteinasa
K (20mg/ml) y se procedio a la inclusién en bloques de agarosa al 1,2% (agarosa “Seakem
Gold”). Los bloques de ADN (“plugs”) fueron preparados mezclando partes iguales de suspension

bacteriana y agarosa. Posteriormente fueron sometidos a la lisis con proteinasa K en un bafo de
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agua a 55°C vy luego de los lavados, los “plugs” fueron cortados y sometidos a digestion

enziméatica con la enzima de restriccion Notl (25 U/plug) incubando de 18 a 24hs a 37°C.
Se utilizé6 como marcador de peso molecular: Lambda Ladder PFGE Marker (50 - 1.000 kb).

Las condiciones de electroforesis fueron:

Bloque 1. Switch-time: 6 seg. (8 hs),

Bloque 2. Switch-time: 15 seg. (9 hs),

Bloque 3. Switch-time: 25 seg (10 hs),

Temp.: 14 °C, Ang.: 120 °, Int.: 5,5 Volts/cm. Duracion total: 27 hs.

5.2.- PFGE con la primera enzima Sfil y como segunda enzima Notl, segun el protocolo
estandarizado de la Red PulseNet — CDC, 2006.

Se aplicé en la seleccion de aislamientos (n= 30) que fue ensayada para asa ligada de conejo
en el punto 4. Brevemente, segun el protocolo estandarizado, a partir de los cultivos puros de V.
cholerae no-O1 en fase estacionaria se ajustd la DO a 0,9 a 610nm para su inclusion en los
blogues de agarosa y las condiciones especificadas segun Cooper, 2006. Se realizé la digestion
enzimatica con Sfil (40 U a 50°C, 18-24 hs) para los 30 aislamientos y con Notl (30 unidades a

37°C, 18-24 hs) para aquellos aislamientos que mostraron perfiles de PFGE idénticos con Sfil.

Se utilizé la cepa Salmonella Braenderup como cepa estandar en el marco de la Red PulseNet -
CDC para normalizar los geles (Hunter et al., 2005; Cooper et al, 2006) y poder comparar con
nuevos subtipos genéticos ingresados en la Base de Datos Nacional, utilizando el software

BioNumerics (Applied Maths, version 4.6).

Las condiciones de electroforesis fueron:

Bloquel. Switch-time: 2 seg. - 10 seg (13 hs).

Bloque 2. Switch-time: 20 seg. - 25 seg. (4,5 hs).

Temp.: 14 °C, Ang.: 120 ©, Int.: 6 Volts/cm. Duracion total: 19 hs

Las corridas electroforéticas se realizaron en una unidad CHEF DR Il (Bio Rad) en geles de
agarosa “Seakem Gold” al 1% en buffer TBE (0,5X).
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Luego de la corrida, el gel de agarosa se tifi6 con bromuro de etidio (0,5 pg/ml) durante 30 min.,
se decolor6 con agua destilada y se fotografi6 usando una camara equipada con el filtro
adecuado (Gel Doc, Bio Rad). Posteriormente se realizé el andlisis de los perfiles electroforéticos

con el software BioNumerics.

6.- Analisis de los datos:

6.1.- Andlisis e interpretacién de los patrones electroforéticos obtenidos por PFGE

A partir del niumero de bandas compartidas entre pares de perfiles de PFGE se construyeron
dendogramas de relacion genética aplicando el coeficiente de similitud de Dice, y el analisis de
Método de Grupo por Pares no Balanceados (UPGMA). Para esto se utiliz6 el software
BioNumerics (Applied Maths). Al comienzo del estudio se tomé como patron de estandarizacion al
marcador de peso molecular Lambda Ladder PFGE Marker y se realizaron los andlisis en forma
visual. Mas tarde, luego de la incorporacién de los protocolos estandarizados de la Red PulseNet,
se aplico para el andlisis de los geles realizados el protocolo correspondiente a V. cholerae, con
1,5 % tolerancia y 1,5 % de optimizacion.

Para la interpretacion de la relacion genética, no existen criterios universales, aunque ha sido
propuesta por Tenover, en 1995 una guia para la interpretacién de patrones de PFGE, la cual se
puede aplicar para el estudio de brotes, en un namero discreto de aislamientos (hasta 30)
recolectados en periodos de uno a tres meses, siempre que el método resuelva al menos 10
fragmentos diferentes. Aplicando estos criterios, se pueden definir cuatro categorias de relacion
genética:

Indistinguibles: aislamientos que muestran patrones de bandas iguales.

Cercanamente relacionados: Sus patrones difieren en dos o tres bandas.

Posiblemente relacionados: Sus patrones muestran cuatro a seis bandas de diferencia.

No relacionados: Sus patrones difieren en mas de seis bandas.

Dado que los 170 aislamientos de V. cholerae no- O1 de origen humano y ambiental analizados
por PFGE, fueron recolectados en un largo periodo de tiempo (1992-2003) en diferentes regiones
de Argentina, se consideraron los criterios de Tenover en el presente estudio sélo para el andlisis

de los aislamientos relacionados a una sospecha de brote, recuperados en Oran, Salta, en
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diciembre 1999 a enero del 2000 y para los aislamientos clinicos esporadicos y ambientales con

una relacion temporo-espacial cercana.

6.2.- Andlisis estadistico de los datos

La prueba del chi-cuadrado x2 Estadistica no paramétrica fue aplicada en el andlisis de los
perfiles genotipicos determinados por PCR en los aislamientos de origen humano y ambiental.
(Capriglioni C., 2005)

El analisis ANOVA-Tukey Kramer realizado en la Facultad Ciencias Quimicas, Cordoba; se
aplicé en el andlisis de la acumulacién de fluido en asa ligada de conejo con respecto a los

perfiles genéticos determinados en una seleccién de aislamientos (n=30).

V.- Resultados

1.- Identificacién y caracterizacion feno-genotipica de los aislamientos

La mayoria de los aislamientos estudiados de origen humano y ambiental fueron identificados
fenotipicamente como V. cholerae, con resultados negativos para produccién de CT por ELISA -
GM1 y presentaron las mismas caracteristicas genotipicas por PCR: 168/170 (98,8%) fueron
identificados como V. cholerae ctxA (-) tcpA alelo El Tor (-), es decir que no poseian los genes
que codifican para la toxina CT ¢ el factor de colonizacién TCP alelo El Tor y pertenecian a
los serogrupos no-0O1 no-0139 confirmado por PCR (Fig. N°3 y N°4). Entre las excepciones, se
encontraron: un aislamiento de origen humano proveniente de Salta, Tartagal N°ST2761 (aislado
el 10-02-93) perteneciente al serogrupo 0139, ctxA (-) tcpA (), y un aislamiento de origen
ambiental (agua de una acequia), cepa N°J31W proveniente de Humahuaca, Jujuy (12-04-00)
gue resulto positivo para CT por ELISA (con un valor de 1,5 ng/ml de concentracion de CT, menor
respecto al control positivo V. cholerae O1 Ogawa CT+ que presento un valor promedio superior
a 2,0 ng/ml) y confirmado por PCR como V. cholerae no-O1 no-O139 ctxA (+) negativo para tcpA
alelo El Tor (-) (Fig. N°3 y N°4) (Tablas N°5 y N°6).
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<«— 964 pb ctxA

300 pb
P «— 451 pb tcpA El Tor

V.cholerae —

Figura N°3. PCR- Multiple V. cholerae 16S-23S rRNA, tcpA El Tor, ctxA

Calles 1 a 2: aislamientos de V. cholerae no-O1 Mel60, S0149 de origen humano; calles 3, 4 y 6:
aislamientos de V. cholerae no-O1 SO42W, SO47W y J31W de origen ambiental; procedentes de
diferentes provincias de Argentina; calle 7: control positivo V. cholerae O1 Ogawa ST10568 (ctxAB), calle
8: control positivo V. cholerae O1 Clasica ATCC 14035 (ctxAB). M: marcador de peso molecular 100 pb
DNA Ladder.

1 2 345 6 7 89 10M
B e i

<« 741pb 0139
“— 647pb O1

Figura N°4. PCR- Multiple O1/0139 en aislamientos de V. cholerae no-O1

Calles 1 a 3: aislamientos de V. cholerae no-O1 M160, M3 y SO149 de origen humano; calles 4 y 5: V.
cholerae no-0O1 SO47W y J31W de origen ambiental, procedentes de diferentes provincias de Argentina;
calle 6: control positivo V. cholerae O1 Clasico ATCC14035, calle 7: control positivo V. cholerae O1
Clasico El Tor 0425, calle 8: aislamiento V. cholerae serogrupo 0139 ST2761, calle 9: aislamiento de V.
cholerae O1 El Tor ST 10568 (control O1), calle 10: mezcla de reaccion, M: marcador de peso molecular

100 pb DNA Ladder.
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Entre los aislamientos de V.cholerae no-O1 seroagrupados en Japén por Shimada y
colaboradores se identificaron los siguientes serogrupos: 02, 047, 0109 y O75 correspondientes
a casos de diarrea de pacientes procedentes de distintas provincias (Salta, Santa Fe y Buenos
Aires); serogrupos 083, 02, O111 y O36, en 4 aislamientos recuperados de hemocultivo de
pacientes con sepsis (Buenos Aires y Mendoza); y O6 (n=2), 096, 052 y O78 correspondientes a
4 aislamientos ambientales del estuario del Rio de la Plata y un aislamiento de un pozo de agua
de Santa Fe. Los aislamientos recuperados durante el brote ocurrido en Oran en el afio 2000

presentaron 13 serogrupos diferentes entre 17 seroagrupados (Tabla N°4).
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Tabla N°4. Serogrupos identificados en aislamientos de V. cholerae no-O1 esporadicos
y del brote de Oréan, afio 2000 (Shimada et al.)

