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I. Introducción 

 

1.- Género Vibrio spp., especie Vibrio cholerae: Taxonomía y antecedentes históricos. 

 

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

 géneros por sus propiedades bioquímicas y estudios genéticos. Especies patogénicas para el 

humano han sido descriptas e incluídas 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 taxonomía de Vibrio spp. acordó la definición 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, aeróbicos y 

facultativos anaerobios, móviles por la presencia de flagelos en medios líquidos ó sólidos. La 

mayoría de las especies son oxidasa positiva (excepto V. metschnikovii), fermentan glucosa con 

producción de ácido pero no gas. Su crecimiento se ve estimulado por la presencia de sodio (2 al 

3%) y muchas especies son halofílicas; 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 aminoácidos (Farmer 

III 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 tamaño, entre 3 y 4 Mb, que contiene la mayoría de los genes necesarios para el 

crecimiento y otro pequeño de tamaño más variable (0.8 – 2.4 Mb), portador de genes que 

codifican para la adaptación a determinados nichos ambientales (Iida y Kurokawa, 2006). 

  Entre las especies patogénicas, V. cholerae y V. mimicus, pueden crecer sin la adición de 

cloruro de sodio al medio de cultivo, pero difieren en su crecimiento en medios con sacarosa 

(Manual de Procedimientos Aislamiento, Identificación, Caracterización 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 bioquímicas pueden ser clasificadas las especies de V. cholerae y 

diferenciarse de otros organismos fenotípicamente similares tales como Plesiomonas y 
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Aeromonas también aislados de especímenes clínicos (Abbott SL, 2011; Manual de 

Procedimientos Aislamiento, Identificación, Caracterización 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 móvil; y en 1883 por Robert Koch, quien puso en 

evidencia en Egipto, en la India y Tolón (Francia), la multiplicación del “bacilo comma” durante la 

epidemia de cólera. La subcomisión para la taxonomía de Vibrio agrupó bajo el mismo nombre de 

Vibrio cholerae cepas fenotípicamente similares pero distintas en cuanto a su poder patogénico y 

potencial epidémico como V.cholerae serogrupo O1 y cepas pertenecientes a otros antígenos 

somáticos O (Dodin et al., 1992), nomenclatura que aún sigue vigente. 

 V. cholerae serogrupo O1 se ha aislado en un contexto clínico característico y ha sido asociado 

como agente bacteriano a una severa enfermedad diarreica, conocida desde épocas remotas, e 

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

 

 

 

 Morfología de Vibrio cholerae. Microscopía de “Centers for Disease Control and Prevention" 

(CDC) Dr William A. Clark. 

 

 El cólera se ha presentado como una enfermedad epidémica desde la antigüedad y las 

manifestaciones clínicas de la infección varían desde una infección asintomática hasta diarrea 

severa con deshidratación. La patología en su forma más grave se caracteriza por una profusa 
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diarrea acuosa, vómitos y deshidratación con gran pérdida de sales y agua; y sin tratamiento 

podría terminar con un desenlace fatal. Estas manifestaciones clínicas fueron atribuídas a la 

presencia de la toxina de cólera (CT por la sigla en inglés “cholera toxin”) en V. cholerae, que fue 

demostrada en 1959 por científicos de la India (De SN, 1959). En 1987 se identificó un factor de 

virulencia adicional, implicado en la adherencia de V. cholerae a células intestinales que se 

denominó “toxin coregulated pilus” (TCP) (Taylor et al., 1987). El espectro de enfermedad de 

cólera en areas endémicas incluye infección asintomática (75%), intermedia a moderada (entre 

18% al 5%) y la forma más severa (2%). Las personas infectadas que no presentan síntomas 

pueden excretar vibrios en sus heces durante 7 a 14 días, siendo un punto a considerar en la 

diseminación de la enfermedad. (Manual de procedimientos. Detección de patógenos asociados a 

Enfermedad Diarreica Aguda, incluyendo Vibrio cholerae, 2011). 

 

  Los aislamientos de V. cholerae no-O1 han sido asociado con casos esporádicos de diarrea y 

con infecciones invasivas (Morris et al., 1990, 1994; Janda et al., 1988); y han sido reconocidos 

en reservorios ampliamente distribuídos en el medio ambiente acuático (Colwell et al., 2006). 

Durante algunos años se cuestionó el potencial patogénico de V. cholerae no-O1, pero hoy 

existen evidencias de que estas cepas, aisladas tanto en el sudeste asiático donde el cólera ha 

sido endémico durante siglos como en areas no endémicas, poseen codificación genética para 

diferentes factores de virulencia. Según datos del CDC, en los últimos años se ha incrementado 

el número 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 comúnmente 

observadas en muestras clínicas de casos notificados en EEUU (Janda et al., 1988). 

   De acuerdo a las características del lipopolisacárido O presente en la membrana externa, V. 

cholerae se puede clasificar en más de 206 serogrupos o serovares (Yamai et al., 1997). El 

serogrupo O1 de V. cholerae que se diferencia en biotipo Clásico y El Tor; por sus características 

feno-genotípicas; ha sido el responsable de las siete pandemias de cólera ocurridas hasta el 

presente y hasta el año 1992 se creía que sólo las cepas de este serogrupo podían causar brotes 

epidémicos y diseminación pandémica. Sin embargo, en octubre de 1992 comenzó en India, 

Bangladesh un brote de cólera causado por una cepa perteneciente a un serogrupo desconocido 

hasta ese momento, que luego se denominó O139, constituyéndose en el paradigma de una 

enfermedad emergente ya que se trató de un “nuevo” agente etiológico de cólera. Más tarde, se 

demostró que esta cepa denominada V. cholerae O139 Bengal resultó una variante del clon de la 
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séptima pandemia con un cambio a nivel del antígeno somático O (Reeves, 1998). Por otra parte, 

hay evidencias de cepas de los serogrupos O1 y O139 que no poseen la toxina CT aislados del 

ambiente y que fueron aislados de casos de diarrea en nuestro país y a nivel mundial (Pichel et 

al., 2003; Coelho et al., 1995; Dalsgaard et al., 1996; Faruque et al., 2000; Pang et al., 2007).  

 Además de la emergencia del O139, otros serogrupos no-O1, no-O139 de V. cholerae fueron 

asociados a casos de cólera como el serogrupo O37 que provocó un brote en Sudán en 1968 

(Zinnaka y Carpenter, 1972) y los aislamientos del serogrupo O141 que se han aislados 

repetidamente en los EEUU a partir de 1984 asociados a casos de cólera (Crump et al., 2003). 

En contraste con V. cholerae O1, la mayoría de los aislamientos de V. cholerae no-O1 de origen 

clínico 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 afección pulmonar, de oído y del tracto urinario (3%) (Daniels et al., 

2000). 

 

 2.- Mecanismos de patogénesis de Vibrio cholerae 

  

  El estudio de la distribución de los distintos genes asociados a virulencia en cepas de V. 

cholerae permite evaluar el potencial patogénico de las mismas. La mayoría de los aislamientos 

de V. cholerae no-O1 presentan otros mecanismos enterotoxigénicos diferentes a los asociados a 

cólera epidémico. A excepción de la emergencia de V. cholerae O139 en el continente asiático se 

ha reportado un bajo porcentaje de aislamientos V. cholerae no-O1 portadores de genes de la 

toxina CT y del factor de colonización 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 O1/O139, con fines diferenciales en el diagnóstico y para determinar el 

potencial patogénico.  

  La toxina CT está codificada en un fago filamentoso y lisogénico llamado CTXΦ (Waldor y 

Mekalanos, 1996) que posee una estructura de transposón que se denominó el “cassette de 

virulencia” de V. cholerae compuesto por una región central de 4,5 kb y una o varias copias de 

una región regulatoria del fago RS. La región 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 

que se delecionaron los genes que codifican para esta toxina, mostraron que estas mutantes 

podían aún causar diarreas leves o moderadas en voluntarios (Levine et al., 1988). Esto llevó 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 CTXΦ, 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 colonización esencial TCP, actúa además 

como receptor para el fago CTXΦ (Waldor et al., 1996). Tanto la estructura exacta del profago, 

como el sitio y número de copias de éste en los cromosomas de V. cholerae, es variable, y 

constituye una de las diferencias genéticas entre las cepas del biotipo Clásico y El Tor (Nandi et 

al., 2003). Entre las cepas biotipo El Tor, el profago CTX está localizado en un largo cromosoma 

(cromosoma I) 842 pb “downstream” de un críptico ligado a la toxina (TLC) que mostró 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.  

   

 Figura Nº1. Estructura cromosómica de RS1, profago CTX y grupo de genes TLC en  

 V. cholerae.  

 Marcos de lectura abierta se muestran como flechas, y el rectángulo entre CTX y TLC representa 

el sitio de integración (dif site). 

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

 

 El fago CTXΦ en V. cholerae O1 biotipo Clásico está localizado en ambos cromosomas y sin el 

elemento RS1. 

   La adquisición de genes ctxAB y genes regulatorios por un profago CTX, y su integración 

genómica incrementan el “fitness” o capacidad de adaptación dado  que CTX confiere una 

ventaja selectiva a la célula huésped formando  lisógenos estables, induciendo la producción de 

CTX y promoviendo la diseminación bacteriana. Adicionalmente, estudios genómicos han 

identificado en cepas de la séptima pandemia, islas genómicas denominadas VSP-I y VSP-II que 
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también estarían involucradas  en el “fitness” evolutivo y la diseminación 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 (Faruque et al., 2012). 

   Aunque se ha demostrado que V. cholerae produce una variedad de productos extracelulares 

que tienen efectos deletéreos sobre las células eucariotas; la diarrea masiva inducida por esta 

bacteria es causada por la toxina de cólera (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 secreción de tipo II (Thiagarajah y Verkman, 

2005). La subunidad B forma un pentámero y se une a los receptores gangliósidos GM1 de los 

enterocitos (Figura N°2). Esto acerca a la subunidad A (que se ha clivado en las subunidades A1 

y A2) a la superficie celular. El complejo GM1-CT es traslocado por la membrana y entra al 

sistema de tráfico celular por endocitosis. Al llegar al retículo endoplasmático, la subunidad A1 se 

separa del complejo y se trasloca al citosol. Esta subunidad actúa ribosilando la cadena α de la 

proteína Gs que altera su conformación y no puede hidrolizar su GTP lo que resulta en la 

activación sostenida de la adenilato ciclasa provocando un aumento de AMP cíclico que aumenta 

la secreción 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 lúmen. 

 

    

  

 Figura N°2. Toxina de cólera (cholera toxin, CT).  

 Subunidad A, rojo y naranja, enzimática 

 Subunidad B (pentamérica), azul, de unión al receptor 
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 Figura N°3. Esquema de acción de la toxina de cólera.  

 Referencias: AC adenilato ciclasa; CFTR regulador de la conductancia transmembrana de la 

fibrosis quística (canal de cloruros).  

 Fuente: Figura reproducida de Thiagarajah y Verkman, 2005.  

 

  Estudios a nivel genómico, han detectado polimorfismo a nivel de la subunidad B de la toxina 

de cólera (ctxB) en aislamientos de V. cholerae O1 recuperados de la India, y más recientemente 

de Nigeria, Sudán, Etiopía, Nepal y del brote epidémico en Haití. Esta última cepa de V. cholerae 

O1 que presenta atributos del biotipo Clásico y características del “fitness” ambiental del biotipo 

El Tor; ha sido denominada como V. cholerae El Tor alterado o híbrido (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 diferenciación a nivel de biotipo de la toxina CT (Morita et al., 

2008). 

  La limitada distribución de CTXΦ entre los aislamientos de V. cholerae no-O1 no-O139 es 

posiblemente a causa de la baja distribución de TCP, receptor para CTXΦ, en estas cepas 

(Faruque et al., 2012), aunque se han identificado cepas V. cholerae no-O1 toxigénicas 

principalmente en países endémicos para cólera, evidenciando la transferencia genética entre 

aislamientos.  
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  La proteína estructural de la fimbria TCP está codificada en el gen tcpA, en la isla de 

patogenicidad VPI por “Vibrio Pathogenicity Island”, (Faruque et al.; 1998) y presenta alta 

variabilidad según 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.  

 Además de codificar para el pili TCP, la isla VPI de 40 kb, posee un grupo de genes que codifican 

para un factor de colonización accesorio ACF y genes reguladores como toxT, tcpI, tcpP y tcpH 

que participan de la cascada reguladora de ToxR, genes que codifican para integrasas y 

transposasas relacionados con movilidad (int) y otros genes de función desconocida como aldA 

(aldehido dehidrogenasa). TcpI es un regulador negativo de tcpA, subunidad estructural de la 

fimbria TCP, que se localiza en la membrana interna,  tiene alta homología con proteínas de 

quimiotaxis aceptoras de metilos (MCPs) (sensores ambientales) y es activado en ambientes 

alcalinos (Häse et al.,1998).  La presencia de los genes de la isla VPI-1 está asociada a funciones 

de adherencia, liberación de la toxina CT, formación de biofilms y expresión del receptor del fago 

CTXΦ.  

 A nivel diagnóstico, la aplicación de técnicas basadas en PCR permiten la diferenciación de los 

tcpA alelos específicos de biotipos El Tor / Clásico, como la identificación del gen regulador tcpI y 

los genes ald e int, como marcadores de la isla VPI (Vital Brazil et al., 2002). 