Nombre de Aislamiento  Serogrupo Origen Fecha Provincia Clinica

Aislamientos esporédicos

2E1 096 Ambiental 2003 Buenos Aires

13E1 06 Ambiental 2003 BuenosAires

102E4 052 Ambiental 2003 Buenos Aires

103E4 06 Ambiental 2003 Buenos Aires

BA94407(35H) 083 Humano 2001 Buenos Aires sepsis
BA115018 (Cirillis) 0111 Humano 2002 Buenos Aires sepsis
CF1290(36H) 02 Humano 2002 Buenos Aires diarrea con sangre
CF1341(37H) 047 Humano 2002 Buenos Aires diarrea
CF17170 036 Humano 2002 Buenos Aires sepsis (inmunosuprimido)
SF Torres/W (17W) 078 Ambiental 1996 Santa Fe

M545 02 Humano 1993 Mendoza sepsis, deshidratacion
ST1400 0109 Humano 1992 Salta diarrea

R3 O75 Humano 1993 Santa Fe diarrea
Aislamientos del brote

SGBarco 02 Humano 2000 Salta diarreaacuosa
S0O34 037 Humano 2000 Salta diarreaacuosa
S01272 094 Humano 2000 Salta diarreaacuosa
S01285 048 Humano 2000 Salta diarreaacuosa
S097 08 Humano 2000 Salta diarreaacuosa
S0149* 049 Humano 2000 Salta diarreaacuosa
S0207 048 Humano 2000 Salta diarreaacuosa
S0219 0104 Humano 2000 Salta diarreaacuosa
S0283* 049 Humano 2000 Salta

SO19/W 048 Ambiental 2000 Salta

S028/W 014 Ambiental 2000 Salta

SO39/W 053 Ambiental 2000 Salta

SO41/W 027 Ambiental 2000 Salta

S042/W 0105 Ambiental 2000 Salta

SO47/\W 037 Ambiental 2000 Salta

S0O49/W 027 Ambiental 2000 Salta

SO60/W 04 Ambiental 2000 Salta

*Aislamientos de V. cholerae no-O1 del mismo paciente y diferente fecha de toma de muestra.

Con respecto al estudio de genes de virulencia, el total de los aislamientos analizados
de origen humano y ambiental resultaron positivos para el gen hlyA (Tabla N°6). El 59% de los
aislamientos de origen humano y el 82% de origen ambiental mostraron por PCR productos
compatibles con la hemolisina de V.cholerae alelo El Tor (presencia de los dos fragmentos: 481
pb y 738 pb), mientras que el resto presenté un solo fragmento amplificado, 481 pb compatible
con otros alelos (Fig. N°5). Todas las cepas fueron analizadas fenotipicamente en un medio de
agar-sangre de carnero al 10%, y se determind la expresion de la hemolisina en el 100% de los

aislamientos.
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12345678 9101112M

ET/CIASICO 783/727 ph —— >4 sos S s B 5
El Tor 481 pb —> =

Figura N°5. PCR - Mdultiple para deteccién del gen hlyA (Clasico y El Tor)
Calles 1, 3, 5, 6, 7, 8, 9: aislamientos de V. cholerae no-O1 CF17170, M3, M545, M160, S0149, SO207 y
BA115018 de origen humano; calles 2, 4: V. cholerae no-O1 F3W, SO47W ambiental procedentes de
diferentes provincias de Argentina; calle 10: control positivo V. cholerae O1 Ogawa ST10568, calle 11:
control positivo V. cholerae O1 Clasico ATCC 14035, calle 12: mezcla de reaccién, M: marcador peso

molecular 100 pb DNA Ladder

Casi la totalidad de las cepas humanas (97,3%) y ambientales (93,2%) fueron portadoras del
gen regulatorio toxR asociado a la expresién fenotipica de CT y TCP (Fig. N°6), y del gen de la
citotoxina rtxA en las cepas humanas (96,4%) y ambientales (96,6%) (Tabla N°5 y N°6).

1234567M

toxR 779 bp S pe—— L

R ] |

Figura N°6. PCR para deteccién del gen regulatorio toxR
Calles 1 a 4: aislamientos de V. cholerae no-O1 CF17170, M3, M545, M160 de origen humano vy calle 5
V. cholerae no-O1 SO47W ambiental procedentes de Argentina; calle 6: control positivo V. cholerae O1

Clasico ATCC 14035, calle 7: mezcla de reaccién, M: marcador peso molecular 100 pb DNA Ladder.
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Con respecto a los otros genes asociados a virulencia de V. cholerae, el gen stn/o (+) que
codifica para la toxina termoestable fue identificado en 5,9% de los aislamientos (Tabla N°6): en
tres casos clinicos esporadicos (Buenos Aires y Salta) y en siete aislamientos del ambiente (Rio
Pilcomayo, Formosa; agua de pozo de fincas de Salta, y de canales y rios de Cordoba (Rio San

Marcos, Suquia, Villa Dolores) (Fig. N°7).

Ademas, se investigo la presencia del gen tcpl como una forma de evaluar la presencia de la isla
de patogenicidad VPI. Este gen se identifico en 10 aislamientos (5,9%): seis de casos clinicos (3
de Mendoza y 3 del brote de Salta) y cuatro del medio ambiente (2 de agua de canales de
Codrdoba, uno de pozo de fincas de Salta, y un aislamiento de una acequia de Jujuy que ademas
fue portador del gen ctxA, cepa J31W) (Fig. N°7) (Tabla N°6). Todos los aislamientos tcpl
positivos, resultaron portadores de los genes aldA e int, también pertenecientes a la isla VPI,
mientras que el resto de los aislamientos analizados mostré resultados negativos en la

amplificacion de estos genes.

123 45 67 89 10M

tcpl 862 pb ——>

stn/o 167 pbp —=

Figura N° 7. PCR - Mdltiple para deteccién de los genes tcpl / stn:

Calles 1 a 5: V. cholerae no-O1 SO63 de origen humano, SO19W ambiental, M160, SO149 y Me3 (de
origen humano), calle 6: control positivo para tcpl (+) V. cholerae O1 ST 10568 ctxA, tcpA, calle 7: V.
cholerae no-O1 SO 28W ambiental, calle 8: V. cholerae no-O1 SO47W, calle 9: Control V. cholerae RC66
NAG-ST, calle 10: control de reactivos, M: marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder.
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En resumen, la caracterizacion genotipica para genes asociados a virulencia de V. cholerae en los aislamientos de V. cholerae no-

01 analizados mostré un alta prevalencia de los genes hly, toxR y rtxA (entre 95,9% al 100%) y baja frecuencia de los genes ctxA, stny

tcpl (entre 0,6% y 5,9%) (Fig. N°8).

100.0
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% frecuencia

100.0 96.5 95.9
5.9 5.9 0.6
T T T T T : T OO 1
hlyA nxA toxR tcpl stn/sto CtxA tcpA

Figura N°8. Frecuencia (%) de genes asociados a virulencia en aislamientos de V. cholerae no-O1 (n=170)

No se observaron diferencias significativas en la distribuciéon de genes asociados a virulencia entre aislamientos de origen clinico y

ambiental (Tabla N°5), tanto para los genes de mayor prevalencia —hlyA, toxR y rtxA- como para los que se encontraron en baja

frecuencia —tcpl, stn/o-, mientras que ctxA solamente se encontré en una cepa de origen ambiental.

50



Tabla NO°5. Distribucion de genes de virulencia en aislamientos de V. cholerae no-O1 de origen humano y ambiental

N° de aislamientos n; ( %)

Resultados PCR Origen clinico Origen Ambiental Total
hlyA+ 111; (100,0) 59; (100,0) 170; (100,0)
rtxA+ 107;(96,4) 57;(96,6) 164; (96,5)
toxR+ 108;(97,3) 55;(93,2) 163;(95,9)
stn/o+ 3; (2,7) 7;(11,9) 10; (5,9)
tepl+ 6;(5,4) 4;(6,8) 10; (5,9)
tcpA+ 0;(0) 0; (0) 0; (0)
CtxA+ 0:(0) 1. (1.7) 1:(0,6)

El analisis de la distribucion de los perfiles genotipicos de acuerdo al origen humano /ambiental para el perfil prevalente
V. cholerae hlyA, toxR, rtxA resulté de 87,3% a 74,6% respectivamente. Con respecto a los otros perfiles determinados de menor
frecuencia, el perfil V. cholerae hlyA, toxR, rtxA, stn; si bien resulté identificado entre los aislamientos de origen ambiental al 11,8%
con respecto a los aislamientos de origen humano de 2,7%; no hay diferencia significativa (Test x?, p > 0,05.; el valor de 0,05 es un

valor establecido de acuerdo al nivel de confianza del 95%).

Tabla N°6. Distribucion de perfiles genotipicos en aislamientos de V. cholerae no-O1 de acuerdo al origen clinico o ambiental

Genotipo Gen de virulencia NC aislamientos Origer
n; (%) n; (%)

VG hlyA toxR rtxA stn tepl tcpA CtxA H A
VG1 + + + - - - - 141;(82,9) 97,(87,3)  44;(74,6)
VG2 + + + + - - - 10; (5,9) 3;(2,7) 7;(11,8)
VG3 + + + - + . - 9:(5,3) 6; (5,4) 3:(5,1)
VG4 + - - - - - - 4;(2,4) 2:(1,8) 2:(3,4)
VG5 + - + - - i ; 3:(1,8) 1:(0.9) 2:(3.4)
VG6 + + - ; ; - ; 2:(1,2) 2:(1.8) 0: (0
vVG7 + + + - + - + 1;(0,6) 0;(0) 1;(1,7)

H: Humano, A: Ambiental
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Al analizar los perfiles genotipicos obtenidos entre los aislamientos de V. cholerae no-O1, se observo el perfil prevalente
V. cholerae hlyA, toxR, rtxA referido como VG1 con una fecuencia de 82,9% distribuido ampliamente en diferentes provincias del
pais en el periodo de estudio (1992 - 2003). Los demas perfiles genotipicos (VG2 a VG7) se encontraron en un bajo nimero de
aislamientos, entre 0,6 y 5,9% de frecuencia y en diferentes provincias (Fig. N°9, Tabla N°7).