   

 

  

 Figura N°4. Representación esquemática de la isla 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). 
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  Entre otros  factores asociados a adherencia, se ha descripto una neuraminidasa codificada 

en la isla de patogenicidad (VPI-2), que cliva el ácido siálico de los gangliósidos 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 gangliósido GM1, receptor de la toxina. La 

neuraminidasa está habitualmente asociada a cepas toxigénicas; sin embargo, también ha sido 

descripta en aislamientos de V. cholerae O1 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. Además de CT y TCP, otros factores de virulencia han 

sido identificados en aislamientos de V.cholerae tales como: proteína 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 activación de la expresión de los genes de virulencia que codifican para CT, TCP y otros 

factores de colonización accesorios (Childers y Klose, 2007). La transcripción de los genes del 

regulón ToxR responde a diversos estímulos ambientales por mecanismos no caracterizados en 

los que intervendría 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 proteína 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 diámetro interno de 1-2 nm en 

la membrana en un mecanismo dependiente del colesterol (Zitzer et al., 1999) que ha sido 

demostrado en varias líneas celulares (Chinen et al.,1996; Zitzer et al., 1997). Diversos estudios 

reportaron efectos citotóxicos y de vacuolización in vitro, con variantes que dependen de la línea 

celular utilizada y la concentración 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 fenómeno de vacuolización se debe a la 

respuesta celular en defensa a la alteración del balance osmótico por VCC, por el que la célula 

endocita la citolisina que luego entra en la vía autofágica que lleva a la degradación 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 osmótico y muere. Más recientemente, Saka y col. (2008) 

reportaron que VCC produce apoptosis dependiente de la formación 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 mayoría 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 Clásico poseen una deleción de 11 pb (Rader y Murphy, 1988) en el gen hlyA, por lo 

que sólo producen una proteína truncada. El gen hlyA se encuentra en el cromosoma II y codifica 

para una pro-proteína 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 acumulación 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 actúa 

estimulando la actividad de guanilato ciclasa que induce la absorción de calcio extracelular, 

promoviendo la secreción de cloruros y bicarbonato con alteración generalizada de las proteínas 

de membrana y/o inhibiendo la absorción de Na+ y agua (Hoque et al., 2004).  

  La toxina NAG-ST, codificada por el gen stn/sto es un péptido de 17 aminoácidos 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.  

     

 

 

   Figura N°5. Mecanismo de patogenia de NAG-ST    
  FFuueennttee::  Figura según Guandalini S et al., 1982; Manual de Procedimientos. Detección de 

patógenos 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 tamaño, 484 kDa que produce 

“cross-linking” de filamentos de actina, formando dímeros, trímeros y multímeros de actina que 

provocan la despolimerización de las fibras y redondeamiento de las células eucariotas (Fullner y 

Mekalanos, 2000; Sheahan et al., 2004). Esta unión con los filamentos de actina causa un 

incremento en la permeabilidad llevando al daño del tejido e inducción de respuesta inflamatoria 

asociados con citotoxicidad en células Hep-2 (Lin et al., 1999; Fullner et al., 2000). La citotoxina 

RTX está 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 río abajo del elemento CTX (Boardman 

et al., 2004). Este grupo de genes no es funcional en las cepas de V. cholerae del biotipo Clásico 

por mutaciones presentes en los genes rtxABC.  

  Estudios realizados en el análisis de la secuencia genómica de V. cholerae no-O1 no-O139 

con actividad patogénica en animales sugieren que estas cepas son portadoras de un sistema de 

secreción tipo III (TTSS) dentro de la región 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 secreción de tipo III es un complejo especializado de secreción 

utilizado por bacterias Gram-negativas para traslocar factores de virulencia o proteínas efectoras 

directamente a las células hospedadoras donde alteran la maquinaria celular en su propio 

beneficio (Galán y Wolf-Watz, 2006; Dziejman et al., 2005). Se observó que este grupo de genes 

estaba presente en diferentes aislamientos de V. cholerae no-O1 no-O139 de origen humano y 

ambiental, y proponen que dicho sistema puede tener una función en la virulencia y en la 

capacidad de superviviencia de la bacteria.  

   A nivel diagnóstico la utilización de técnicas moleculares para la caracterización de 

aislamientos V. cholerae no-O1 CT y/ó TCP positiva que ponen en evidencian la transferencia 

genética de elementos genéticos móviles se puede completar con la determinación de los 

denominados marcadores genotípicos de biotipo Clásico/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 cólera; el gen rstR CL/ET, 

regulador transcripcional del fago (Morita et al., 2008, Alam et al., 2010), y  la identificación de 

islas genómicas VSP-I 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 demás genes descriptos, asociados a virulencia 

podría indicar  el potencial patogénico de los aislamientos V. cholerae no-O1.  



     

12 

 

 

 3.- Vibrio cholerae no-O1 

  

  Vibrio cholerae no-O1 ha sido asociado con casos de gastroenteritis e infecciones 

extraintestinales; y con cuadros de septicemia registrados en pacientes inmunocomprometidos. 

La infección es adquirida por consumo de mariscos y/ó de agua contaminados. También se han 

descripto, al igual que en otras especies de Vibrio naturales de ambientes acuáticos, infecciones 

de heridas y tejido blando, por exposición de la piel injuriada al agua.  

 La mayoría de las infecciones ocurren en los meses cálidos, aunque se presentan casos durante 

todas las estaciones. Puede ocurrir la transmisión persona a persona e inclusive se ha reportado 

el estado de portador con un corto periodo de excreción (1 a 7 días) de los microorganismos, y 

con mayor tiempo de excreción en  portadores crónicos con infección biliar crónica (Sanyal et al., 

1992). 

 En las areas endémicas para cólera, como en India, se identificó 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 geográficas no endémicas para cólera, 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 Haití del año 2010 se identificó V. cholerae O1 como agente causal y 

simultáneamente en ese período se recuperaron aislamientos de V. cholerae no-O1 en el 21% de 

las muestras clínicas (Hasan et al., 2012). 

 En nuestro país, a partir del año 1992 con la emergencia de V. cholerae O1, V. cholerae no-O1 

fue investigado y se determinó su presencia tanto en muestras clínicas como ambientales (Rivas 

et al., 1996).  

 Aunque V. cholerae no-O1 han sido implicado principalmente como agente etiológico de casos 

esporádicos, se han reportado brotes de diarrea con síntomas desde mediana a severa 

deshidratación, incluso “cholera-like disease” (cuadros similares a cólera) en países como India, 

Sudán, Checoslovaquia, EEUU y otros países 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-O1 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 Sudán y Checoslovaquia (Chaterjee et al. 

2009). Otros serogrupos asociados a casos de diarrea en diferentes países fueron entre otros, 

O10 y O12 aislados en Perú en 1994 (Dalsgaard et al., 1995); O10 en India, y brotes causados 

por cepas de múltiples 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 ocurrió en un campo de refugiados en el año 1990 (Bagchi et al.,1993). Estudios 

realizados en esa región, de muestras clínicas, ambientales y muestreos del area de producción 

de camarones entre los años 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 detección 

de genes asociados a virulencia principalmente en países de regiones endémicas: por ej. un 

“cluster” (grupo) de aislamientos V. cholerae con la isla de patogenicidad VPI (serogrupos O77, 

O80, O115), V. cholerae VPI - prefago CTX (serogrupos O53, O65, O48) ó V. cholerae VPI - 

profago CTXΦ ( serogrupos O27, O37, O8, O26, O44, O49, O105, O141 y O191). Estos estudios 

señalan que la presencia de genes ctxAB (fago CTXΦ) y/o tcpA (TCPI) en V. cholerae es crítica 

por la información del potencial patogénico. En adición, el análisis genómico comparativo 

realizado por diferentes grupos de trabajo ha permitido diferenciar cepas pandémicas V. cholerae 

O1/O139 y otros serogrupos con el mismo “background” genético tales como O27, O37, O53 y 

O65 de otros cepas no epidémicas asociadas a varios serogrupos de V. cholerae (Dziejman et 

al., 2002; Li et al., 2002). 

 

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

 

  Los cuadros de gastroenteritis causados por infección por V. cholerae no-O1 cursan con 

síntomas de diferente grado de severidad, desde moderado a severo, presentándose en general 

como diarrea acuosa; y en baja proporción  como diarrea sanguinolenta (Janda et al., 1988; 

Sanyal et al., 1992; Morris et al., 1994; Daniels et al., 2000; González Fraga et al., 2009). La 

gastroenteritis por V. cholerae no-O1 suele ser autolimitada y se presentacon dolores 
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abdominales; que pueden estar acompañados por vómitos, calambres y ocasionalmente con 

fiebre. Como se mencionó antes, algunas cepas pueden desencadenar cuadros de diarrea 

severa denominada “cholera-like disease”, con un mayor grado de deshidratación; estos cuadros 

estarían asociados a factores de virulencia enterotóxicos 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, neumonía, meningoencefalitis, 

septicemia (Sanyal et al., 1992; Kahn et al., 2007) y menos común de tejido blando, celulitis y 

fasciitis necrotizante (Daniels et al., 2000). Los casos de  bacteriemia han sido asociadas con 

inmunosupresión, HIV, cuadros oncohematológicos, enfermedad vascular periférica, diabetes, 

gastrectomía, hepatopatías 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; Zárate et al., 2011). El grado de fatalidad 

en pacientes cirróticos 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 indicarían que estas cepas podrían 

tener propiedades invasivas en adición a su enterotoxicidad (Sharma et al., 1998).  En los últimos 

años, la disponibilidad del uso de equipos automatizados para diagnóstico microbiológico en los 

laboratorios clínicos, ha facilitado la identificación de V. cholerae no-O1 como agente causal de 

infecciones extraintestinales, celulitis, infecciones de oído, heridas; así como asociadas a sepsis 

en pacientes con inmunosupresión o enfermedad hepática de base (Morris et al., 1990). 

 El amplio rango en la presentación de los síntomas 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 cólera (Janda et al., 1988). En contraste con las cepas epidémicas de V. 

cholerae O1 o O139; la patogénesis y los factores de virulencia de V. cholerae no-O1 con 

capacidad para causar enfermedad diarreica no está claramente definida.  

 Por lo tanto la ocurrencia de enfermedades asociadas a la infección por V. cholerae depende de 

la particular combinación de genes de virulencia en la cepa infectante con el estado de salud del 

huésped ante la exposición a una fuente ambiental y/o alimento contaminado. 

 

  

 

http://www.researchgate.net/profile/Fahmi_Khan
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 5.- Ecología de V. cholerae 

 

  V. cholerae es un habitante autóctono de los ecosistemas acuáticos, tanto  ríos y lagos, como 

estuarios y ambientes marinos. El medio acuático ha sido reconocido como reservorio y vehículo 

para la transmisión de V. cholerae en numerosos estudios y diferentes areas geográficas (Colwell 

et al., 1996). Los más importantes moduladores de la concentración ambiental de Vibrio spp. son 

la temperatura y salinidad del agua, con registros de alto número de microorganismos en aguas 

de 17ºC a 35ºC conteniendo 2 a 25% de salinidad (Janda et al., 1988). Si bien especies de Vibrio 

tales como V. cholerae y V. mimicus requieren mínimas cantidades de sodio, estos 

microorganismos pueden ser encontrados en ríos y lagos, especialmente en áreas de estuario, 

además 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 

concentración de nutrientes, temperatura, pH o salinidad distintos a los óptimos (Colwell et 

al.,1994, 2006) y en la que aún retiene el proceso metabólico básico. Se postula que las formas 

VNC explicarían la manera en que V. cholerae se mantiene en el ambiente durante los períodos 

inter-epidémicos. La asociación con el fito y zooplancton, en particular con copépodos, a través 

de la actividad quitinasa de Vibrio cholerae, facilitaría la sobrevida del microorganismo en el 

ambiente acuático, 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 infección, patogenicidad y transmisibilidad.  

 V. cholerae como reservorio de diferentes genes de virulencia en el ambiente ha sido investigado 

en diferentes areas de la Región y otros continentes representado un potencial riesgo para la 

salud humana (Binsztein et al., 2004; González 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 área estuarial del Río 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 

observó que en este estado V. cholerae puede persistir en un amplio rango de salinidad y 

temperatura. Además se recuperaron aislamientos de V. cholerae no-O1 cultivable durante los 

meses cálidos en aguas de baja salinidad del area estuarial (Binsztein et al., 2004).  
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 Otros estudios de muestreo ambiental realizados en los ríos Salí y Lules de la provincia de 

Tucumán, mostraron que en el 37% de las muestras de VNC que confirmaron el antígeno 

somático O1 por inmunofluorescencia y PCR fueron negativas para los factores de virulencia 

asociados a cólera 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 

investigación realizada en el norte del país, se puede inferir que los ríos son reservorios de cepas 

de V. cholerae, donde las altas temperaturas con alta concentración de nutrientes orgánicos 

podrían 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 cólera 

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 tcpI ).  

 También se determinó resistencia a ampicilina en 21 a 45% de los aislamientos en diferentes 

muestreos. A continuación se muestran los sitios de muestreo como parte del monitoreo 

ambiental realizado en el país.  

   

 
  
 Figura N°6 - Mapa que señala las zonas de muestreo en los ríos de la Provincia de 

Tucumán (), en el Río de la Plata (zona A,), en la zona estuarial (zona B, ) y en la zona 
marina (zona C, y la estación fija, ) de la Provincia de Buenos Aires. 

 
 Fuente: Figura traducida de González Fraga et al., 2007. 
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 A nivel regional, en estudios realizados en muestras ambientales de Brasil (agua marina, agua 

residual, de ríos, sedimentos marinos y moluscos) los genes ctx y tcp fueron identificados en 

todos los aislamientos V. cholerae O1/O139 del estudio, junto con los genes tcpI, 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 combinación ctxA / tcpA alelo Clásico y ctxA / tcpA alelo El Tor.  