=59 =53

B VG1: hlyA+ rtxA+ toxR+

B VG2 hlyA+ rixA+ toxR+ stn+
B VG3 hlyA+ rtixA+ toxR+ tepl+
B VG4 hlyA+

HVG5 hlyA+ rtxA+

HVG6 hlyA+ toxR+

VGT7 hlyA+ rtxA+ toxR+ tcpl+ ctxA+

" 829

Figura N°9. Frecuencia de perfiles genotipicos (%) en aislamientos de V. cholerae no-O1 en Argentina.

VGL1 - VG7: genotipos de virulencia de Vibrio cholerae N=170
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Tabla N°7. Distribucion de los perfiles genotipicos de virulencia de V. cholerae no-O1 en diferentes provincias (1992 - 2003).

Origen /N° aisl. Fecha Lugar de aislamiento, Provincia* ( N° de aislamiento ) Perfil genotipico por PCR:
VG1, VG2, VG3, VG4, VG5, VG6
Humano N° =97 SA (40), BA (21), TU (16), SFE (7), MZA (6), JU (5), CBA (2)
) 1992 - 2003 VG1: Vch hlyA+ rtxA+ toxR+
Ambiental N° = 44 SA (13), JU (10), TU (6), BA (5), MZA (6), SFE (3), FOR (1)
N° Total = 141

Humano N° = 3 1993 - 1994 SA (2), BA (1)

) VG2: Vch hlyA+ rtxA+ toxR+ stn+
Ambiental N° =7 1992 - 2000 CBA (4), SA(2), FOR (1)

N° Total = 10
Humano N° = 6 1995 - 1996 - 2000 MZA (3), SA (3),
Ambiental N° = 3 1992 - 2000 CBA (2), SA (1) VG3: Veh toxR+ hlyA+ rixA+ tepl+
N° Total = 9
Humano N° = 2 1993 - 1995 TU (1), SA (1),
. VG4: Vch hlyA+ toxR- rtxA-
Ambiental N°=2 1995 - 1996 SA (1), JU (1)
N° Total = 4
Humano N° =1 2000 MZA (1)
) VG5: Vch hlyA+ toxR- rtxA+
Ambiental N° =2 1993 - 1998 SA (1), BA (1)
N° Total = 3
Humano N°= 2 1996 - 2000 SA (1), BA (1) VG6: Vch hlyA+ toxR+ rtxA-
N° Total = 2
Ambiental N°= 1 2000 JU (@) VG7: Vch tcpA- ctxA+hlyA+ toxR+ rtxA+ tcpl+
N° Total = 1

Total Humano N° = 111
Total Ambiental N° =59
N° Total = 170

* Provincia: SA Salta; BA Buenos Aire; TU Tucuman; SFE Santa Fe; MZA Mendoza; JU Jujuy; CBA Cérdoba; FOR Formosa.
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Se continud con la caracterizacion de los aislamientos que resultaron V. cholerae no-O1 tcpl
y/o ctxA:
Entre los 10 aislamientos de V. cholerae no-O1 tcpl (+) negativos para tcpA alelo El Tor (-)
recuperados tanto de casos esporadicos (n=3), como los casos asociados al brote de Salta (n=
3), y en aislamientos de origen ambiental (n=4) (VG3 y VG7 indicados en la Tabla N°7); un total
de 5 resultaron positivos para el gen tcpA alelo Clasico (2 casos asociados al brote de Salta, 2
casos de Mendoza y uno ambiental de Jujuy que ademas resultd ctxA (+) (Fig. N°10).

1 2 34 567 8 910 M 1112 13 14 15 M

tcpA alelo Clasico ——
620 pb

Figura N°10. PCR tcpA alelo Clésico

Calle 1: V. cholerae O1 Ogawa ctxAB 108/13, calle 2: V. cholerae no-O1 109/13, calle 3: V. cholerae no-
01 92 tcpl (+), calle 4: V. cholerae no-O1 95 tcpl (+), calle 5: V. cholerae no-O1 Mel11844 tcpl (+) , calle
6: V. cholerae no-O1 Mel60 tcpl (+) , calle 7: V. cholerae no-O1 Me3 tcpl (+) , calle 8: V. cholerae no-O1
S0149 tcpl (+) , calle 9: V. cholerae no-O1 SO34 tcpl (+) , calle 10: V. cholerae CDC 105, M: marcador de
peso molecular 100 pb, calle 11: control V. cholerae 0139, calle 12: control V. cholerae O1 Clasico 14035,
calle 13: V. cholerae 0139 2761, calle 14: V. cholerae no- O1 J31W tcpl (+) ctxAB, calle 15: control de
reactivos, M: marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder.

Se implement6 y estandarizé el protocolo de PCR - MAMA para caracterizacion de los genes

para la subunidad B de la toxina El Tor/Clasico con controles positivos para V. cholerae O1
biotipo El Tor y Clasico; y controles negativos (Fig. N°11.1).
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— 186 pb
CT biotipo Cléasico

186 pb —
CT biotipo El Tor

Figura N°11.1. PCR - MAMA subunidad B de ctx especifica de biotipo El Tor / Clasico de V. cholerae
Calle 1: control V. cholerae O1 0425 Clasico ctxA (+) , calle 2: V. cholerae O1 Ogawa ST10568 ctxA(+),
calle 3: control V. cholerae O1 CDC ctxA (+), calle 4: control V. cholerae O1 ctxA (+) Clasicol14035, calle
5: control V. cholerae no-O1 ctxA (-), M: marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder, calle 6: control
V. cholerae O1 0425 ctxA (+) Clasico , calle 7: V. cholerae O1 Ogawa ST 10568 ctxA (+) El Tor , calle 8:
control V. cholerae 0139 ctxA (+), calle 9: control V. cholerae no-O1 ctxA (-), calle 10: control de reactivo.

Posteriormente, se aplico este protocolo en el Unico aislamiento que resulté positivo para ctxA (+)
tcpA alelo Clasico (+) cepa N° J31W de origen ambiental que resultd portadora de ctxB alelo
Clasico, similar a la cepa control V. cholerae O1 ctxA (+) Clasico 14035 y otros aislamientos de la

coleccién de cultivos V. cholerae ctxA (+) (Fig. N°11.2).
M 1 23 45 6 7 8 9

186pb ctxB —

Figura N°11.2. PCR - MAMA subunidad B de la toxina ctx biotipo Clasico

M: marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder. Calle 1: control V. cholerae O1 108/13 ctxA (+)
(Trinidad y Tobago), calle 2: control V. cholerae no-O1 ctxA (-), calle 3: control V. cholerae O1 El Tor CDC
CtxA(+), calle 4: control V. cholerae 0139 ctxA (+), calle 5: control V. cholerae O1 ctx A (+) 14035 Clasico,
calle 6: V. cholerae O1 Ogawa 521/09 ctxA (+) (Paraguay, 2007), calle 7: V. cholerae O1 Ogawa ctxA (+)
(Chaco, 2005), calle 8: V. cholerae no-O1 J31W ctxA (+), calle 9: V. cholerae O1 ctxA (+) Clasico.
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Entre los aislamientos del brote ocurrido en Salta (11 de origen humano y 9 ambientales), se
determiné que todos fueron negativos para los genes ctxA, tcpA alelo ElI Tor y para los
serogrupos 01/0139. Todos los aislamientos fueron portadores de los genes rtxA, toxR y hlyA
correspondiente a la hemolisina de V. cholerae biotipo ElI Tor. Con respecto al gen tcpl, 4
aislamientos fueron portadoras de dicho gen (tres de origen humano y uno de agua de pozo de
una finca), siendo los mismos aislamientos ademas portadores de los genes aldA (+) e int (+); y
2/4 resultaron tcpA alelo Clasico. Solo 2 aislamientos de origen ambiental resultaron stn (+). Entre
los 13 diferentes serogrupos determinados: los aislamientos de V.cholerae no-O1 asociados a
genes de virulencia tcpl o stn fueron: O37 (tcpl), O49 (tcpl), O2 (tcpl), O14 (stn), O105 (tcpl) y
037 (stn) (Tabla N°8).
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Tabla N°8. Distribucién de factores de virulencia y serogrupos de aislamientos de V. cholerae no-O1 del brote de Salta

Aislamiento Origen Serogrupo Deteccién por PCR de los genes asociados a virulencia

Vc (16S-23S) ctxA tcpA El Tor toxR hlyA Clas/ELTor rtxA stn tcpl
S01272 Humano 094 (+) (-) (-) (+) (+)ElTor ()1 ()| (=)
S034 Humano 037 (+) (-) (-) (+) (+)ElTor ()1 ()| (+)
501285 Humano 048 (+) (-) (-) (+) (+)ElTor | (+) | ()] (-)
S063 Humano ND (+) (-) (-) (+) (+)ElTor | (+) | (-) ] (-)
S097 Humano 08 (+) (-) (-) (+) (+)EITor | (+) | (-) | (-)
S0149* Humano 049 (+) (-) (-) (+) (+)ElTor (+) | ()| (+)
S0207 Humano 048 (+) (-) (-) (+) (+)ElTor (+) | ()| ()
S0219 Humano 0104 (+) (-) (-) (+) (+)EITor | (+) | (-) | (-)
S0283* Humano 049 (+) (-) (-) (+) (+)ElTor | (+) | (-) | (+)
ST20888 Humano ND (+) (-) (-) (+) (+)EITor | (+) | (-)|(-)
S0222 Humano ND (+) (-) (-) (+) (+)ElTor ()1 ()| )
SGBarco Humano 02 (+) (-) (-) (+) (+)ElTor | (+) | (-) | (+)
SO19W Ambiental 048 (+) (-) (-) (+) (+)ElTor (+) | (-) ] (=)
S028W Ambiental 014 (+) (-) (-) (+) (+)EITor | (+) | (+) | (-)
SO30W Ambiental ND (+) (-) (-) (+) (+)ElTor (+) | ()| ()
SO39wW Ambiental 053 (+) (-) (-) (+) (+)ElTor (+) | (-) ] (=)
SO41w Ambiental 027 (+) (-) (-) (+) (+)ElTor (+) | (=) | (=)
SO42W Ambiental 0105 (+) (-) (-) (+) (+)EITor | (+) | (-) |(+)
SO47W Ambiental 037 (+) (-) (-) (+) (+)EITor | (+) | (+)|(-)
SO49W Ambiental 027 (+) (-) (-) (+) (+)ElTor (v) | ()| ()
SO60W Ambiental 04 (+) (-) (-) (+) (+)ElTor (+) | ()| (=)

ND: no determinada; SO283* y SO149*: aislamientos clinicos de un mismo paciente y diferente fecha de aislamiento.
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2.- Ensayo “in vivo” en asa ligada de conejo en una seleccién de aislamientos de

V. cholerae no-O1 por perfil genotipico

En la Tabla N°9 se presentan los resultados de los 30 aislamientos de V. cholerae no-O1
seleccionados para este ensayo: se analizaron cepas con diferentes perfiles genotipicos de

virulencia, procedentes de distintas provincias, de origen humano y ambiental.

Las cepas de V. cholerae no-O1 estudiadas fueron capaces de inducir acumulacion de fluido en
el ensayo de asa ligada de conejo (RIL assay) con valores desde un rango de 0,06 + 0,01 a 1,79
+ 0,56 ml/cm; presentando valores mayores a 0,70 ml/cm; 20 de los 30 aislamientos.

Si bien en este subgrupo de aislamientos se observaron valores en promedio mayores para las
cepas portadoras de tcpl + o stn+, no se encontraron diferencias significativas entre los diferentes
perfiles genéticos identificados (analisis ANOVA-Tukey Kramer realizado por FCQ, Cordoba).

El aislamiento N°J31W ctxA (+) tcpl (+) tcpA alelo Clasico (+) mostré un valor intermedio de FA
de 0,72 ml/cm, en concordancia con el valor intermedio obtenido por ELISA-GM1 para CT,
sugiriendo una baja tasa de produccion de CT por parte de esta cepa, en comparacion a
aislamientos de V. cholerae O1 causantes de colera.

Entre los 30 aislamientos de V. cholerae no-O1, 6 fueron caracterizados como portadores del
sistema de secrecion tipo Il (V2N,) (Gonzélez Fraga, 2010), que mostraron valores variables de
acumulacion de fluido en asa ligada de conejo, entre 0,38 y 1,42 ml/cm (Tabla N°9).

Como se menciond antes, todos los aislamientos fueron ademas productores de hemolisina, que
también podria influir en la acumulacion de fluidos, en la Tabla N°9 se detallan los grados de

hemodlisis en agar sangre (con halo y grado débil + a fuerte +++).
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Tabla N°9 . Caracterizacion del potencial enterotdoxico en una seleccién de aislamientos de V. cholerae no-O1 de Argentina (1992-2003)

Cepa Serogrupo Fecha de Provincia Perfil genotipico por PCR Ensayos fenotipicos
aislamiento (V.cholerae, ctxA, rtxA, toxR, hly, tcp Iy VoN, )  Hemodlisis Asa ligada

(mm) Valor AF (ml/cm) DS

BA312 no-O1 07-03-94 Buenos Aires V. cholerae toxR rtxA hly (ET) stn V>N, 3,9 +++ 1,42 +0,22
BA115018 (Cirillis) O1l11 01-04-02 Buenos Aires V. cholerae toxR rtxA hly (ET,) 3,7 +++ 1,27 +0,27
CF17170 036 02-04-02 Buenos Aires V. cholerae toxR hly (ET) 4.9 +++ 1,65 0,06
Mel338 no-O1 05-06-00 Mendoza V. cholerae rtxAhly (ET) 2Ny 1,23 + 1,01 +0,09
M545 02 11-05-93 Mendoza V. cholerae toxR rtxA hly (ET) 0,43 + 0,40 10,32
ME3 no-O1 20-01-95 Mendoza V. cholerae toxR rtxA hly (ET)tcpl V>N, 0,67 + 0,38 0,18
ME160 no-O1 20-01-95 Mendoza V. cholerae toxR rtxA hly (ET;) tcpl 1,4 + 1,29 0,18
ME11844 no-O1 06-02-96 Mendoza V. cholerae toxR rtxA hly (ET,) tcp | 1,23 + 1,42 +0,35
Pilcomayo (3W) no-O1 17-03-92 Formosa V. cholerae toxR rtxA hly (ET) stn 1,25 + 0,59 10,39
R3 Oo75 12-05-93 Santa Fe V. cholerae toxR rtxA hly (ET;) 4,23 +++ 0,61 0,44
T6189 no-O1 10-12-93 Tucuman V.cholerae hly (ET1) V>N, 4,1 +++ 0,82 +0,58
T347 no-O1 02-01-03 Tucuman V. cholerae toxR rtxA hly (ET) 3,57 +++ 0,10 0,10
J31/W no-O1 12-04-00 Jujuy V. cholerae ctxA toxR rtxA hly (ET) tcpl VoN, 1,96 ++ 0,72 +0,27
ST5162 no-O1 26-11-93 Salta V. cholerae toxR rtxA hly (ET) stn 1,1 + 1,04 10,53
SSM679 no-O1 18-03-94 Salta V. cholerae toxR rtxA hly (ET) 1,63 ++ 0,34 +0,22
ST9969 no-O1 14-02-95 Salta V. cholerae toxR rtxA hly (ET) 1,97 ++ 0,06 0,01
ST1239 no-O1 05-02-96 Salta V. cholerae toxR hly (ET;) 1,76 ++ 0,10 +0,38
SSR536 no-O1 29-12-97 Salta V. cholerae toxR rtxA hly (ET) 4,6 +++ 0,51 10,22
S0O34 037 06-01-00 Salta V. cholerae toxR rtxA hly (ET)tcpl V>N, 1,67 ++ 0,89 0,21
S063 no-O1 07-01-00 Salta V. cholerae toxR rtxA hly (ET) 1,73 ++ 1,07 10,42
S0149 049 24-01-00 Salta V. cholerae toxR rtxA hly (ET) tcpl 1,0 + 1,79 10,43
SO28/W 014 11-02-00 Salta V. cholerae toxR rtxA hly (ET) stn 3,9 +++ 0,8 +0,19
SO47/W 037 11-02-00 Salta V. cholerae toxR rtxA hly (ET) stn 3,3 +++ 1,37 10,14
ST7469 no-O1 14-03-94 Salta V. cholerae toxR rtxA hly (ET) stn 2,0 ++ 1,78 10,38
VC4 no-O1 21-02-92 Coérdoba V. cholerae toxR rtxA hly (ET) ND +++ 1,11 0,18
VC43 no-O1 05-02-93 Cordoba V. cholerae toxR rtxA hly (ET) stn ND ++ 0,91 +0,16
VC44 no-O1 05-02-93 Cérdoba V. cholerae toxR rtxA hly (ET) ND +++ 1,16 10,35
VC52 no-O1 01-03-93 Cordoba V. cholerae toxR rtxA hly (ET) stn ND ++ 0,19 10,23
VC92** no-O1 23-12-93 Cérdoba V. cholerae toxR rtxA hly (ET) tcp ND ++ 1,00 +0,08
VC95** no-0O1 07-01-94 Cordoba V. cholerae toxR rtxA hly (ET) tcp | ND ++ 1,07 +0,51

Cepas aisladas de hemocultivo: CF17170, BA115018, M545.
hly ET: alelo El Tor

hly ET;: compatible con otro alelo El Tor

AF: acumulacion de fluido

ND: No determinada
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Enterotoxicidad de las cepas determinado por el ensayo de asa ligada de conejo: Acumulacién de fluido: AF
(ml/cm) (expresada como el promedio mas la desviacion + estandar de al menos tres diferentes
experimentos). V. cholerae O1 biotype El Tor EP1/151 CT (+) fue usado como control positivo (AF: 2,03 +
0,48), mientras Escherichia coli DH5a fue usado como control negativo (AF: 0,03 + 0,02).

3.- Andlisis de la diversidad genética: aplicacion de PFGE
3.1.- La aplicacion de la técnica de PFGE (Dalsgaard, 1996).

Esto permitié evidenciar una gran diversidad genética entre los aislamientos de V. cholerae
no-O1 procedentes de diferentes regiones de Argentina en un periodo amplio de tiempo (1992-
2003). Se identificaron 161 patrones electroforéticos entre los 170 aislamientos estudiados,
demostrando la gran diversidad genética entre las cepas de V. cholerae no-O1 en estudio. El
anico aislamiento ambiental ctxA (+), J31W, asi como el aislamiento de serogrupo 0139 ST2761

presentaron patrones unicos.