 Un hallazgo de interés fue la identificación 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 Clásico (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 O1/O139 asociados 

a cólera 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 identificó 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 análisis de riesgo de muestras de peces y crustáceos para determinar cepas 

potencialmente patógenas (Madhusudana et al., 2013).  

 

6.- Transmisión de V. cholerae 

 

   Según lo referido anteriormente, los ecosistemas acuáticos actúan como reservorios y 

vehículos de transmisión de V. cholerae, ya que constituyen su hábitat natural. 

  La infección por V. cholerae es adquirida por la ingestión 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 sólo 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 aparición de los síntomas en el caso de intoxicación 

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 exposición a V. cholerae ambiental ha ido incrementándose en la población 

inmunocompetente por mayor movilización de personas a lugares endémicos, consumo de 

mariscos crudos o semicocidos contaminados, y el uso de agua recreacional contaminada. 

Además se ha identificado la susceptibilidad a las infecciones por V. cholerae de la población 

inmunocomprometida que puede presentar cuadros más severos ante la misma fuente de 

infección (Janda et al., 1988). Los pacientes con enfermedades de base en el hígado, como 

cirrosis, y/o enfermedad maligna hematológica han sido descriptos como de alto riesgo para 

bacteriemia por V. cholerae no-O1 (Abbott et al., 2011). 

 

7.- Epidemiología de V. cholerae 

 

   La naturaleza autoctóna de V. cholerae O1 es un importante factor en la epidemiología del 

cólera, principalmente en las areas endémicas. En las áreas consideradas no endémicas para 

cólera, es importante considerar los antecedentes de la región, teniendo en cuenta la posibilidad 

de forma viables VNC y/o reservorios ambientales de genes de virulencia que podrían hacer 

factible la emergencia de nuevas variantes de V. cholerae.  

A raíz de la séptima pandemia que comenzó en el sur de Asia en 1961 y llegó a África en 1971, el 

cólera reemergió en América Latina en enero de 1991 (Levine et al., 1991), luego de 100 años, 

en forma de una explosiva epidemia que comenzó en Perú. En Argentina, entre 1992 y 1999 

ocurrieron siete brotes de cólera, principalmente en el norte del país, y en períodos estivales. La 

emergencia de V. cholerae biotipo El Tor y su diseminación, está asociada con diversificación 

genómica progresiva, adquisición de elementos genéticos móviles y adaptación 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 genómica denominada WASA (West 

African-SouthAmerican) asociada a la cepa epidémica de Latinoamérica que se diferencia de 

otras cepas epidémicas por la adquisición de un bacteriófago 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 Perú, Guyana y Brasil aisladas 

entre 1991 y 2004; y negativas cepas epidémicas de Asia y Africa. Las características singulares 

a nivel genómico de la cepa epidémica de V. cholerae de América Latina, refuerza la hipótesis 

monofilética de esa epidemia. Este linaje se demostró que acarrea genes del fago y de una isla 

de patogenicidad alterada de la séptima pandemia denominada VSP-II (Garza et al., 2012). Así, 

la identificación de la islas VSP-I, VSP-II permite caracterizar distintas variantes del clon 

epidémico V. cholerae El Tor de la séptima pandemia (Dziejman et al., 2002).  

  En áreas donde el cólera es endémico, V. cholerae es un agente etiológico de diarrea 

comúnmente aislado en niños 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 región de América se ha reportado la emergencia de la variante Vibrio 

cholerae O1 en Haití en octubre del 2010 (Ali et al.; 2011), referida como V. cholerae El Tor 

alterado o híbrido (Hasan et al., 2012). Luego del terremoto en enero de 2010, el 21 de Octubre 

de ese año se confirma el brote de cólera y al 27 de octubre se registraron 4.722 casos y 303 

muertes, que afectó principalmente a mayores de 5 años, según datos de la Organización 

Mundial de la Salud (OMS), 2010. Desde noviembre a diciembre ocurre diseminación a todo el 

país y se detectaron casos en países vecinos de la región, como República Dominicana, Cuba y 

México. Hasta la semana epidemiológica (SE) 48 de 2015 se notificó un total de 30.654 casos de 

cólera en tres países de América Central: Cuba (65), Haití (30.080) y República Dominicana 

(509). Haití concentra el 98% del total de casos notificados en la región según la Organización 

Panamericana de la Salud (OPS), 2015. En el contexto del brote epidémico de Haití se 

identificaron principalmente aislamientos de V. cholerae O1 y simultáneamente aislamientos de V. 

cholerae no-O1 no-O139 (Hasan et al., 2012). 

   En nuestro país, la vigilancia activa realizada en los años 90´ permitió la detección de V. 

cholerae no-O1 junto a las cepas epidémicas O1. Posteriormente sólo se detectaron algunos 

casos de cólera esporádicos en los años 1999 y 2005, y V. cholerae no-O1 se continuó 

recuperando de aislamientos humanos y ambientales con menor frecuencia en el marco de una 

vigilancia nacional sistemática pero menos intensiva (Moroni y col., 2014).  
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 8.- Diversidad genética de Vibrio cholerae 

   

  El estudio de la diversidad genética permite establecer relaciones entre los aislamientos de  

 V. cholerae. Diferentes técnicas de subtipificación se han aplicado para investigaciones 

epidemiológicas y estudios evolutivos principalmente de los serogrupos asociados a brotes 

epidémicos como O1 y O139. Estudios que se han extendido también a otros serogrupos de V. 

cholerae asociados a casos esporádicos y brotes (Sharma et al., 1998; Beltrán et al., 1999; Alam 

et al., 2012; Rahaman et al., 2015). Entre las diferentes técnicas de subtipificación molecular se 

destacan ribotipificación, 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; González Fraga, 2010). 

PFGE ha mostrado ser altamente discriminatorio para la subtipificación molecular de 

aislamientos de V. cholerae O1 y O139 asociados a epidemia. Esta metodología ha sido usada 

para vigilancia epidemiológica molecular en el monitoreo de la diseminación de este patógeno 

como en la emergencia de nuevos clones epidémicos. Por esta técnica, se evidenció que los 

aislamientos de V. cholerae O139 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 patógeno (Faruque et al., 1994; Faruque et al., 2003). Estos 

mismos resultados se han observado utilizando técnicas más modernas que estudian los 

polimorfismos en las secuencias repetitivas (Danin-Poleg et al., 2007) o analizando la 

composición de cassettes de genes móviles en el integrón 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 países de areas endémicas de India, 

Tailandia, China, Corea. Se identificaron aislamientos V. cholerae VPI, CTX de los serogrupos 

O27, O37, O53, y O65 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 O8, O26, O44, O48, O49, 
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O77, O80, O105, O115, O141 O191 resultaron de “background” genético diferente respecto a 

cepas epidémicas (Li et al., 2002).  

Estudios de análisis genómico comparativo demostraron la presencia en aislamientos de V. 

cholerae O139 de origen humano y ambiental de la isla de patogenicidad de la séptima pandemia 

VSP-II asociada al clon pandémico V. cholerae O1, y entre los aislamientos de V. cholerae no-O1 

no-O139 fueron identificadas en un bajo porcentaje variantes de VSPII asociadas a cepas no 

epidémicas (Taviani et al., 2010). 

   En nuestro país se comenzó estudiando la diversidad genética de los aislamientos de V. 

cholerae O1 de la epidemia de cólera y de la “variante de Tucumán” (V. cholerae O1 CT negativa) 

con técnicas basadas en PCR como RAPD (Pichel et al., 2003). Luego se implementó PFGE 

según 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 aplicó en 

aislamientos del serogrupo O1  asociados a brotes epidémicos del país, como a serogrupos 

O1/O139 CT negativos determinándose que no están relacionados genéticamente con las cepas 

epidémicas (Pichel et al., 2003), similar a lo observado en estudios realizados en otros países 

(Coelho et al., 1995). Además, esta técnica de PFGE estandarizada está siendo aplicada en 

aislamientos de V. cholerae no-O1 recuperados desde 1992 de casos esporádicos y algunos 

brotes reportados por epidemiología (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 adquisición 

de elementos móviles brinda a las bacterias nuevas estrategias para sobrevivir en condiciones 

ambientales cambiantes y en nuevos reservorios. Estos elementos aumentan considerablemente 

la tasa de evolución de las bacterias. La evolución de cepas patogénicas de V. cholerae incluye 

entre otros factores, la incorporación al genoma de fagos que participan en la transferencia 

horizontal de genes, seguido de un proceso de selección bacteriana que favorece la emergencia 

y diseminación de nuevos clones (Faruque et al., 2012). Esto sugiere que cepas ambientales 

pueden volverse más virulentas para el hombre a través de la adquisición de genes de 

patogenicidad.  
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   Como ya se mencionó, entre los elementos genéticos móviles, el más estudiado en V. 

cholerae es el fago filamentoso CTXΦ 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-II (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-I y VSP-II, también pueden 

escindirse y formar complejos circulares (Murphy y Boyd, 2008). Estas evidencias explicarían la 

capacidad de transferir horizontalmente genes asociados a virulencia ya sea por conjugación, 

transducción o transformación. 

  Estudios de comparación genómica 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 cólera) fue detectado inusualmente en ciertos aislamientos de V. cholerae no-O1 no-O139 de 

países endémicos para cólera (Dziejman et al., 2002).  Análisis comparativos a nivel genómico de 

V. cholerae no-O1 no-O139 mostraron la posible ocurrencia de eventos de transferencia 

horizontal de genes  asociados a la biosíntesis del antígeno O. Sin embargo, la adquisición de 

VPI y CTXΦ se observó más frecuentemente que el intercambio de regiones de biosíntesis de 

antígeno O de cepas epidémicas (Li et al., 2002). También cabe destacar la presencia del 

integrón de 126 Kb (también llamado superintegrón) presente en el cromosoma II de V. cholerae 

que posee, en el caso de la cepa N16961, 179 cassettes genéticos móviles (Labbatte et al., 

2007). 
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 Fig. Nº7. Esquema: cromosomas de la cepa N16961 (V. cholerae O1 El Tor)  

 (Los elementos marcados en color lila no están presentes en las cepas de referencia de Vibrio 

cholerae O1 CT+).  

 

 Posteriormente, estudios evolutivos refieren como cepas intermedias en la evolución 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 versátil por 

su capacidad de adquirir elementos móviles, 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, Perú de casos de diarrea con 

deshidratación, asociado a aislamientos de V. cholerae no-O1 negativos para la toxina de cólera  

y factor de colonización TCP. Los aislamientos de V. cholerae no-O1 resultaron de siete 
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serogrupos diferentes, siendo prevalentes O10 (21%) y O12 (65%), con patrones similares entre 

ellos por ribotipificación, y susceptibles a agentes antimicrobianos. Se observó acumulación de 

fluído en asa ligada de conejo  sin diferencias significativas entre ambos serogrupos (Dalsgaard 

et al., 1995).  

 En Cuba, en un estudio realizado con 250 niños menores de 5 años con gastroenteritis se aisló 

en el 8,5% de los casos V. cholerae no-O1 (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 observó 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 transmisión hídrica en 

2001, cuya relación genética se demostró por PFGE (Bravo y col., 2007). 

 

11.- Vigilancia de V. cholerae en Argentina. 

 

  En Argentina, entre 1988 y 1990 se estudiaron 4363 niños menores de 5 años con diarrea en 

siete centros diferentes del país, pero no se aisló en ningún caso V. cholerae no-O1 a pesar de 

haberlo buscado sistemáticamente. En el año 1992, simultáneamente con la aparición 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 cólera en América en la década de los 90´, se llevó a cabo en 

nuestro país la creación de la Red Nacional de Cólera y Gastroenteritis Bacterianas en 1991; y 

luego como la Red Nacional de Diarreas y Patógenos de Transmisión Alimentaria (RND y PTA), 

que realiza la vigilancia de enteropatógenos, entre ellos V. cholerae. En ese marco de vigilancia 

intensiva de aislamientos de V. cholerae O1 asociados a casos de cólera 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 realizó un estudio en la ciudad de Orán, Salta 

detectándose 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 

correspondió a mayores de 15 años, con diarrea, vómitos y deshidratación leve a moderada. De 

los pacientes pediátricos, requirieron hospitalización los niños desnutridos con diarrea 

prolongada. El 19,5% de los aislamientos de V. cholerae no-O1 presentó resistencia a la 

ampiclina y 4,9%, a trimetoprimasulfametoxazol (Rivas, 1996). Entre diciembre de 1999 y enero 
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de 2000, ocurrió en Orán (provincia de Salta) un brote de diarrea que afectó a niños y adultos, 

que duplicó el número de coprocultivos esperados para la época del año; se recuperó V. cholerae 

no-O1 de diez pacientes y nueve aislamientos de fuentes de agua de la zona (incluídos en este 

estudio). 

La vigilancia de V. cholerae no fue sistemática en los años siguientes al 2000, con variación 

en la búsqueda del microorganismo entre las diferentes regiones, ya que la vigilancia más activa 

se mantuvo en el norte del país donde se registró el mayor número de casos de cólera durante 

los brotes epidémicos. Se realizaron estudios de investigación y de brotes: entre ellos, se 

investigó la presencia de V. cholerae en muestras clínicas y del ecosistema acuático de Tucumán 

entre 2003 al 2005, donde fueron recuperados V. cholerae no-O1 con diferentes perfiles de 

virulencia (González Fraga et al., 2007, 2009). 

  En el marco de la RND posterior a los brotes epidémicos de cólera, los aislamientos de V. 

cholerae notificados han sido identificados como V. cholerae no-O1, asociados principalmente a 

casos esporádicos de diarrea y en menor proporción a infecciones extra-intestinales, de las 

provincias del norte y centro del país; en baja frecuencia respecto a otros enteropatógenos bajo 

vigilancia. Entre las excepciones, se registró un caso de cólera reportado en Santa Fe en 1999 y 

otro caso esporádico en el año 2005 en un paciente adulto de la provincia del Chaco. Se han 

registrado algunos brotes causados por V. cholerae no-O1: en una institución de salud (Santa Fe, 

2008) y en el contexto de la comunidad (Tucumán, 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 país en 1997 (Petroni et al., 2002). En el marco de la 

Red WHONET como parte de la vigilancia nacional se determinó en 669 aislamientos de V. 

cholerae no-O1 no-O139 una resistencia intermedia a ampicilina en clínica (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 transmisión 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 epidemiológicos de V. cholerae en el país; planteó la necesidad de profundizar el 

estudio de aislamientos de V. cholerae no-O1 en Argentina. 

   

 12.- Hipótesis 

 

 Los aislamientos de V. cholerae no-O1 asociados a casos de diarrea e infecciones extra-

intestinales en nuestro país presentan diversos determinantes de virulencia que podrían 

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 clínico y del ambiente. 

 

 Los aislamientos de V. cholerae no-O1 circulantes en Argentina pertenecientes a 

determinados subtipos genéticos pueden presentar perfiles de virulencia con mayor 

potencial patogénico. 

 

 II.- Objetivos y justificación  del proyecto 

 

 La patogénesis de V. cholerae como agente causal de cólera ha sido mundialmente 

reconocida e investigada, sin embargo la capacidad y/o potencial patogénico de V. cholerae no-

O1 no está tan estudiada y definida, a pesar de ser un reconocido agente etiológico de 

gastroenteritis e infecciones extra-intestinales. Sumado a esto, la emergencia de una nueva cepa 

V. cholerae no-O1 con características epidémicas en India, serogrupo O139 en 1992; destacan la 

necesidad de la vigilancia de otros serogrupos de V. cholerae. Por otra parte, en las últimas 

décadas se ha demostrado que varios factores de virulencia son codificados en elementos 

genéticos móviles que hacen factible la transmisión de genes entre las bacterias, dando lugar a la 

emergencia de nuevas variantes identificadas a nivel mundial (Alí et al., 2011; Alam et al., 2012). 

La transferencia genética horizontal ha jugado un rol esencial en la evolución 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 clínicos, cepas 

aisladas del ambiente.  

 En nuestro país en el marco de la Red Nacional de Diarreas y Patógenos de Transmisión 

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 clínico, aislados principalmente de pacientes con gastroenteritis, en su mayoría niños, y 

en baja proporción de infecciones en inmunocomprometidos (HIV), con enfermedad hepática 

(cirrosis), oncológica (leucemia) o desnutrición (neonato de bajo peso), reportadas en los últimos 

años (Moroni y col., 2014). Entre los aislamientos de origen ambiental (N= 889) se recibieron 

cepas de ríos, lagunas, estuarios, arroyos, pozos de agua, efluentes, derivados al LNR en el 

marco de monitoreos ambientales e investigaciones (González Fraga et al., 2007) y como parte 

del estudio de brotes. 

 Esta investigación propone determinar la presencia y distribución de distintos factores de 

virulencia descriptos hasta ahora en V. cholerae en aislamientos de serogrupo no-O1 circulantes 

en Argentina, de origen clínico y ambiental. Los resultados contribuirán al mejor conocimiento de 

este agente causal de diarrea y enfermedades extra-intestinales en Argentina. El período de 

estudio (desde 1992 al 2003) comprende desde la implementación de vigilancia activa de cólera a 

partir de la epidemia en América Latina en 1991 hasta el año 2003, cuatro años después de la 

detección del último caso clínico de cólera en el país.  

 Por otra parte, la caracterización de los aislamientos de origen humano y ambiental en Argentina, 

y sus relaciones genéticas, permitiría la identificación de cepas con potencial epidémico, en base 

a la presencia de clones prevalentes y/o portadores de factores de virulencia asociados 

comúnmente a clones epidémicos. Además el conocimiento y la identificación de los factores de 

virulencia asociados a V. cholerae no-O1 se podría aplicar al diseño de un flujograma diagnóstico 

por técnicas moleculares para la identificación y caracterización rápida y específica  de V. 

cholerae, contribuyendo a su vigilancia.   

 

 1.- Objetivos generales 

 

 Caracterizar feno-genotípicamente 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 específicos  

 

 Estandarizar ensayos de PCR para la detección de factores de virulencia de V. cholerae 

no-O1. 

 

 Investigar la presencia de factores de virulencia descriptos en V. cholerae no-O1 en 

aislamientos de diferentes áreas del país 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 secreción tipo III (vcs), entre otros . 

 

 Evaluar la presencia de factores de virulencia asociados a V. cholerae O1 epidémico y 

O139, causantes de cólera: enterotoxina de cólera (CT), fimbria “toxin coregulated pilus” 

(TCP), gen tcpI 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 hipótesis de trabajo se realizó el siguiente diseño del estudio detallado 

en las secciones: 

 Sección III.- Materiales y Métodos 

  

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

2.- Caracterización fenotípica de los aislamientos. 
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3.- Implementación y/o estandarización de diferentes ensayos de PCR como herramienta 

diagnóstica y de caracterización genotípica para la identificación de factores de virulencia. 

Aplicación de PCR para el análisis de los aislamientos seleccionados. 

4.-  Ensayo de enterotoxicidad en asa ligada de conejo en un subgrupo de aislamientos 

seleccionados por perfil genotípico. Trabajo colaborativo, realizado en el Centro  de 

Investigación en Bioquímica Clínica e Inmunología  (CIBICI), Facultad de Ciencias Químicas, 

Universidad Nacional de Córdoba (UNC). 

5.- Estudio de la diversidad genética por electroforesis en campo pulsado (PFGE). Creación de 

Base de Datos Nacional para subtipos genéticos de V. cholerae. 

6.- Análisis de los datos. 

Continuación en las secciones:  

Sección IV.- Resultados 

 Sección V.- Discusión y Conclusiones. 

 

 III.- Materiales y Métodos 

 

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

 

  Entre los años 1992 a 2003 se recibieron en el Departamento de Bacteriología, INEI - ANLIS 

“Dr. Carlos G. Malbrán” un total de 1302 aislamientos de Vibrio cholerae no-O1 que fueron 

recuperados en el transcurso de la epidemia de cólera de los ’90 y los cuatro años posteriores, en 

el marco de la vigilancia de la RND y PTA y proyectos de investigación desarrollados en el mismo 

período. 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 distribución de factores 

de virulencia, incluyendo cepas procedentes de diferentes regiones de Argentina, recuperadas en 

distintos años. Entre las cepas seleccionadas, se incluyeron 20 aislamientos correspondientes a 

un brote de gastroenteritis ocurrido en Orán, Salta, en enero-febrero del año 2000: 11 

aislamientos de origen humano y 9  ambientales. Del total de 170 aislamientos, 111 fueron de 

origen clínico, incluyendo los aislamientos del brote de Salta, y 59 de origen ambiental. Los 

aislamientos fueron recuperados en 8 provincias de Argentina (Sección III, Tabla Nº1). La 

selección de los aislamientos esporádicos de origen humano fue realizada teniendo en cuenta la 
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inclusión de  aislamientos de diferentes años y provincias, como también la asociación a casos de 

gastroenteritis (96,4%) e infecciones extra-intestinales (3,6%), estos últimos 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 analizó por técnicas de subtipificación 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 según Dalsgaard, 1996.  

 

  Tabla Nº1. Aislamientos de V. cholerae no-O1 seleccionados de Argentina (1992-2003) 

 Provincia Humano n (%) Ambiental n (%) Nº total (%) 

Salta 47 (42,3) 18 (30,5) 65 (38,2) 

Buenos Aires 23 (20,7) 6 (10,2) 29 (17,0) 

Tucumán 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) 

Córdoba 2 (1,8)  6  (10,2) 8  (4,7) 

Formosa         0 (0)          2   (3,4)     2  (1,2) 

Nº Total/país 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 

acompañados de vómitos; en 46/111 casos hubo registro de diferentes grados de deshidratación 

de leve a grave, calambres y fiebre. En cuatro casos se recuperó V. cholerae de hemocultivos, en 

pacientes inmunosuprimidos con cuadros de sepsis (tres procedentes de Buenos Aires y uno de 

Mendoza). La mayoría de los casos clínicos de los aislamientos estudiados (n=111) se registraron 

en niños menores de 5 años (72%) con un promedio de 24 meses, y el resto en adultos con un 

promedio de 40 años de edad. Las regiones con el mayor porcentaje de aislamientos incluídos en 

la selección fueron: la región Noroeste destacándose la provincia de Salta (42,3%) cuyos 

aislamientos procedían principalmente de las localidades de Tartagal, Orán, Salvador Mazza y 
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Colonia Santa Rosa, seguido de las provincias de Tucumán y Jujuy, donde se notificó la mayor 

cantidad de casos por V. cholerae no-O1 en el periodo analizado. En segundo lugar, los 

aislamientos de la región Central: representados por la provincia de Buenos Aires y de Capital 

Federal (20,7%), de Santa Fe y Córdoba. La región Oeste estuvo representada principalmente 

por aislamientos de la provincia de Mendoza (10%). 

 Como se mencionó antes, también se incluyeron en el estudio 11 aislamientos de origen humano 

(dos aislamientos de un mismo paciente con diferente fecha de recuperación de la muestra) de 

un brote que fue registrado en la ciudad de Orán, Salta, por la Dirección de Epidemiología de 

dicha  provincia entre la semana epidemiológica 52 del año 1999 a semana 2 del 2000. Los casos 

del brote fueron detectados en niños menores de 5 años de edad (desde 23 meses a 3 años) y 

en adultos (desde 33 a 56 años). Entre los pacientes afectados, ocho personas residían en seis 

fincas ubicadas a ambos lados de la ruta provincial 50, entre dos arroyos, y dos procedían de la 

ciudad de Orán, de dos barrios diferentes.  

  

 1.b.- Aislamientos de origen ambiental: 

  Los aislamientos de origen ambiental (59) provenían de diferentes fuentes: pozos de agua, 

acequias, efluentes, canales de riego, agua de río, de estuario, laguna y arroyo. Las muestras 

procedían principalmente de las provincias de la Región Noroeste: Salta, Jujuy y Tucumán (61%), 

seguido de la Región Central (25,4%): Buenos Aires (provistas en su mayoría por el Instituto 

Nacional de Investigación y Desarrollo Pesquero – INIDEP, Mar del Plata), Córdoba, Santa Fe y 

Mendoza (10,2%) (Tabla Nº1). 

 Entre los aislamientos de origen ambiental se incluyeron también los nueve aislamientos 

provenientes de muestras de agua recuperados en la investigación del brote detectado en Salta, 

Orán en el año 2000. Estos aislamientos se recuperaron de agua de pozo de las fincas (n=6), 

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

 

 1.c.- Conservación de los aislamientos: 

 Todos los aislamientos estuvieron conservados en la colección de cultivos del Servicio 

Enterobacterias del Departamento Bacteriología del INEI- ANLIS “Carlos G Malbrán”, como 

suspensión en caldo Tripticasa Soja (TSB) con 30% de glicerol a –70ºC. 

 

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

 V. cholerae no-O1 ATCC 25872 (ctxAB+), V. cholerae O1 Clásica ATCC 14035 (ctxAB+), V. 

cholerae O139 4260B (ctxAB+), RC 66 V. cholerae no-O1 (NAG-ST+), RC55 V.mimicus, cepa 

autóctona V. cholerae O1 Ogawa (ctxAB+) ST10568 y cepa control del CDC Salmonella 

Braenderup (para PFGE). Las cepas fueron gentilmente remitidas por la Dra Irma Rivera 

(Universidad de San Pablo, Brasil) y el Dr Clifford Clark (National Laboratory for Enteric 

Pathogens, Canadá).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                

 Para el ensayo en asa ligada de conejo realizado en el marco de un trabajo colaborativo con el 

Dr. Alex Saka, (Dpto Bioquímica Clínica, CIBICI, FCQ, UNC) se utilizó la siguiente cepa control: 

V. cholerae O1 biotype El Tor EP1/151 CT+ (colección V. cholerae CIBICI-CONICET).  

 

 2.- Caracterización fenotípica de los aislamientos 

 

  En base al flujograma propuesto en el marco de la RND y PTA (Sección III. Fig. Nº 1), los 

aislamientos derivados al LNR como V. cholerae de muestras fecales se sembraron en agua 

peptonada alcalina (APA) y se incubó a 37ºC de 6 a 8 hs como medio de enriquecimiento. Luego 

se sembró en medio selectivo Agar Tiosulfato Citrato sales Biliares Sacarosa (TCBS, Sección III. 

Fig. Nº2) y agar tripticasa soja (TSA). De las colonias fermentadoras características de Vibrio 

cholerae en agar TCBS, se realizaron repiques en estría de TSA para las pruebas bioquímicas. A 

partir del TSA se realizaron las pruebas bioquímicas mínimas de identificación de V. cholerae: 

fermentación de azúcares en medio Kigler o Hierro Tres Azúcares (TSI), decarboxilación de 

Lisina (LIA) e Indol del triptófano y se hizo un nuevo repique en TSA para realizar posteriormente 

pruebas bioquímicas complementarias y la serotipificación (Manual de Procedimientos. 