De los 170 aislamientos de origen humano y ambiental s6lo mostraron perfiles electroforéticos

idénticos o muy relacionados los siguientes aislamientos agrupados en “clusters”:

» Dos aislamientos de casos clinicos procedentes de Tucuman con el mismo perfil
electroforético y perfil genotipico V.cholerae toxR, rtxA, hly (Fig.N°12, calles 3 y 4). Estos
casos clinicos podrian haber tenido relacion epidemioldgica, ya que fueron recuperados en la

misma fecha (10-02-97), aungue dicha relacién no fue confirmada.
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Fig. N°12: PFGE con la enzima Notl (protocolo segin Dalsgaard, 1996) de aislamientos de origen
humano de V. cholerae no-O1 procedentes de Tucuman. Calles 1 a 4: aislamientos de origen humano de
V. cholerae no-O1 T6189, T347, T860 y T870. Calle 5: aislamiento de control de V. cholerae O1 de
Argentina ST 10568. M: Marker Lamba Ladder PFGE.
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Dos aislamientos de origen ambiental procedentes del estuario del Rio de La Plata
(serogrupos 096 y 06), recuperados en una misma estacion de muestreo de 1/08/03 y

4/08/03; con el mismo perfil electroforético y perfil genotipico V. cholerae toxR, rtxA, hly.

Dos aislamientos de origen ambiental procedentes de otra estacion del estuario del Rio de La
Plata (serogrupos 052 y O6), aislados el 6/08/03 y 7/08/03, con el mismo perfil electroforético
y perfil genotipico V. cholerae toxR, rtxA, hly.

Dos aislamientos de casos clinicos (VC4 y VC44) procedentes de Cérdoba del afio 1994 con

igual perfil electroforético y perfil genotipico V. cholerae toxR, rtxA, hly.

Dos aislamientos de origen ambiental (agua de canales) procedentes de Cordoba del afio
1992 (VC92 y VC95) con idéntico perfil electroforético y perfil genotipico V. cholerae toxR,
rtxA, hly, tcpl.

Dos aislamientos de origen ambiental (J328W y J325W) (agua de un canal y del Rio Grande
de Tilcara), Jujuy, aislados el 10-02-97 que resultaron de perfil idéntico y otro aislamiento
(J393W) recuperado el 19-02-97 del Rio Grande de Tilcara de perfil relacionado (diferencia de
dos bandas). Los tres aislamientos mostraron el mismo perfil genotipico V. cholerae toxR,
rtxA, hly.

Dos aislamientos de casos clinicos de Mendoza (M160 y M11844) (esporadicos) y uno de
Salta (SO149 del brote investigado en Oran) mostraron dos patrones electroforéticos
altamente relacionados entre si, a pesar de las diferencias en sus fechas de aislamiento
(1995, 1996 y 2000 respectivamente). Estos aislamientos mostraron también idéntico perfil

genotipico V. cholerae toxR, rtxA, hly, tcpl, tcpA alelo Clasico.

Los aislamientos del brote de Salta (Oran, enero / febrero 2000), se analizaron aplicando los

criterios de Tenover de acuerdo al niumero de bandas compartidas entre los perfiles de PFGE.

Se identificaron diferentes patrones electroforéticos de relacion distante entre ellos (mas de 6

bandas de diferencia), salvo dos aislamientos que presentaron idéntico perfil genotipico: V.

cholerae (SO63) y V. cholerae (SO1285, serogrupo 048); y otros dos aislamientos, V.
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cholerae (S0O149 y S0O269, ambos serogrupo 0O49) recuperados estos dos Ultimos de un
mismo paciente en diferentes fechas. Por lo tanto, en concordancia con lo observado a nivel
de diversidad de serogrupos, se descarto la presencia de un brote causado por Unica cepa, y
en cambio se determind que el aumento en el numero de casos fue causado por multiples
cepas con diferentes subtipos genéticos, posiblemente vinculadas a una misma fuente de
infeccion, el agua, segun se postuld en el estudio epidemioldgico. Algunos de los aislamientos
gue resultaron del mismo serogrupo 037 (n=2), 027 (n=2) y 048 (n=3) mostraron diferentes
perfiles genotipicos dentro de un mismo serogrupo.

3.2.- El protocolo estandarizado de PFGE de la Red PulseNet con la primera enzima Sfil.
Se aplicdé a una seleccion de 30 aislamientos de V. cholerae no-O1 que presentaban
distintos perfiles genotipicos asociados a virulencia (2 resultaron no tipables por esta técnica).
En concordancia con los resultados obtenidos anteriormente con el primer protocolo de PFGE
segun Dalsgaard, 1996 se observo diversidad genética entre los 28 aislamientos tipificables.
Sin embargo, algunos  aislamientos fueron agrupados en “clusters” (Fig. N°13): dos
aislamientos V.cholerae toxR, rtxA, hly de origen clinico (VC4 y VC44); dos V.cholerae toxR,
rtxA, hly, tcpl de origen ambiental de Coérdoba (VC92 y VC95); y tres aislamientos V.cholerae
toxR, rtxA, hly, tcpl, tcpA alelo Clasico de origen clinico de Mendoza (M160 y M11844) y Salta
(S0O149). El tnico aislamiento N°J31W portador del gen ctxA+ mostr6 un patrén diferente a los
otros subtipos identificados. Los aislamientos de V. cholerae no-O1 que resultaron positivos
para el gen stn presentaron diferentes patrones electroforéticos entre si, en oposicién a la

relacion genética observada entre los aislamientos tcpl (+).
Los perfiles electroforéticos obtenidos de los aislamientos caracterizados fenogenotipicamente

y ensayados en su potencial enterotoxico, fueron analizados con el software BioNumerics e

ingresados a la Base de Datos Nacional para V. cholerae.
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Figura N°13. Diversidad genética y potencial enterotoxico de aislamientos de V. cholerae no-O1 de
Argentina. Patrones de restriccion por PFGE-Sfil de 28 aislamientos de V. cholerae no-O1 seleccionados
por perfil genotipico. Analizados con BioNumerics Applied Maths versién 4.6. Coeficiente de Dice %

Similitud. Origen H: humano, E: ambiental. AF: acumulacion de fluido.

La similitud genética observada por Sfil-PFGE e identificada anteriormente, fue confirmada

ademas con la segunda enzima Notl para un subgrupo de aislamientos (Fig. N°14).
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Cepa Provincia Origen Afio
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Figura N°14. Dendograma de larelacion genética de aislamientos de V. cholerae no-O1

con la enzima Notl

3.3.- Comparacion en la BDN con los subtipos genéticos ingresados de V. cholerae

La aplicacién del procolo estandarizado de PFGE permiti6 comparar los subtipos genéticos de
los aislamientos estudiados con los correspondientes a otros aislamientos de V. cholerae
ingresados en la BDN, incluyendo cepas de V. cholerae O1. Se observé que los subtipos de los
aislamientos de la seleccion de V. cholerae no-O1 (n=28, de 1992 a 2003), fueron diferentes
(similitud < a 75) a los subtipos genéticos de los aislamientos de V. cholerae O1 de la epidemia
de colera (1992-1998). También mostraron baja similitud con respecto a la variante de Tucuman
de V. cholerae O1 no toxigénico (1994-1995, Pichel et al., 2003) y a otras cepas recientemente
recuperadas en el marco de la vigilancia tales como: V. cholerae O1 ctxA (-) tcpl (+), V. cholerae
0139 (2014) (Moroni y col., 2014) y V. cholerae no-O1 asociadas a brotes (Tucuman, 2007;
Salta, 2008) y esporadicos desde 2003 al 2014. De este andlisis comparativo en la BDN el
aislamiento ambiental J31W de V. cholerae portador de los genes ctx y tcp alelo Clasico, al igual
gue la cepa N°ST 2761 V. cholerae 0139 no toxigénico, mostraron patrones unicos diferentes a
los patrones observados en las cepas epidémicas de los 90'. Los aislamientos esporadicos de V.
cholerae toxR, hlyA, rtxA de hemocultivos (N° 575/13, M545, CF17770, BA115018, 491/14,
308/11) mostraron perfiles electroforéticos por PFGE diferentes entre si y a los ingresados en la
base de subtipos genéticos (Fig. N°15). En la figura 15 se muestra una seleccién de aislamientos
de V. cholerae no-O1 y O1 ingresados en la BDN (2003 al 2014) incluyendo los aislamientos del
presente estudio (1992 al 2003).
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% Similitud PFGE-Sfil Cepa Provincia Origen Afio Patrén PFGE Serog. Gen vir.
R3 Santa Fe Human 1993 ARKZGS12.0016 Non- 01, 0139
S063 Salta Human 2000 ARKZGS12.0075 Non- 01, 0139
SO34 Salta Human 2000 ARKZGS12.0070 Non- O1, 0139
ST7469 Salta Human 2000 ARKZGS12.0073 Non- 01, 0139
'8 VC575/13 Buenos Aires  Human 2013-04-14 ARKZGS12.0117 Non-O1, 0139. %
Vc52 Cérdoba Environm. 1993 ARKZGS12.0002 Non- O1, 0139 stn
CH2507 Chaco Human 1997-07-25 .ARKZGS12.0017 O1 ctx tcps
J18/wW Jujuy Environm. 1992-04-07 .ARKZGS12.0017 O1 ctx teps
SF336 Santa Fe Human  1999-12-17 ARKZGS12.0017 O1 ctx tcps
ST10568  Salta Human  1995-03-08 .ARKZGS12.0017 O1 Ctx teps
ST29161  SantaFe Human _1993-02-02 _ARKZGS12.0017 O1
~ CH2283  Chaco Human  2005-10-01 .ARKZGS12.0018 O1 ctx teps
VC182/14 Tucuman Human 2014-01-26 .ARKZGS12.0110 O1 tepl
VC188/14 Tucuman Human  2014-01-27 .ARKZGS12.0111 O1 tepl
Mel11844 Mendoza Human 1996 .ARKZGS12.0025 Non-O1, 0139 tcpl
Mel60 Mendoza Human 1995 .ARKZGS12.0025 Non-O1, 0139 tcpl
S0149 Salta Human 2000 .ARKZGS12.0027 049 tepl
Vc92 Cordoba Environm. 1992 .ARKZGS12.0011 Non- 01, 0139 tcpl
Vc95 Cordoba Environm. 1992 .ARKZGS12.0011 Non- O1, 0139 tcpl
VC849/07 Tucuman Human 2007 ARKZGS12.0012 Non- O1, 0139 ctx tcpl
J3uw Jujuy Environm. 2000 .ARKZGS12.0091 Non- O1, 0139 ctx tcpl
SO47/W  Salta Environm. 2000 .ARKZGS12.0015 037 stn
VC707/14 Chaco Environm. 2012 .ARKZGS12.0132 Non-0O1, 0139 stn
Me3 Mendoza Human 1995 ARKZGS12.0044 Non-0O1, 0139 tcpl
S028W Salta Environm. 2000 ARKZGS12.0028 014 stn
T557 Tucuman Human  2003-01-10 ARKZGS12.0007 Non- O1, 0139
| Vc2037/07 Tucuman Human 2007 ARKZGS12.0009 Non-O1, 0139
M545 Mendoza Human 1994 ARKZGS12.0058 Non-01, 0139 *
SSM679  Salta Human 1994 ARKZGS12.0056 Non- O1, 0139
1 T610 Tucuman Human 1994-01-22 .ARKZGS12.0041 O1
T777 Tucuman Human  1994-01-28 .ARKZGS12.0042 O1
VC591/14  Jujuy Human 2014 ARKZGS12.0124 O1
L || Vc536/08  Santa Fe Human  2008-04-05 .ARKZGS12.0036 Non- O1, 0139
Vc600/08 Santa Fe Human 2008-04-11 .ARKZGS12.0036 Non- O1, 0139
Vc601/08  Santa Fe Human  2008-04-04 .ARKZGS12.0036 Non- O1, 0139
I Mel1338 Mendoza Human 2000 ARKZGS12.0052 Non-01, 0139
ST9969 Salta Human 1995 ARKZGS12.0046 Non- 01, 0139
VC465/11 Buenos Aires  Human 2011-02-21 .ARKZGS12.0102 Non-O1, 0139.
> Vcd Cérdoba Human 1994 .ARKZGS12.0049 Non- 01, 0139
Vcda Cordoba Human 1994 .ARKZ(GS12.0049 Non- 01, 0139
L BA312 Buenos Aires  Human 1994 .ARKZGS12.0050 Non- 01, 0139
N Vc2039/07 Tucuman Human 2007-11 .ARKZ(GS12.0060 Non- 01, 0139
7_ | Vc2045/07 Tucuman Human  2007-11 .ARKZGS12.0060 Non- 01, 0139 }
[T CF17170  Buenos Aires Human 2002 ARKZGS12.0010 036 *
Il | ssRs3s  sata Human 1997 ARKZGS12.0066 Non- O1, 0139
T6189 Tucuman Human 1993 ARKZGS12.0067 Non- O1, 0139
Pilcomayo Formosa Environm. 1992 ARKZGS12.0053 Non- 01, 0139 stn
_|: ST12139  Salta Human 1996 ARKZGS12.0033 Non- 01, 0139
ST2761 Salta Human 1993 .ARKZGS12.0094 0139
VC308/11 Buenos Aires Human 2011-02-02 .ARKZGS12.0090 Non-O1, 0139 *
VC491/14 Buenos Aires Human 2014-02-26 ARKZGS12.0121 Non-O1, 0139 *
VC181/14 Tucuman Human  2014-01-23 .ARKZGS12.0114 0139
VC183/14 Tucuman Human 2014-01-24 .ARKZGS12.0113 Non-O1, 0139
Vc2038/07 Tucuman Human 2007-11 ARKZGS12.0004 Non- O1, 0139
BA115018 Buenos Aires Human 2002 ARKZGS12.0071 0111 *

Figura N°15. Dendograma de relacién genética de una seleccién de aislamientos de
V. cholerae de la BDN (237 aislamientos; enzima Sfil: 218 patrones), coef. Dice.
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| | Aislamientos V. cholerae O1 CT (-) referidos como variante Tucuman, 1994,
[ ] Aislamientos V. cholerae O1 CT, TCP (+) de brotes epidémicos, 1992 al 1999.
Aislamientos V. cholerae O1 CT (-), TCP (+) de Tucuméan, 2014.
* Aislamientos V. cholerae no-O1 de hemocultivo (bacteriemia, HIV, cirrosis y suboclusién intestinal),
de 1994, 2002, 2011, 2013 y 2014.
Llave verde: aislamientos de V. cholerae no-O1 incluidos en un brote detectado en Santa Fe de una
institucion de salud en el afio 2008, y en otro brote, comunitario, en Tucuman, 2007.

Serog.: serogrupo. Gen vir.: gen de virulencia por PCR.

V.- DISCUSION Y CONCLUSIONES

Si bien V. cholerae no-O1 ha sido reconocido como un agente etiologico de gastroenteritis e
infecciones extraintestinales (Janda et al, 1988, Morris et al., 1994; Daniels et al., 2000), su
capacidad y/6 potencial patogénico no han sido completamente estudiados ni definidos en cuanto
a sus mecanismos de virulencia como en los serogrupos de V. cholerae productores de toxina de
célera (Colwell et al., 1996). En 1992, la emergencia de V. cholerae 0139 en Bangladesh, India
(Reeves, 1998), destaco la necesidad de la vigilancia de otros serogrupos de V. cholerae ademas
del O1.

En nuestro pais, la recuperacion de V. cholerae no-O1 como parte de la vigilancia intensiva en
el contexto de los brotes epidémicos de cllera (1992-1998) planteé la necesidad de investigar el
rol patogénico de estos serogrupos. En este trabajo se implementaron técnicas de caracterizacion
fenogenotipica que incluyeron ademas de la deteccion de los genes asociados a collera
epidémico ctxA y/o tcpA, otros genes de virulencia como hly, toxR, rtxA, stn, tcpl que habian sido
descriptos en estudios internacionales (Rivera et al., 2001, 2003; Chatterjee et al., 2009) y a nivel
nacional (Gonzélez Fraga et al., 2009). Por otra parte, la evidencia de transferencia de elementos
geneéticos moviles entre cepas de V. cholerae (Karaolis et al. 1998), junto al conocimiento del
ambiente acuéatico como medio natural del microorganismo, llevé a incluir en la investigacion a la
par de aislamientos de casos clinicos, aislamientos ambientales como posibles reservorios de
genes asociados a virulencia con potencial patogénico (Gonzéalez Fraga et al., 2007; Rivera et al.,
2001).

Diversos estudios de diversidad genética han sido focalizados principalmente en cepas
epidémicas de V. cholerae 01/0139 (Sharma et al., 1998; Faruque et al., 1994; 2003, Pichel et

al., 2003). En este trabajo el andlisis de la subtipificacion molecular de aislamientos de
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V. cholerae no-O1 de casos de gastroenteritis, sepsis e inclusive asociados a brote permitié
determinar la relacion genética entre estas cepas circulantes en Argentina, contribuyendo a la
vigilancia epidemiologica de este microorganismo. Ademas, la aplicacion de un protocolo
estandarizado en el marco de la Red PulseNet (Cooper et al.,, 2006) permitié el ingreso de
subtipos circulantes de V. cholerae no-O1 desde 1992 a la Base de Datos Nacional para subtipos
de V. cholerae (Moroni y col., 2014) y la comparacion con los subtipos de V. cholerae O1
asociados a brotes epidémicos (1992-1998) y de otros aislamientos de V. cholerae no-O1

recuperados recientemente en el marco de la vigilancia.

La caracterizacion de los perfiles genéticos de virulencia asociados a los aislamientos de
V. cholerae no-O1 recuperados en un amplio periodo de tiempo en nuestro pais facilito el disefio

de un flujograma de aplicacién diagnéstica en el marco de la Red Nacional de Diarreas (Anexo
Fig. 1y II).

= Entre las herramientas moleculares implementadas para el diagndstico de V. cholerae,

se destaca:

La aplicacion de la reacciéon de PCR-Mdltiple para identificar la presencia de los genes: ctxA,
tcpA alelo ElTor y region intergénica especifica 16S-23S rRNA de V.cholerae permitié confirmar
la identidad de los aislamientos estudiados y estudiar la presencia de los factores de virulencia
asociados a célera epidémico: toxina CT y factor de colonizacion TCP El Tor en forma rapida y
especifica. Esta técnica molecular fue transferida a los laboratorios de la Red Nacional de célera
y diarreas bacterianas para la identificacion y caracterizacion de aislamientos de V. cholerae en el
marco de la vigilancia de este enteropatégeno.