Aislamiento, Identificación, Caracterización de Vibrio cholerae Instituto Nacional de 

Enfermedades Infecciosas - A.N.L.I.S. “Dr. Carlos G. Malbrán”, 2010). 
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APA: 6-8 hs 37º C

Agar TCBS / TSA: 18hs 37ºC

Muestra de materia fecal en Cary Blair

V. cholerae O1, O139 o no-O1 no-O139

Flujograma de aislamiento de V. cholerae

a partir de materia fecal 

Kligler-LIA-Indol de Triptofano-Estría TSA

Oxidasa, Pruebas bioquímicas complementarias

Serotipificación O1 y O139

48-72 hs

 

  

Figura Nº1. Flujograma para el aislamiento e identificación de V. cholerae a partir de  

materia fecal. 

         

Figura Nº2. Colonias fermentadoras de sacarosa en medio TCBS, compatibles con  

V. cholerae  

 

 2.1.- Pruebas bioquímicas complementarias:  

  Se realizaron pruebas bioquímicas para la caracterización de todos los aislamientos de  
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 V. cholerae: fermentación de glucosa (Hugh y Leifson), presencia de la enzima citocromo 

oxidasa, utilización de lisina y ornitina decarboxilasa (Moeller) y arginina dehidrolasas (Thornley), 

movilidad, producción de indol del triptofano, crecimiento en ausencia y en diferentes 

concentraciones de ClNa 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 según  

Abbott et al., 2011; Tarr CL et al., 2015). 

 

 2.2.-  Identificación de serogrupo:  

  Se realizó el seroagrupamiento de todas las cepas para detección de serogrupos epidémicos, 

por aglutinación en lámina utilizando suero polivalente anti - V. cholerae O1 y suero monovalente 

anti - O139 (Instituto Nacional de Producción de Biológicos. Servicio Antígenos y Antisueros, 

ANLIS “C. G. Malbrán”). Algunos aislamientos de la selección (17 aislamientos correspondientes 

al brote de Salta y 13  aislamientos esporádicos) (Tabla Nº4, sección IV Resultados),  

caracterizados como V. cholerae no-O1 fueron enviados al Centro de Referencia Internacional en 

Japón, (National Institute of Infectious Diseases, Japón), para determinar sus serogrupos, ya que 

no se dispone en el país de los antisueros necesarios para la identificación de todos los 

serogrupos. 

  

 2.3.- Prueba de Hemólisis: 

  Los aislamientos de V. cholerae no-O1 fueron sembrados en placas de agar sangre de 

carnero al 10%, y se incubó 18-24 hs a 37ºC para determinar la presencia de halos de hemólisis.  

 

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

  Este ensayo fue realizado en el Servicio Fisiopatogenia, INEI – ANLIS “Dr. Carlos G. Malbrán” 

a fin de evaluar la expresión de la toxina CT utilizando un enzimainmunoensayo (ELISA) en todos 

los aislamientos recibidos hasta 2003. A partir de ese año la detección de CT fue reeemplazada 

por la identificación del gen ctxA por PCR y sólo se determinó la presencia de CT por ELISA en 

las cepas portadoras de ctxA. La técnica de ELISA se basa en la unión al gangliósido GM1, por 

parte de la toxina secretada al sobrenadante de cultivo. El revelado de la presencia de CT se 

realizó utilizando un suero policlonal anti-toxina en conejo, ya obtenido por el laboratorio y el 

correspondiente conjugado anti-especie.  
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 3.- Caracterización genotípica de los aislamientos – Detección de genes de virulencia por 

PCR. 

 

 3.1.- Preparación del ADN cromosómico:  

  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 µl de agua tridestilada. 

Esta suspensión fue hervida durante 10 min. y luego de una breve centrifugación (13.000 rpm, 1 -

2 min.), se empleó el sobrenadante como templado de la reacción de PCR.  

 

 3.2.- Ensayos de PCR: 

  Todos los ensayos de PCR fueron realizados utilizando como ADN templado, el ADN total 

extraído según el punto anterior. En la Tabla Nº2 se detallan los oligonucleótidos empleados 

como “primers” o cebadores y en la Tabla Nº3, las condiciones de amplificación de cada ensayo. 

Los protocolos aplicados habían sido estandarizados previamente en nuestro laboratorio o bien 

fueron implementados a partir de ensayos publicados en diferentes trabajos de investigación, 

para los cuales se ajustaron las condiciones óptimas para su aplicación en el Servicio de 

Enterobacterias, INEI – ANLIS “Dr. Carlos G. Malbrán”. 

  

Para la caracterización inicial de todos los aislamientos estudiados, se aplicó PCR como 

confirmación de las pruebas bioquímicas en la identificación de V. cholerae y para la detección 

simultánea de los genes que codifican la toxina CT y el factor de colonización TCP: se utilizó el 

ensayo de PCR - Múltiple que permite amplificar la región intergénica 16S-23S rRNA específica 

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 continuó la caracterización, con la identificación por PCR - Múltiple de los genes que codifican 

los antígenos somáticos O1 y O139 (Rivera et al., 2003) para confirmación de los resultados 

obtenidos por serología y como diagnóstico en el caso de cepas rugosas.  

 

 Además de los factores asociados a virulencia en V. cholerae O1 epidémico ctxA y tcpA alelo El 

Tor, se determinó la presencia de otros genes de virulencia descriptos en V.cholerae: hemolisina 
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hlyA alelo El Tor / Clásico, regulador toxR, citotoxina rtxA, toxina termoestable stn/o y gen 

regulador tcpI. Se aplicaron  protocolos de PCR – Múltiple para los genes asociados a virulencia: 

hlyA alelo El Tor / Clásico (Shangkuan et al., 1995), genes de la toxina termoestable y gen 

regulador del TCP: stn / tcpI (Rivera et al., 2001), genes de la isla de patogenicidad VPI-1, ald e 

int que codifican para una aldehído deshidrogenasa e integrasa (Mukhopadhyay et al., 2001; Vital 

Brasil et al., 2002); y para los genes del sistema de secreción tipo III (vcs) (González Fraga S. et 

al., 2007).  

 Los ensayos de PCR-Múltiple para V. cholerae / ctxA / tcpA alelo El Tor y PCR Múltiple para 

serogrupos O1/O139 habían sido implementados y estandarizados anteriormente en nuestro 

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

 

  En este estudio se realizó la estandarización de los ensayos de PCR incorporados para una 

completa caracterización, 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 Nº3). 

 Para aquellos aislamientos que resultaron positivos para el gen regulador del factor de 

colonización TCP, tcpI, y/o para la subunidad A de la toxina CT, ctxA; se completó la 

caracterización con la aplicación de PCR para el gen tcpA alelo Clásico y con la detección del 

gen correspondiente a la subunidad B de la toxina biotipo El Tor / Clásico (Morita et al., 2008).  

 

   Por último, en base a trabajos recientes que describieron la emergencia de la variante epidémica 

de V. cholerae O1 El Tor Híbrido en la Región de América en 2010; se implementó y estandarizó 

como parte de la vigilancia y caracterización 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 específico de los biotipos Clásico / El Tor e Híbrido,  y se aplicó además una PCR para 

confirmación de la subunidad B de la toxina de cólera (Mitra et al., 2001). También se implementó 

una PCR para identificación del gen tcpA alelo Clásico variante del factor de colonización (Rivera 

et al., 2001) a fin de completar la caracterización de los aislamientos positivos para genes de la 

isla VPI y negativos para el factor tcpA alelo El Tor (Fig. N°10, sección IV Resultados). 
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  Todos los productos de amplificación fueron analizados por electroforesis  en agarosa del 1,5 al 

2%, según el tamaño esperado de los amplicones, en buffer TAE 1X. Se realizó la tinción con 

bromuro de etidio (0,5 µg/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 Nº1 y un control de mezcla de reacción sin templado. Para 

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

 

Tabla Nº2: “Primers” o cebadores utilizados en los ensayos de PCR 

 

“Primers” secuencia de “primers” ( 5´- 3´) Amplicón (pb) Referencia 

    

VCO1-F2 CAACAGAATAGACTCAAGAA  647 ( O1 )  

VCO1-R2 TATCTTCTGATACTTTTCTAC   O1/O139 

  

VCO139-F2 TTACCAGTCTACATTGCC  741 (O139 ) (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 Clásico 

  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 

 
 
Secuencia de “primers” ( 5´- 3´)                                            
 
 
CTGAATATGAGTGGGTGACTTACG  

 
 
Amplicón (pb)           

 
 

417 

 
 
          Referencias  

 
 

rtxA 
rtxA-R GTGTATTGTTCGATATCCGCTACG       ( Chow et al., 2001 ) 

    

tcpI132-F TAGCCTTAGTTCTCAGCAGGCA  862 tcpI 

tcpI951-R GGCAATAGTGTCGAGCTCGTTA   (Rivera et al., 2001)  

    

aldA-F CTAATAGCGAAACTTCGACTG  1229 aldA 

aldA-R  AGGTGCAGTGCTTCAATTTC   (Vital Brazil et al, 2002) 

    

int-F GATAAAGAGATCAAAGCC  1200 int 

int-R ATCTGCTTCCATGTGGG   (Mukhopadhyay et al., 2001) 

 

vcsN2 – F 

 

GCAGTTGAGCCATTCCATTACAG   

 

vcs 

vcsN2 – R CGACCAAACGAGATAATGCT  500 González Fraga 

vcsV2 – F CTATTTGGCTCACTTGATGGGGC   (comunicación personal, 

vcsV2 – R GCCACATCATTGCTTGCTACC   2007) 

 

ctxB – F GGTTGCTTCTCATCATCGAACCAC  375 ctxB 

ctxB – R GATACACATAATAGAATTAAGGAT  (Mitra et al., 2001) 

 

MAMA ElTor F  ACTATCTTCAGCATATGCACATGG  186 ctxB El Tor 

MAMA ElTor R  CCTGGTACTTCTACTTGAAACA   (Morita et al., 2008) 

 

MAMA Clas F ACTATCTTCAGCATATGCACATGG  186  ctxB Clásica 

MAMA Clas R CCTGGTACTTCTACTTGAAACG   (Morita et al., 2008) 
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Tabla Nº3. Condiciones de los ensayos de amplificación por PCR para la caracterización de V. cholerae 

PCR 
Implementación 

 

“Primers” ó cebadores 
(ref. Tabla Nº2 ) 

Concentraciones en el 
Ensayo 

Condiciones de la 
reacción 

PCR Múltiple  

V. cholerae 

ctxA , tcpA El Tor 

VC F2 - VC mR1  

CT  94 F - CT 614 R  

TCP 72 F - TCP 477 F 

PCR Buffer 1 X  

Cl2Mg  2 mM  

primers  VC  0,8 µM  

CT- TCP El Tor 0,4 µM 

dntp mix  0,2  mM 

Taq DNA pol 1,25 U/25 µl   

 

2 min a 94°C, 30 ciclos  

45 seg a 94°C 

45 seg a 60°C  

45 seg a 72°C  

extensión final 10min 72°C  

PCR Múltiple 

Serogrupos O1 / O139 

VCO1 F2 - R2  

VCO139 F2 - R2  

PCR Buffer 1 X  

Cl2Mg  1,5 mM  

primers  VCO  0,4 µM 

dntp mix  0,2  mM 

Taq DNA pol 1 U/25 µl   

 

2 min a 94°C, 30 ciclos  

1 min a 94°C 

1 min a 52°C  

90 seg a 72°C  

extensión final 10 min 72°C   

PCR Múltiple gen hlyA 

(Clásico / El Tor) 

489 F, 744 F - 1184 R PCR Buffer 1 X  

Cl2Mg  2 mM  

primers  hly  0,8 µM 

dntp mix  0,2  mM 

Taq DNA pol 0,75 U/25 µl   

 

2 min a 94°C, 30 ciclos  

1 min a 94°C 

1 min a 60°C  

1 min a 72°C  

extensión final 10 min 72°C   

PCR gen toxR toxR101 F  - 837 R PCR Buffer 1 X  

Cl2Mg  1,5 mM  

primers  toxR  0,8 µM 

dntp mix  0,2  mM 

Taq DNA pol 0,625 U/25 µl   

 

2 min a 94°C, 30 ciclos  

1 min a 94°C 

1 min a 60°C  

1 min a 72°C  

extensión final 10 min 72°C 

   

PCR gen rtxA rtxA F - rtxA R PCR Buffer 1 X  

Cl2Mg  1,5 mM  

primers   rtxA  0,8 µM  

dntp mix  0,2  mM 

Taq DNA pol 1U/25 µl   

2 min a 94°C, 30 ciclos  

1 min a 94°C 

1 min a 55°C  

1 min a 72°C  

extensión final 10min 72°C  

 

PCR Múltiple 

para los genes tcpI / stn 

  stn 67 F - 194 R 

tcpI132 F -  951 R 

 

 

 

 
 

PCR Buffer 1 X  

Cl2Mg  1,5 mM  

primers    tcpI 0,4 µM  

                stn  0,6 µM 

dntp mix  0,2  mM 

Taq DNA pol 1U/25 µl   

2 min a 94°C, 30 ciclos  

1 min a 94°C 

1 min a 55°C  

1 min a 72°C  

extensión final 10min 72°C  
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PCR 

Implementación 

 

“Primers” ó cebadores 

(ref. Tabla Nº2 ) 

Concentraciones en el 

Ensayo 

Condiciones de la 

reacción 

PCR vcs 

sistema de secreción tipo III  

vcsN2  F - vcsN2 R  

vcsV2  F -  vcsV2 R 

PCR Buffer 1 X  

Cl2Mg  2 mM  

primers  vcs 0,3 µM  

dntp mix  0,2  mM 

Taq DNA pol 1U/25 µl   

 