Se determind una buena correlacion entre las dos técnicas empleadas para identificar los
serogrupos O1 y 0139 (aglutinacion en placa y PCR), salvo en algunas cepas rugosas con
caracteristicas autoaglutinantes en las cuales la reaccion de PCR fue la que permitio definir el
serogrupo. Por lo tanto, esta reaccion de PCR Mdltiple también constituye un importante aporte,
para la identificacién rapida de los serogrupos O1 y 0139. Estudios realizados en Tailandia
durante los brotes epidémicos aplicaron técnicas basadas en PCR a los fines de un diagndstico
diferencial rapido de serogrupos 01/0139 de los no-O1 no-0O139 (Bhumiratana A et al., 2014).
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El perfil genotipico prevalente determinado por PCR en el estudio de V. cholerae no-O1,

CtxA (-), tcpA alelo El Tor (-), toxR (+), hlyA EIl Tor (+), rtxA (+), diferente al que presentan las
cepas epidémicas de V. cholerae O1, portadoras de ctxA y tcpA, concuerda con lo observado en
cepas de V. cholerae no-Ol1 de otras regiones y sugiere el posible rol de factores como la
hemolisinay la citotoxina RTX en la patogénesis de V. cholerae no-O1.

La actividad enterotoxica de la hemolisina alelo El Tor ha sido demostrada en varios modelos
de animales (Mahendra et al., 2003), como también la actividad de apoptosis a nivel celular (Saka
et al., 2008). La variabilidad observada en cuanto a la deteccion del fragmento de 738 kb
correspondiente al gen hlyA de la hemolisina El Tor sugiere que existen diferencias en la
secuencia de este gen entre distintos aislamientos de V. cholerae no-O1. Esta informacién podria
ser util para la identificacion de “subtipos” portadores de distintas secuencias (futuro desarrollo de
técnicas de PCR-RFLP o PCR-secuenciacidén), como caracterizacion complementaria en estudios
de epidemiologia molecular. Hubo correlacion entre la presencia del gen hlyA y la deteccién de
actividad hemolitica, aun en las cepas portadoras de distintos alelos, sugiriendo que existe
expresion fenotipica de este gen, més alla de la diferencia entre los alelos.

Por otra parte, la actividad citotoxica de la toxina RTX, codificada por el gen rtxA, ha sido
demostrada sobre células en cultivo (Lin et al., 1999), y dicha toxina pertenece a la familia de
toxinas (RTX) implicada también en la patogénesis de otros organismos Gram (-) como E. coli

enteropatogénica (Fullner et al., 2000).

En general, no se observaron diferencias en la distribucién de genes asociados a virulencia en
aislamientos de V. cholerae no-O1 de origen humano é ambiental, sugiriendo que el ambiente
acuatico constituye un verdadero reservorio de cepas con capacidad patogénica
(Costagliola y col., 2000; Rivera et al. 2001, G. Fraga et al.,, 2007); las cuales dadas las

condiciones adecuadas, son capaces de diseminarse y causar enfermedad en el hombre.

El gen stn/o, que codifica una toxina termoestable postulada como un importante factor de
virulencia de V. cholerae no-O1 (Sarkar et al., 2002), fue encontrado soélo en 5,9% de los

aislamientos estudiados, con mayor frecuencia en cepas de origen ambiental.
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La aplicacion de PCR para deteccion del gen tcpl, regulador de la sintesis del factor de
colonizacion TCP, fue un importante aporte, ya que se han descripto nuevas variantes del gen
estructural del operon tcpA (Nandi et al., 2000; Sarkar et al., 2002), que no son posibles de
detectar con los “primers” para tcpA alelo EITor/Clasico. Por esta razon, se incluy6 en el estudio
el gen tcpl y otros dos genes como marcadores de la isla de patogenicidad VPI: aldA e int. Dado
gue el factor de colonizacion TCP codificado en dicha isla, funciona como receptor para el fago
CTX¢ (portador del gen para la toxina de célera CT), es de gran relevancia la identificacion de

estas cepas potencialmente epidémicas, que podrian adquirir dicho fago.

Dos hallazgos demostraron la transferencia horizontal de genes implicados en la virulencia
de V. cholerae O1 epidémico a los aislamientos de V. cholerae no-O1: la identificacion de un
aislamiento de V. cholerae no-O1 ctxA (+) de origen ambiental y la deteccion de diez aislamientos
(5,9%) (seis humanos y cuatro ambientales) portadores de los genes correspondientes a la isla
VPI: tcpl, aldA e int. Cabe destacar que estos Ultimos genes se encontraron en algunos casos
esporadicos, pero también asociados a aislamientos recuperados durante un brote de
gastroenteritis detectado en Oran, Salta (tres de casos clinicos y una ambiental). Esto sugiere
que la adquisicion de estos factores de virulencia podria haber aumentado la capacidad
patogénica y/o de persistencia/transmision de estos aislamientos. La identificacion de
aislamientos de origen ambiental V. cholerae no-Ol1l toxigénicos (ctxA+) con factor de
colonizacion de la isla de patogenicidad VPI-1 como la cepa J31W también ha sido descripta en
otras regiones, destacando el potencial patégenico de ciertas cepas V. cholerae no-Ol1 que
deben estar bajo vigilancia (Ceccarelli et al.,2015; Chatterjee et al., 2009).

Ademas, la presencia del gen tcpA alelo Clasico en algunos aislamientos tcpl (+) (5/10), entre
los que se evidencié ademas relacion genética (en 3/5); estaria indicando la presencia en nuestro
pais de nuevos subtipos de V. cholerae portadores de alelos de tcp diferentes del factor de
colonizacion TCP alelo El Tor que habia sido identificado durante la epidemia de coélera de los
afios 90°. Estos subtipos podrian dar origen a nuevas cepas de V. cholerae no-O1 con potencial

patogénico/epidémico, a través de la adquisicion de genes adicionales de virulencia.

Por otra parte, ante la emergencia de nuevas variantes de V. cholerae en la Region de
América, como la observada en Haiti en 2010 (OMS, 2010; Ali et al., 2011, Hasan et al, 2012) la

incorporacion de nuevas técnicas moleculares, cuya secuencia blanco permite la diferenciaciéon
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de la subunidad B de ctx biotipo El Tor/Clasico (Morita et al., 2008) y tcpA alelo El Tor/Clasico
permiti6 una caracterizacion completa y deteccién de nuevos perfiles genotipicos en algunos
aislamientos de V. cholerae no-O1 ctxA y/o tcp (+) circulando en el periodo de estudio en
Argentina. Este protocolo ha sido incorporado a las técnicas utilizadas en el LNR y puede ser
transferido, al igual que los deméas ensayos de PCR, a la RND y PTA, como también a otros

laboratorios que lo requieran.

Por otra parte, el grupo de aislamientos seleccionados por perfil genotipico fueron capaces de
inducir acumulacion de fluido en el ensayo de asa ligada de conejo (CIBIFI, FCQ, Cordoba)
en un amplio rango de valores inclusive con un mismo perfil genotipico, indicando que otros
factores o combinacién de factores de virulencia distintos que CT, como también variables
asociadas a la expresion fenotipica de los genes estudiados, pueden ser responsables de las
propiedades de virulencia de V. cholerae no-O1, llevando a sintomas de diarrea severa “cholera-
like” en humanos. Si bien se observaron los valores mas altos para los aislamientos portadores
principalmente de los genes tcpl o stn, no hubo diferencias significativas con respecto a un perfil

genotipico determinado.

En relaciéon al estudio de diversidad genética, el andlisis por PFGE aplicado a 170
aislamientos de V. cholerae no-O1 tanto de origen humano como ambiental, permitié establecer
la gran diversidad genética de los aislamientos circulantes en el pais. El alto poder
discriminatorio del PFGE hace que sea una técnica ideal para estudios de epidemiologia local,
incluyendo la investigacion de brotes. Ademas, los perfiles determinados en ese periodo de
estudio con el protocolo estandarizado en el marco de PulseNet permitieron el ingreso de los
subtipos circulantes identificados a la Base Nacional de Subtipos Genéticos de V. cholerae,
haciendo posible la comparacion con los subtipos detectados recientemente de aislamientos
esporadicos de gastroenteritis, infecciones extra-intestinales y cepas recuperadas en el contexto
de brotes . Actualmente la aplicacién de esta herramienta molecular que establece relaciones
geneéticas se realiza como parte de la vigilancia epidemiolégica de este microorganismo, para
todos los aislamientos de V. cholerae recibidos en el LNR. En el estudio del brote de
gastroenteritis ocurrido en Oran, Salta, al aplicar PFGE se demostrd gran diversidad entre los
aislamientos, pertenecientes a trece diversos serogrupos. Asi, el estudio de subtipificacion
molecular demostré el origen policlonal del brote. Asimismo, se han observado casos
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similares en otros paises, como Peru (Dalsgaard A, Albert MJ et al., 1995) donde se registrdé un
brote de diarrea a causa de V.cholerae no-O1 CT (-), NAG-ST (-), causado por siete serogrupos
diferentes y en Tailandia (Dalsgaard A, Serichantalergs O et al., 1995), donde también se hallaron
diferentes serogrupos entre las cepas de V. cholerae no-O1 como agente causal de diarrea

esporadica y brotes.

Entre los aislamientos de V. cholerae no-O1 que fueron seroagrupados por Shimada, no se
determiné correlacién entre serogrupo y perfil electroforético por PFGE o perfil genotipico,
lo cual sugiere la posible transferencia y/o re-arreglos de los genes implicados en la sintesis del
antigeno somatico O entre distintos aislamientos. Esta teoria ya ha sido demostrada para algunos
serogrupos de Vibrio cholerae, incluyendo la emergencia de V. cholerae 0139 epidémico a partir
de V. cholerae O1 El Tor (Singh et al., 2001; Li et al., 2002).

Al comparar en la BDN, si bien los aislamientos de V. cholerae no-O1 resultaron diferentes a
los subtipos genéticos correspondientes a la cepa epidémica de los 90, seria de interés
profundizar la caracterizacion de los subtipos mas cercanos a los de V. cholerae O1 epidémico,
como también de los aislamientos portadores de los genes ctx y tcpl, mediante la aplicacion de
técnicas que empleen secuencias conservadas como blanco, como el “Multilocus Sequence
Typing” (MLST) (Gonzalez Fraga, Tesis doctoral, 2010) o el andlisis de secuenciacion gendmica,
a fin de investigar la posible relaciéon filogenética y evolucion de clones circulantes en el pais
entre si y con respecto a otras regiones (Mutreja et al., 2011).

En resumen, todos los hallazgos obtenidos durante el estudio sefialan la importancia de
implementar una continua y sistematica vigilancia de Vibrio cholerae no-O1 en Argentina, que
contemple la identificacion y caracterizacion de aislamientos clinicos, como también el monitoreo

de las cepas en el ambiente, a fin de detectar aislamientos con potencial patogénico y epidémico.
= Entre los aportes de la investigacion de V. cholerae no-O1 se destacan:
Este estudio de caracterizacion genotipica de Vibrio cholerae, sumado a la experiencia del
laboratorio en la aplicacién de técnicas moleculares estandarizadas permitio el disefio de un

flujograma diagnoéstico para la vigilancia de V. cholerae en el marco de la RND y PTA, con la
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aplicacion de PCR como método transferible y rapido, complementario de la caracterizacion

fenotipica, a los fines de un diagndstico oportuno (Anexo).

Los protocolos de PCR descriptos en este estudio para V. cholerae, ctxA, tcpA El Tor, stn, tcpl
y serogrupos 01/0139 fueron transferidos en el Taller de “Fortalecimiento de la vigilancia
laboratorial de Vibrio cholerae” realizado en Buenos Aires, en marzo de 2011, teniendo en cuenta
la emergencia por V. cholerae Ol1 en la Region (brote de Haiti, 2010) y se continu6 el
fortalecimiento en capacitacion para la vigilancia en los Talleres integrados de Redes de

Laboratorios realizados en mayo 2013, Buenos Aires.

Se identificaron los perfiles genéticos de virulencia de aislamientos de V. cholerae no-O1 de

origen humano y ambiental circulantes en Argentina

Se determiné la diversidad genética de aislamientos de V. cholerae no-O1 de origen clinico y
del ambiente acuatico y se incluyeron los subtipos identificados en la Base de Datos Nacional de

subtipos genéticos de V. cholerae para referencia en la vigilancia y futuros estudios de brotes.

Este trabajo constituye un amplio estudio de caracterizacion de Vibrio cholerae no-O1 en
Argentina. Los resultados obtenidos han permitido significativos avances en el conocimiento de
este patdgeno, agente causal de diarrea en nifios y adultos y asociado a infecciones extra-
intestinales en inmunocomprometidos y pacientes con enfermedad de base en nuestro pais.
Ademas estos resultados han aportado herramientas esenciales que se aplican actualmente en el

diagndstico y la vigilancia de este microorganismo.
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VI.- Resumen

V. cholerae no-O1 ha sido asociado con casos esporadicos de diarrea y con infecciones
invasivas (Morris et al., 1990, 1994), y ha sido reconocido en reservorios ambientales (Colwell et
al., 2006). Sin embargo, la capacidad y el rol patogénico de V. cholerae no-O1 no esta tan
estudiada e investigada como la asociacion de V. cholerae a célera epidémico y a los serogrupos
01/0139. La emergencia de una nueva cepa V. cholerae no-O1 con caracteristicas epidémicas
en India, serogrupo 0139 en 1992; destaco la necesidad de la vigilancia de otros serogrupos de
V. cholerae. En este estudio el objetivo fue caracterizar feno-genotipicamente y establecer la
diversidad genética de cepas de Vibrio cholerae no-O1 de origen humano y ambiental circulantes
en Argentina en un periodo amplio de tiempo (1992 — 2003) a los fines de identificar perfiles
genéticos de este microorganismo con potencial patogénico.

De un total de 1302 aislamientos remitidos al Laboratorio Nacional de Referencia (LNR) desde
la implementacion de la vigilancia activa del colera en 1992 hasta el afio 2003, se seleccionaron
170 aislamientos de V. cholerae no-O1. Entre ellos, se estudiaron para determinar la distribucién
de genes asociados a factores de virulencia 111 de casos clinicos y 59 de origen ambiental
procedentes de diferentes regiones de Argentina, incluyendo 20 aislamientos correspondientes a
un brote ocurrido en Salta en el afio 2000. La caracterizacion genotipica fue realizada a través de
la implementacién de protocolos de PCR descriptos para la identificacion de los genes ctxA
(toxina de cdlera), tcpA (factor de colonizacion TCP alelo ElTor/Clasico), toxR (gen regulador),
rtxA (citotoxina), hly (hemolisina), tcpl, y stn (toxina termoestable). En una seleccién de 30
aislamientos que presentaron diferentes perfiles genotipicos se estudié la enterotoxicidad
mediante un ensayo de acumulacion de fluido en asa ligada de conejo (colaboracién con CIBICI,
FCQ, Universidad Nacional de Codrdoba). Finalmente, se realizé6 un estudio de diversidad
genética de los 170 aislamientos por electroforesis en campo pulsado (PFGE) segun Dalsgaard
et al., 1996 y en la misma seleccion de aislamientos ensayada para enterotoxicidad se aplico el
protocolo estandarizado de PFGE de la Red PulseNet Internacional. Casi la totalidad de los
aislamientos estudiados fueron V. cholerae no-O1, excepto un aislamiento de V. cholerae O139;
y resultaron negativos para los factores de virulencia asociados a colera epidémico CT y/o TCP,
excepto un aislamiento de origen ambiental portador de los genes ctxA y tcpl. Entre los perfiles
genéticos determinados por PCR, V. cholerae no-O1 portador de los genes hlyA, toxR y rtxA
resultdé el mas prevalente con una frecuencia del 82,9%. Otros perfiles genotipicos identificados
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en menor frecuencia, presentaron la combinacién de la hemolisina (hlyA) con otros factores de
virulencia, tales como ctxA, tcpl y/o stn entre un rango de 0,60% al 5,9% vy distribuido en
aislamientos de origen humano y del ambiente. Result6é de interés el hallazgo de un aislamiento
V. cholerae no-O1 ambiental ctxA tcpA alelo Clasico, tcpl; un aislamiento V. cholerae O139 de un
caso clinico toxR, rtxA, hly; y cinco aislamientos portadores de tcpA alelo Clasico entre diez
cepas V. cholerae tcpl positivas. En general no hubo grandes diferencias en los perfiles
genéticos determinados en aislamientos de origen humano como ambiental, sefialando el

ambiente como reservorio de cepas con potencial patogénico.

Las cepas analizadas en el ensayo de enterotoxicidad fueron capaces de inducir acumulacién
de fluidos en un amplio rango de valores inclusive con un mismo perfil genotipico, indicando que
una combinacion de factores de virulencia u otras variables relacionadas con la expresion
fenotipica intervienen en las propiedades de virulencia de V. cholerae no-O1. El estudio de
subtipificacibn molecular demostré la gran diversidad genética de los aislamientos de origen
clinico y ambiental, salvo algunas excepciones que presentaron un mismo perfil genotipico. Entre
ellos se identificaron 7 grupos o “clusters” incluyendo 2 a 3 aislamientos cada uno, de casos
clinicos y reservorios ambientales (rios, estuarios, canales) de varias provincias: 6/7 procedentes
del mismo lugar y relacionados temporalmente dentro de cada grupo. En 1/7 se identific6 un
subtipo genético que incluyd aislamientos de diferentes provincias y afio asociado al perfil
genético de V. cholerae no-O1 toxR, rtxA, hly, tcpl. Ademas, la aplicacion de PFGE demostr6 el
origen policlonal del brote de Salta asociado a 13 diferentes serogrupos de V. cholerae, que
presentaron 18 perfiles de PFGE distintos. Los subtipos circulantes obtenidos por el protocolo
estandarizado de la Red PulseNet fueron ingresados a la Base Nacional de subtipos de V.
cholerae, resultando diferentes a las cepas epidémicas de V. cholerae O1 de la década del 90°.

La identificacion de los perfiles genéticos de virulencia circulantes en el pais permitio el
disefio de un flujograma diagndstico que fue transferido en el marco de la Red Nacional de
Diarreas. Este trabajo permitié la aplicacion de herramientas moleculares para el diagndstico,

caracterizacion y vigilancia de V. cholerae no-O1 en el pais.
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VIlI.- ANEXO

Figura I. Flujograma de notificacion de casos de V. cholerae modulo laboratorial SIVILA del

Ministerio Salud de La Nacién (MSN).

Segun Guia para el Equipo de Salud. Plan de Abordaje Integral de la Enfermedad Diarreica
Aguda y Plan de Contingencia de Coélera. Direccion de Epidemiologia. MSN. Buenos Aires, 2011.
http://www.msal.gob.ar/images/stories/epidemiologia/pdf/quia-abordaje-colera.
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Los laboratorios participantes del SIVILA-SNVS, segun el flujograma de notificacion de caso
deben llenar la ficha individual y derivar el aislamiento de V. cholerae al LNR para confirmacion y

caracterizacion.
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Figura Il. Flujograma diagndéstico para aislamiento de V. cholerae de muestra de materia

fecal segun LNR.
Taller Fortalecimiento de la Vigilancia Laboratorial de Vibrio cholerae. Buenos Aires, 2011

Talleres integrados de Redes de Laboratorios realizados en mayo 2013, Buenos Aires.
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