2 min a 94°C, 30 ciclos  

1 min a 94°C 

1 min a 52/ 55°C  

2 min a 72°C  

extensión final 10min 72°C  

PCR detección de los genes  

aldA e int  

int  R - int  F  

aldA F -  aldA R 

PCR Buffer 1 X  

Cl2Mg  1,5 mM  

primers   int 0,8 µM  

               ald 1 uM 

dntp mix  0,2  mM 

Taq DNA pol 0,625/25 µl   

 

2 min a 94°C, 30 ciclos  

1 min a 94°C 

1 min a 53°C  

1 min a 72°C  

extensión final 7min 72°C   

    

PCR 

Estandarización 

“Primers” ó cebadores 

(Tabla  Nº2) 

Concentraciones en el 

Ensayo 

Condiciones de la 

reacción 

 

PCR tcpA alelo Clásico 

 

tcpA F -  tcpA clásica R  

 

PCR Buffer 1 X  

Cl2Mg  2 mM  

primers  tcpA 0,25 µM  

dntp mix  0,2  mM 

Taq DNA pol 1U/25 µl   

 

 

2 min a 95°C, 30 ciclos  

1 min a 95°C 

1 min a 60°C  

1 min a 72°C 

 extensión final 10min 72°C   

 

PCR gen ctxB 

 

ctxB F - ctxB R 

 

 

PCR Buffer 1 X  

Cl2Mg  1,5 mM  

primers  ctx B 0,5 µM  

dntp mix  0,2 mM 

Taq DNA pol 1U/25 µl   

 

 

2 min a 94°C, 30 ciclos  

1 min a 94°C 

1 min a 55°C  

2 min a 72°C  

extensión final 10min 72°C  

 

PCR – MAMA 

subunidad  B de CT 

específica de biotipo  

El Tor / Clásico 

 

ctxB F - ctxB R   

El Tor / Clásico  

 

PCR Buffer 1 X  

Cl2Mg  2 mM  

primers  ctxB 0,25 µM  

dntp mix  0,2  mM 

Taq DNA pol 0,75U/20 µl   

 

 

2 min a 96°C, 30 ciclos  

10 seg. a 96°C 

10 seg. a 55°C  

30 seg. a 72°C  

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

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

  

   Este ensayo fue realizado por el Dr. Alex Saka, en el marco de un trabajo colaborativo, en  el 

Departamento de Bioquímica Clínica, CIBICI-CONICET, FCQ, UNC. Se realizó en una selección 

de aislamientos de origen humano y ambiental de diferentes perfiles genotípicos asociados a 

virulencia determinados por PCR (n= 30). El ensayo permitió determinar la acumulación de fluído 

(ml/cm) en asa ligada de conejo luego de inocular los sobrenadantes de los cultivos estudiados, 

como una medida del potencial enterotóxico (Bidinost et al., 2004) de los aislamientos 

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

 

 5.- Evaluación de la diversidad genética mediante el análisis de polimorfismo de 

macrorestricción por eletroforesis en campo pulsado (PFGE). 

  Al comienzo de este trabajo se determinó la diversidad genética de los 170 aislamientos en 

estudio aplicando el protocolo de PFGE para V. cholerae según Dalsgaard et al., 1996. En el año 

2006, se aprobó el protocolo estandarizado para la subtipificación 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 aplicó el protocolo de PulseNet en los 

aislamientos recibidos prospectivamente y  en una selección de los aislamientos de V. cholerae 

no-O1 del presente trabajo, incluyendo las mismas cepas con diferentes perfiles genotípicos 

estudiadas para la determinación de potencial enterotoxigénico (n= 30); esta selección 

comprendió aislamientos clínicos y ambientales de casos esporádicos y del brote detectado en 

Salta. 

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

  Se aplicó en los 170 aislamientos del estudio a partir de cultivos bacterianos incubados en 

TSA durante 18-24hs a 37ºC. Se ajustó la DO (610 nm) a un valor de 5 en un volumen final de 

200µl en buffer Tris-EDTA 100mM. A esa suspensión bacteriana se le agregó 10 µl de proteinasa 

K (20mg/ml) y se procedió a la inclusión en bloques de agarosa al 1,2% (agarosa “Seakem 

Gold”). Los bloques de ADN (“plugs”) fueron preparados mezclando partes iguales de suspensión 

bacteriana y agarosa. Posteriormente fueron sometidos a la lisis con proteinasa K en un baño de 
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agua a 55ºC  y luego de los lavados, los “plugs” fueron cortados y sometidos a digestión 

enzimática con la enzima de restricción NotI (25 U/plug) incubando de 18 a 24hs a 37ºC.  

 Se utilizó 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 ºC, Ang.: 120 º, Int.: 5,5 Volts/cm. Duración total: 27 hs. 

5.2.- PFGE con la primera enzima SfiI y como segunda enzima NotI, según el protocolo 

estandarizado de la Red PulseNet – CDC, 2006.  

  Se aplicó en la selección de aislamientos (n= 30) que fue ensayada para asa ligada de conejo 

en el punto 4. Brevemente, según el protocolo estandarizado, a partir de  los cultivos puros de V. 

cholerae no-O1 en fase estacionaria se ajustó la DO a 0,9 a 610nm para su inclusión en los 

bloques de agarosa y las condiciones especificadas según Cooper, 2006. Se realizó la digestión 

enzimática con SfiI (40 U a 50ºC, 18-24 hs) para los 30 aislamientos y con NotI (30 unidades a 

37ºC, 18-24 hs) para aquellos aislamientos que mostraron perfiles de PFGE idénticos con SfiI. 

 Se utilizó la cepa Salmonella Braenderup como cepa estándar 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, versión 4.6).  

 

 Las condiciones de electroforesis fueron: 

 Bloque1. Switch-time: 2 seg. - 10 seg (13 hs). 

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

 Temp.: 14 ºC, Ang.: 120 º, Int.: 6 Volts/cm. Duración total: 19 hs  

 Las corridas electroforéticas se realizaron en una unidad CHEF DR III (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 tiñó con bromuro de etidio (0,5 µg/ml) durante 30 min., 

se decoloró con agua destilada y se fotografió usando una cámara equipada con el filtro 

adecuado (Gel Doc, Bio Rad). Posteriormente se realizó el análisis de los perfiles electroforéticos 

con el software BioNumerics. 

 6.- Análisis de los datos: 

  

  6.1.- Análisis e interpretación de los patrones electroforéticos obtenidos por PFGE 

  

  A partir del número de bandas compartidas entre pares de perfiles de PFGE se construyeron 

dendogramas de relación genética aplicando el coeficiente de similitud de Dice, y el análisis de 

Método de Grupo por Pares no Balanceados (UPGMA). Para esto se utilizó el  software  

BioNumerics (Applied Maths). Al comienzo del estudio se tomó como patrón de estandarización al 

marcador de peso molecular Lambda Ladder PFGE Marker y se realizaron los análisis en forma 

visual. Más tarde, luego de la incorporación de los protocolos estandarizados de la Red PulseNet, 

se aplicó para el análisis de los geles realizados el protocolo correspondiente a V. cholerae, con 

1,5 % tolerancia y 1,5 % de optimización. 

 Para la interpretación de la relación genética, no existen criterios universales, aunque ha sido 

propuesta por Tenover, en 1995 una guía para la interpretación de patrones de PFGE, la cual se 

puede aplicar para el estudio de brotes, en un número discreto de aislamientos (hasta 30) 

recolectados en períodos de uno a tres meses, siempre que el método resuelva al menos 10 

fragmentos diferentes. Aplicando estos criterios, se pueden definir cuatro categorías de relación 

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 más 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 período de tiempo (1992-2003) en diferentes regiones 

de Argentina, se consideraron los criterios de Tenover en el presente estudio sólo para el análisis 

de los aislamientos relacionados a una sospecha de brote, recuperados en Orán, Salta, en 
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diciembre 1999 a enero del 2000 y para los aislamientos clínicos esporádicos y ambientales con 

una relación temporo-espacial cercana. 

 

6.2.- Análisis estadístico de los datos 

 

  La prueba del chi-cuadrado χ2 Estadística no paramétrica fue aplicada en el análisis de los 

perfiles genotípicos determinados por PCR en los aislamientos de origen humano y ambiental. 

(Capriglioni C., 2005) 

 El análisis ANOVA-Tukey Kramer realizado en la  Facultad Ciencias Químicas, Córdoba; se  

aplicó en el análisis de la acumulación de fluído en asa ligada de conejo con respecto a los 

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

 

 IV.-  Resultados 

    

 1.- Identificación y caracterización feno-genotípica de los aislamientos  

   

  La mayoría de los aislamientos estudiados de origen humano y ambiental fueron identificados 

fenotípicamente como V. cholerae, con resultados negativos para producción de CT por ELISA - 

GM1 y presentaron las mismas características genotípicas por PCR: 168/170 (98,8%) fueron 

identificados como V. cholerae ctxA (-) tcpA alelo El Tor (-), es decir que no poseían los genes 

que codifican para la toxina CT ó el factor de colonización TCP alelo El Tor y pertenecían a 

los serogrupos no-O1 no-O139 confirmado por PCR (Fig. Nº3 y Nº4). Entre las excepciones, se 

encontraron: un aislamiento de origen humano proveniente de Salta, Tartagal NºST2761 (aislado 

el 10-02-93) perteneciente al serogrupo O139, ctxA (-) tcpA (-), y un aislamiento de origen 

ambiental (agua de una acequia), cepa NºJ31W proveniente de Humahuaca, Jujuy (12-04-00) 

que resultó positivo para CT por ELISA (con un valor de 1,5 ng/ml de concentración de CT, menor 

respecto al control positivo V. cholerae O1 Ogawa CT+ que presentó 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. Nº3 y Nº4) (Tablas Nº5 y Nº6).  
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                             1   2  3  4  M  6  7  8 

 

 Figura Nº3. PCR- Múltiple V. cholerae 16S-23S rRNA, tcpA El Tor, ctxA 

 Calles 1 a 2: aislamientos de V. cholerae no-O1 Me160,  SO149 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 Clásica ATCC 14035 (ctxAB). M: marcador de peso molecular 100 pb 

DNA Ladder. 

 

  

 

 

  

 

 

 

 

 Figura Nº4. PCR- Múltiple O1/O139 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-O1 SO47W y J31W de origen ambiental, procedentes de diferentes provincias de Argentina; 

calle 6: control positivo V. cholerae O1 Clásico ATCC14035, calle 7: control positivo V. cholerae O1 

Clásico El Tor O425, calle 8: aislamiento V. cholerae serogrupo O139 ST2761, calle 9: aislamiento de V. 

cholerae O1 El Tor ST 10568 (control O1), calle 10: mezcla de reacción, M: marcador de peso molecular 

100 pb DNA Ladder. 

   

 

 
1     2    3   4    5    6    7    8   9    10   M  

741 pb O139 

 647 pb O1 

564 pb ctxA 

451 pb tcpA El Tor 
3 300 pb 

   V. cholerae 

V 
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  Entre los aislamientos de V.cholerae no-O1 seroagrupados en Japón por Shimada y 

colaboradores se identificaron los siguientes serogrupos: O2, O47, O109 y O75 correspondientes 

a casos de diarrea de pacientes procedentes de distintas provincias (Salta, Santa Fe y Buenos 

Aires); serogrupos O83, O2, O111 y O36, en 4 aislamientos recuperados de hemocultivo de 

pacientes con sepsis (Buenos Aires y Mendoza); y O6 (n=2), O96, O52 y O78 correspondientes a 

4 aislamientos ambientales del estuario del Río de la Plata y un aislamiento de un pozo de agua 

de Santa Fe. Los aislamientos recuperados durante el brote ocurrido en Orán en el año 2000 

presentaron 13 serogrupos diferentes entre 17 seroagrupados (Tabla Nº4). 
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Tabla Nº4. Serogrupos identificados en aislamientos de V. cholerae no-O1 esporádicos  

y del brote de Orán, año 2000 (Shimada et al.) 

Aislamientos esporádicos 

Nombre de Aislamiento Serogrupo Origen Fecha Provincia Clínica

2E 1 O96 Ambiental 2003 Buenos Aires

13E 1 O6 Ambiental 2003 Buenos Aires

102E 4 O52 Ambiental 2003 Buenos Aires

103E 4 O6 Ambiental 2003 Buenos Aires

BA94407(35H) O83 Humano 2001 Buenos Aires sepsis

BA115018 (Cirillis) O111 Humano 2002 Buenos Aires sepsis

CF1290(36H) O2 Humano 2002 Buenos Aires diarrea con sangre

CF1341(37H) O47 Humano 2002 Buenos Aires diarrea

CF17170 O36 Humano 2002 Buenos Aires sepsis (inmunosuprimido)

SF Torres/W (17W) O78 Ambiental 1996 Santa Fe

M545 O2 Humano 1993 Mendoza sepsis, deshidratación

ST1400 O109 Humano 1992 Salta diarrea

R3 O75 Humano 1993 Santa Fe diarrea

Aislamientos del brote

SGBarco O2 Humano 2000 Salta diarrea acuosa

SO34 O37 Humano 2000 Salta diarrea acuosa

SO1272 O94 Humano 2000 Salta diarrea acuosa

SO1285 O48 Humano 2000 Salta diarrea acuosa

SO97 O8 Humano 2000 Salta diarrea acuosa

SO149* O49 Humano 2000 Salta diarrea acuosa

SO207 O48 Humano 2000 Salta diarrea acuosa

SO219 O104 Humano 2000 Salta diarrea acuosa

SO283* O49 Humano 2000 Salta

SO19/W O48 Ambiental 2000 Salta

SO28/W O14 Ambiental 2000 Salta

SO39/W O53 Ambiental 2000 Salta

SO41/W O27 Ambiental 2000 Salta

SO42/W O105 Ambiental 2000 Salta

SO47/W O37 Ambiental 2000 Salta

SO49/W O27 Ambiental 2000 Salta

SO60/W O4 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 Nº6). 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 presentó un solo fragmento amplificado, 481 pb compatible 

con otros alelos (Fig. Nº5). Todas las cepas fueron analizadas fenotípicamente en un medio de 

agar-sangre de carnero al 10%, y se determinó la expresión de la hemolisina en el 100% de los 

aislamientos. 
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    ET/Clásico 783/727 pb 
      El Tor 481 pb 

 

   Figura Nº5. PCR - Múltiple para detección del gen hlyA (Clásico 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 Clásico ATCC 14035, calle 12: mezcla de reacción, 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 expresión fenotípica de CT y TCP (Fig. Nº6), y del gen de la 

citotoxina rtxA en las cepas humanas (96,4%) y ambientales (96,6%) (Tabla Nº5 y Nº6).  

 

 

 

  

 

  

 

 

  

 Figura Nº6. PCR para detección del gen regulatorio toxR 

 Calles 1 a 4: aislamientos de V. cholerae no-O1 CF17170, M3, M545, M160  de origen humano  y calle 5 

V. cholerae no-O1 SO47W ambiental procedentes de Argentina; calle 6: control positivo V. cholerae O1 

Clásico ATCC 14035, calle 7: mezcla de reacción, M: marcador peso molecular 100 pb DNA Ladder. 

 

ET/Clásico 783/727 bp

El Tor 481 bp

1   2   3   4   5   6   7   8   9  10 11 12 M

ET/Clásico 783/727 bp

El Tor 481 bp

1   2   3   4   5   6   7   8   9  10 11 12 M

1   2   3   4   5   6   7   M

toxR 779 bp

1   2   3   4   5   6   7   M

toxR 779 bp



     

49 

 

  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 Nº6): en 

tres casos clínicos esporádicos (Buenos Aires y Salta) y en siete aislamientos del ambiente (Río 

Pilcomayo, Formosa; agua de pozo de fincas de Salta, y de canales y ríos de Córdoba (Río San 

Marcos, Suquía, Villa Dolores) (Fig. Nº7).  

 

 Además, se investigó la presencia del gen tcpI  como una forma de evaluar la presencia de la isla 

de patogenicidad VPI. Este gen se identificó en 10 aislamientos (5,9%): seis de casos clínicos (3 

de Mendoza y 3 del brote de Salta) y cuatro del medio ambiente (2 de agua de canales de 

Córdoba, uno de pozo de fincas de Salta, y un aislamiento de una acequia de Jujuy que además 

fue portador del gen ctxA, cepa J31W) (Fig. Nº7) (Tabla Nº6). Todos los aislamientos tcpI 

positivos, resultaron portadores de los genes aldA e int, también pertenecientes a la isla VPI, 

mientras que el resto de los aislamientos analizados mostró resultados negativos en la 

amplificación de estos genes. 

 

 

 

  

 tcpI 862 pb     

 

           stn/o 167 pb  

               

 Figura Nº 7. PCR - Múltiple para detección de los genes tcpI / 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 tcpI (+) 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 caracterización genotípica para genes asociados a virulencia de V. cholerae en los aislamientos de V. cholerae no-

O1 analizados mostró un alta prevalencia de los genes hly, toxR y rtxA (entre 95,9% al 100%) y baja frecuencia de los genes ctxA, stn y 

tcpI (entre 0,6% y 5,9%) (Fig. Nº8). 
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       Figura Nº8. Frecuencia (%) de genes asociados a virulencia en aislamientos de V. cholerae no-O1 (n=170) 

 

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

ambiental  (Tabla Nº5), tanto para los genes de mayor prevalencia –hlyA, toxR y rtxA- como para los que se encontraron en baja 

frecuencia –tcpI, stn/o-, mientras que ctxA solamente se encontró en una cepa de origen ambiental.  
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  Tabla Nº5. Distribución de genes de virulencia en aislamientos de V. cholerae no-O1 de origen humano y ambiental 

Tabla Nº2 1Frecuencia de genes de virulencia en aislamientos de V. cholerae no-O1 
a partir de origen cl ínico y ambient .

Nº de aislamientos  n; ( %)

Resultados PCR Origen clínico 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)

tcpI+ 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 análisis de la distribución de los perfiles genotípicos de acuerdo al origen humano /ambiental para el perfil prevalente  

 V. cholerae hlyA, toxR, rtxA  resultó 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 resultó 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 x2, p > 0,05.; el valor de 0,05 es un 

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

 

       Tabla Nº6. Distribución de perfiles genotípicos en aislamientos de V. cholerae no-O1 de acuerdo al origen clínico o ambiental 

Gen de virulencia Nº aislamientos

n; (%)

Origen

n;  (%)

hlyA rtxA stn tcpI tcpA ctxA H A

+ + + - - - - 141; (82,9) 97; (87,3) 44; (74,6)

+ + + + - - - 10; (5,9) 3; (2,7) 7; (11,8) 

+ + + - + - - 9 ; (5,3) 6; (5,4) 3; (5,1)

+ - - - - - - 4 ; (2,4) 2; (1,8) 2; (3,4)

+ - + - - - - 3 ; (1,8) 1; (0,9) 2; (3,4)

+ + - - - - - 2 ; (1,2) 2; (1,8) 0; (0)

+ + + - + - + 1 ; (0,6) 0; (0) 1; (1,7)

H: Humano, A: Ambiental

VG
VG 1       
VG 2          
VG 3
VG 4
VG 5         
VG 6

VG 7

Genotipo

toxR
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  Al analizar los perfiles genotípicos obtenidos entre los aislamientos de V. cholerae no-O1, se observó el perfil prevalente  

 V. cholerae hlyA, toxR, rtxA referido como VG1 con una fecuencia de 82,9% distribuído ampliamente en diferentes provincias del 

país en el período de estudio (1992 - 2003). Los demás perfiles genotípicos (VG2 a VG7) se encontraron en un bajo número de 

aislamientos, entre 0,6 y 5,9% de frecuencia y en diferentes provincias (Fig. Nº9, Tabla Nº7). 

 

  

82,9

5,9 5,3
2,4 1,8

1,2
0,6

Figura 1. Distribución de perfiles genotípicos  (%) en  aislamientos de V. cholerae no-O1 

VG1: hlyA+ rtxA+ toxR+ 

VG2  hlyA+ rtxA+ toxR+ stn+

VG3  hlyA+ rtxA+ toxR+  tcpI+

VG4 hlyA+ 

VG5  hlyA+ rtxA+

VG6  hlyA+ toxR+ 

VG7 hlyA+ rtxA+ toxR+ tcpI+ ctxA+

 

    

   Figura Nº9. Frecuencia  de perfiles genotípicos (%) en aislamientos de V. cholerae no-O1 en Argentina.  

   VG1 - VG7: genotipos de virulencia de Vibrio  cholerae N=170 
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Tabla Nº7. Distribución de los perfiles genotípicos de virulencia de V. cholerae no-O1 en diferentes provincias (1992 - 2003). 

Origen  / Nº aisl. Fecha Lugar de aislamiento, Provincia*  ( Nº de aislamiento ) Perfil genotípico por PCR:

Humano Nº = 97 SA (40),  BA (21), TU (16),  SFE (7), MZA (6), JU (5), CBA (2)
1992 - 2003

Ambiental Nº = 44         SA (13), JU (10),  TU (6),  BA (5), MZA (6), SFE (3), FOR (1)

Nº Total = 141

Humano Nº = 3 1993 - 1994 SA (2), BA (1)
VG2: Vch hlyA+ rtxA+ toxR+ stn+

Ambiental Nº = 7 1992 - 2000 CBA (4), SA (2), FOR (1)

Nº Total = 10

Humano Nº =  6 1995 - 1996 - 2000 MZA (3), SA (3),

Ambiental Nº = 3 1992 - 2000 CBA (2), SA (1)

Nº Total = 9

Humano Nº =  2 1993 - 1995 TU (1), SA (1),

Ambiental Nº = 2 1995 - 1996 SA (1), JU (1)

Nº Total = 4

Humano Nº = 1 2000 MZA (1)

Ambiental Nº = 2 1993 - 1998 SA (1), BA (1)

Nº Total = 3

Humano Nº= 2 1996 - 2000 SA (1), BA (1)

Nº Total = 2

Ambiental Nº= 1 2000 JU (1) 

Nº Total = 1

Total Humano Nº = 111

Total Ambiental Nº = 59

Nº Total = 170

* Provincia: SA Salta;  BA Buenos Aire; TU Tucumán; SFE Santa Fe;  MZA Mendoza;  JU Jujuy; CBA Córdoba; FOR Formosa.

VG1: Vch hlyA+ rtxA+  toxR+ 

VG3: Vch toxR+ hlyA+ rtxA+ tcpI+

VG1, VG2, VG3, VG4, VG5, VG6 

VG4: Vch hlyA+ toxR- rtxA-

VG5: Vch hlyA+ toxR- rtxA+ 

VG7: Vch tcpA- ctxA+hlyA+ toxR+  rtxA+ tcpI+ 

VG6: Vch hlyA+ toxR+ rtxA-
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  Se continuó con la caracterización de los aislamientos que resultaron V. cholerae no-O1 tcpI 

y/o ctxA: 

 Entre los 10 aislamientos de V. cholerae no-O1 tcpI (+) negativos para tcpA alelo El Tor (-) 

recuperados tanto de casos esporádicos (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 Nº7); un total 

de 5 resultaron positivos para el gen tcpA alelo Clásico (2 casos asociados al brote de Salta, 2 

casos de Mendoza y uno ambiental de Jujuy que además resultó ctxA (+) (Fig. Nº10). 

 

 

 

 

 

 tcpA alelo Clásico    

 620 pb 

 

  

 Figura Nº10. PCR tcpA alelo Clásico 

 Calle 1: V. cholerae O1 Ogawa ctxAB 108/13, calle 2: V. cholerae no-O1 109/13, calle 3: V. cholerae no-

O1  92 tcpI (+), calle 4: V. cholerae no-O1  95 tcpI (+), calle 5: V. cholerae no-O1 Me11844 tcpI (+) , calle 

6: V. cholerae no-O1 Me160 tcpI (+) , calle 7: V. cholerae no-O1 Me3 tcpI (+) , calle 8: V. cholerae no-O1 

SO149 tcpI (+) , calle 9: V. cholerae no-O1 SO34 tcpI (+) , calle 10: V. cholerae CDC 105, M: marcador de 

peso molecular 100 pb, calle 11: control V. cholerae O139 , calle 12: control V. cholerae O1 Clásico 14035, 

calle 13: V. cholerae O139 2761, calle 14: V. cholerae no- O1 J31W tcpI (+) ctxAB, calle 15: control de 

reactivos, M: marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder. 

   

 Se implementó y estandarizó el protocolo de PCR - MAMA para caracterización de los genes 

para la subunidad B de la toxina El Tor/Clásico con controles positivos para  V. cholerae O1 

biotipo El Tor y Clásico; y controles negativos (Fig. Nº11.1). 

 

 

 

 

1    2    3   4     5   6   7    8    9  10   M  11 12  13  14  15  M1    2    3   4     5   6   7    8    9  10   M  11 12  13  14  15  M
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    186 pb                                                              186 pb  

 CT biotipo El Tor                 CT biotipo Clásico 

  

 Figura Nº11.1. PCR - MAMA subunidad B de ctx específica de biotipo El Tor / Clásico de V. cholerae 

 Calle 1: control V. cholerae O1 O425 Clásico ctxA (+) , calle 2: V. cholerae O1 Ogawa ST10568 ctxA(+), 

calle 3: control V. cholerae O1 CDC ctxA (+), calle 4: control V. cholerae O1 ctxA (+) Clásico14035, calle  

5: control V. cholerae no-O1 ctxA (-), M: marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder, calle 6: control 

V. cholerae O1 O425 ctxA (+) Clásico , calle 7: V. cholerae O1 Ogawa ST 10568 ctxA (+) El Tor , calle 8: 

control V. cholerae O139 ctxA (+), calle 9: control V. cholerae no-O1 ctxA (-), calle 10: control de reactivo. 

  

 Posteriormente, se aplicó este protocolo en el único aislamiento que resultó positivo para ctxA (+) 

tcpA alelo Clásico (+) cepa Nº J31W de origen ambiental que resultó portadora de ctxB alelo 

Clásico, similar a la cepa control V. cholerae O1 ctxA (+) Clásico 14035 y otros aislamientos de la 

colección de cultivos V. cholerae ctxA (+) (Fig. Nº11.2). 

                            M    1    2   3    4    5    6    7    8    9 

 

  

 

         

 186pb ctxB    

   

 

 Figura Nº11.2. PCR - MAMA subunidad B de la toxina ctx biotipo Clásico 

 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 O139 ctxA (+), calle 5: control V. cholerae O1 ctx A (+) 14035 Clásico, 

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 (+) Clásico.  

PCR- MAMA CT  El Tor /  Clasica

Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% PCR:
Calle 1:  V. cholerae O1 Clásica O425    , calle 2:  Vcholerae O1  El Tor ST  10568    , calle3::  V 

cholerae O1 El Tor Chaco 2005 ; calle 4:   V cholerae no- O1     .calle M : marcador de peso 

molecular;  calle 6:  V. cholerae O1 Clásica O425    , calle 7:  V. cholerae O1  El Tor ST 10568    

, calle 8:, V cholerae O1 El Tor Chaco 2005 ; calle 9:   V cholera no- O1     .calle 10. Control de 

reactivo.
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cholerae O1 El Tor Chaco 2005 ; calle 4:   V cholerae no- O1     .calle M : marcador de peso 

molecular;  calle 6:  V. cholerae O1 Clásica O425    , calle 7:  V. cholerae O1  El Tor ST 10568    

, calle 8:, V cholerae O1 El Tor Chaco 2005 ; calle 9:   V cholera no- O1     .calle 10. Control de 
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  Entre los aislamientos del brote ocurrido en Salta (11 de origen humano y 9 ambientales), se 

determinó que todos fueron negativos para los genes ctxA, tcpA alelo El Tor y para los 

serogrupos O1/O139. Todos los aislamientos fueron portadores de los genes rtxA, toxR y hlyA 

correspondiente a la hemolisina de V. cholerae biotipo El Tor. Con respecto al gen tcpI, 4 

aislamientos fueron portadoras de dicho gen (tres de origen humano y uno de agua de pozo de 

una finca), siendo los mismos aislamientos además portadores de los genes aldA (+) e int (+); y 

2/4 resultaron tcpA alelo Clásico. Sólo 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 tcpI o stn fueron: O37 (tcpI), O49 (tcpI), O2 (tcpI), O14 (stn), O105 (tcpI) y 

O37 (stn) (Tabla Nº8). 
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Tabla Nº8. Distribución de factores de virulencia y serogrupos de aislamientos de V. cholerae no-O1 del brote de Salta 

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

   Vc (16S-23S) ctxA tcpA El Tor    toxR hlyA Clas/ELTor rtxA stn tcpI 

SO1272 Humano O94 ( + ) ( - ) ( - ) ( + )         ( + ) El Tor ( + ) ( - ) ( - ) 

SO34 Humano O37 ( + ) ( - ) ( - ) ( + )         ( + ) El Tor ( + ) ( - ) ( + ) 

SO1285 Humano O48 ( + ) ( - ) ( - ) ( + )         ( + ) El Tor ( + ) ( - ) ( - ) 

SO63 Humano ND ( + ) ( - ) ( - ) ( + )         ( + ) El Tor ( + ) ( - ) ( - ) 

SO97 Humano O8 ( + ) ( - ) ( - ) ( + )         ( + ) El Tor ( + ) ( - ) ( - ) 

SO149* Humano O49 ( + ) ( - ) ( - ) ( + )         ( + ) El Tor ( + ) ( - ) ( + ) 

SO207 Humano O48 ( + ) ( - ) ( - ) ( + )         ( + ) El Tor ( + ) ( - ) ( - ) 

SO219 Humano O104 ( + ) ( - ) ( - ) ( + )         ( + ) El Tor ( + ) ( - ) ( - ) 

SO283* Humano O49 ( + ) ( - ) ( - ) ( + )         ( + ) El Tor ( + ) ( - ) ( + ) 

ST20888 Humano ND ( + ) ( - ) ( - ) ( + )         ( + ) El Tor ( + ) ( - ) ( - ) 

SO222 Humano ND ( + ) ( - ) ( - ) ( + )         ( + ) El Tor ( + ) ( - ) ( - ) 

SGBarco Humano O2 ( + ) ( - ) ( - ) ( + )         ( + ) El Tor ( + ) ( - ) ( + ) 

SO19W Ambiental O48 ( + ) ( - ) ( - ) ( + )         ( + ) El Tor ( + ) ( - ) ( - ) 

SO28W Ambiental       O14 ( + ) ( - ) ( - ) ( + )         ( + ) El Tor ( + ) ( + ) ( - ) 

SO30W Ambiental ND ( + ) ( - ) ( - ) ( + )         ( + ) El Tor ( + ) ( - ) ( - ) 

SO39W Ambiental O53 ( + ) ( - ) ( - ) ( + )         ( + ) El Tor ( + ) ( - ) ( - ) 

SO41W Ambiental O27 ( + ) ( - ) ( - ) ( + )         ( + ) El Tor ( + ) ( - ) ( - ) 

SO42W Ambiental O105 ( + ) ( - ) ( - ) ( + )         ( + ) El Tor ( + ) ( - ) ( + ) 

SO47W Ambiental O37 ( + ) ( - ) ( - ) ( + )         ( + ) El Tor ( + ) ( + ) ( - ) 

SO49W Ambiental O27 ( + ) ( - ) ( - ) ( + )         ( + ) El Tor ( + ) ( - ) ( - ) 

SO60W Ambiental O4 ( + ) ( - ) ( - ) ( + )         ( + ) El Tor ( + ) ( - ) ( - ) 

 
 

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

V. cholerae no-O1 por perfil genotípico 

    

  En la Tabla Nº9 se presentan los resultados de los 30 aislamientos de V. cholerae no-O1 

seleccionados para este ensayo: se analizaron cepas con diferentes perfiles genotípicos de 

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

 

  Las cepas de V. cholerae no-O1 estudiadas fueron capaces de inducir acumulación de fluído 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 tcpI + o stn+, no se encontraron diferencias significativas entre los diferentes 

perfiles genéticos identificados (análisis ANOVA-Tukey Kramer realizado por FCQ, Córdoba). 

  El aislamiento NºJ31W ctxA (+) tcpI (+) tcpA alelo Clásico (+) mostró 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 producción de CT por parte de esta cepa, en comparación a 

aislamientos de V. cholerae O1 causantes de cólera.  

 Entre los 30 aislamientos de V. cholerae no-O1, 6 fueron caracterizados como portadores del 

sistema de secreción tipo III (V2N2) (González Fraga, 2010), que mostraron valores variables de 

acumulación de fluido en asa ligada de conejo, entre 0,38 y 1,42 ml/cm (Tabla Nº9). 

 Como se mencionó antes, todos los aislamientos fueron además productores de hemolisina, que 

también podría influir en la acumulación de fluídos, en la Tabla Nº9 se detallan los grados de 

hemólisis en agar sangre (con halo y grado débil + a fuerte +++). 
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 Tabla Nº9 . Caracterización del potencial enterotóxico  en una selección de  aislamientos de V. cholerae no-O1  de Argentina (1992-2003)

Cepa Serogrupo Fecha de Provincia Perfil genotípico  por PCR

aislamiento ( V. cholerae, ctxA, rtxA, toxR, hly, tcp I y V2N2 )

(mm) Valor AF (ml/cm) DS

BA312 no-O1 07-03-94 Buenos Aires V. cholerae toxR rtxA hly ( ET) stn V2N2 3,9 +++ 1,42 ±0,22

BA115018 (Cirillis) O111 01-04-02 Buenos Aires V. cholerae toxR rtxA hly (ET1)  3,7 +++ 1,27 ±0,27

CF17170 O36 02-04-02 Buenos Aires V. cholerae toxR  hly  (ET)  4,9 +++ 1,65 ±0,06

Me1338 no-O1 05-06-00 Mendoza V. cholerae  rtxA hly (ET) V2N2 1,23 + 1,01 ±0,09

M545 O2 11-05-93 Mendoza V. cholerae toxR rtxA hly  (ET)  0,43 + 0,40 ±0,32

ME3 no-O1 20-01-95 Mendoza V. cholerae toxR rtxA hly  (ET) tcp I  V2N2  0,67 + 0,38 ±0,18

ME160 no-O1 20-01-95 Mendoza V. cholerae toxR rtxA hly  (ET1) tcp I    1,4 + 1,29 ±0,18

ME11844 no-O1 06-02-96 Mendoza V. cholerae toxR rtxA hly  (ET1) tcp I    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 ±0,39

R3 O75 12-05-93 Santa Fe V. cholerae toxR rtxA hly  (ET1)   4,23 +++ 0,61 ±0,44

T6189 no-O1 10-12-93 Tucumán V. cholerae  hly (ET1) V2N2 4,1 +++ 0,82 ±0,58

T347 no-O1 02-01-03 Tucumán 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)  tcp I  V2N2 1,96 ++ 0,72 ±0,27

ST5162 no-O1 26-11-93 Salta V. cholerae toxR rtxA hly (ET) stn 1,1 + 1,04 ±0,53

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 (ET1)   1,76 ++ 0,10 ±0,38

SSR536 no-O1 29-12-97 Salta V. cholerae toxR rtxA hly (ET)   4,6 +++ 0,51 ±0,22

SO34 O37 06-01-00 Salta V. cholerae toxR rtxA hly  (ET) tcp I  V2N2 1,67 ++ 0,89 ±0,21

SO63 no-O1 07-01-00 Salta V. cholerae toxR rtxA hly  (ET)   1,73 ++ 1,07 ±0,42

SO149 O49 24-01-00 Salta V. cholerae toxR rtxA hly  (ET) tcp I  1,0 + 1,79 ±0,43

SO28/W O14 11-02-00 Salta V. cholerae toxR rtxA hly (ET) stn  3,9 +++ 0,8 ±0,19

SO47/W O37 11-02-00 Salta V. cholerae toxR rtxA hly (ET) stn  3,3 +++ 1,37 ±0,14

ST7469 no-O1 14-03-94 Salta V. cholerae toxR rtxA hly (ET) stn  2,0 ++ 1,78 ±0,38

VC4 no-O1 21-02-92 Córdoba V. cholerae toxR rtxA hly (ET)  ND +++ 1,11 ±0,18

VC43 no-O1 05-02-93 Córdoba V. cholerae toxR rtxA hly (ET) stn  ND ++ 0,91 ±0,16

VC44 no-O1 05-02-93 Córdoba V. cholerae toxR rtxA hly (ET)  ND +++ 1,16 ±0,35

VC52 no-O1 01-03-93 Córdoba V. cholerae toxR rtxA hly (ET) stn  ND ++ 0,19 ±0,23

VC92** no-O1 23-12-93 Córdoba V. cholerae toxR rtxA hly  (ET) tcp I  ND ++ 1,00 ±0,08

VC95** no-O1 07-01-94 Córdoba V. cholerae toxR rtxA hly  (ET) tcp I  ND ++ 1,07 ±0,51

Cepas aisladas de hemocultivo: CF17170, BA115018, M545.

hly  ET: alelo El Tor 

hly  ET1: compatible con otro alelo El Tor

AF: acumulación de fluído

ND: No determinada

Hemólisis Asa ligada 

Ensayos  fenotípicos
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Enterotoxicidad de las cepas determinado por el ensayo de asa ligada de conejo: Acumulación de fluído: AF 

(ml/cm) (expresada como el promedio más la desviación + estándar 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.- Análisis de la diversidad genética: aplicación de PFGE  

 3.1.- La aplicación de la técnica de PFGE (Dalsgaard, 1996). 

  Esto permitió 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 

único aislamiento ambiental ctxA (+), J31W, así como el aislamiento de serogrupo  O139 ST2761 

presentaron patrones únicos. 

  

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

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

 

 Dos aislamientos de casos clínicos procedentes de Tucumán con el mismo perfil 

electroforético y perfil genotípico V.cholerae toxR, rtxA, hly (Fig.N°12, calles 3 y 4).  Estos 

casos clínicos podrían haber tenido relación epidemiológica, ya que fueron recuperados en la 

misma fecha (10-02-97), aunque dicha relación no fue confirmada. 

  

 

 

  

 

  

 

 

 Fig. Nº12: PFGE con la enzima NotI (protocolo según Dalsgaard, 1996) de aislamientos de origen 

humano de V. cholerae no-O1 procedentes de Tucumán. 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.  

 

   1        2       3       4      5      M 
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 Dos aislamientos de origen ambiental procedentes del estuario del Río de La Plata 

(serogrupos O96 y O6), recuperados en una misma estación de muestreo de 1/08/03 y 

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

 

 Dos aislamientos de origen ambiental procedentes de otra estación del estuario del Río de La 

Plata (serogrupos O52 y O6), aislados el 6/08/03 y 7/08/03, con el mismo perfil electroforético 

y perfil genotípico V. cholerae toxR, rtxA, hly. 

 

 Dos aislamientos de casos clínicos (VC4 y VC44) procedentes de Córdoba del año 1994 con  

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

 

 Dos aislamientos de origen ambiental (agua de canales) procedentes de Córdoba del año 

1992 (VC92 y VC95) con idéntico perfil electroforético y perfil genotípico V. cholerae toxR, 

rtxA, hly, tcpI.  

 

 Dos aislamientos de origen ambiental (J328W y J325W) (agua de un canal y del Río Grande 

de Tilcara), Jujuy, aislados el 10-02-97 que resultaron de perfil idéntico y otro aislamiento 

(J393W) recuperado el 19-02-97 del Río Grande de Tilcara de perfil relacionado (diferencia de 

dos bandas). Los tres aislamientos mostraron el mismo perfil genotípico V. cholerae toxR, 

rtxA, hly. 

 

 Dos aislamientos de casos clínicos de Mendoza (M160 y M11844) (esporádicos) y uno de 

Salta (SO149 del brote investigado en Orán) mostraron dos patrones electroforéticos 

altamente relacionados entre sí, a pesar de las diferencias en sus fechas de aislamiento 

(1995, 1996 y 2000 respectivamente). Estos aislamientos mostraron también  idéntico perfil  

genotípico V. cholerae toxR, rtxA, hly, tcpI, tcpA alelo Clásico.  

 

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

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

Se identificaron diferentes patrones electroforéticos de relación distante entre ellos (más de 6 

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

cholerae (SO63) y V. cholerae (SO1285, serogrupo O48); y otros dos aislamientos, V. 
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cholerae (SO149 y SO269, ambos serogrupo O49) recuperados  estos dos últimos de un 

mismo paciente en diferentes fechas. Por lo tanto, en concordancia con lo observado a nivel 

de diversidad de serogrupos, se descartó la presencia de un brote causado por única cepa, y 

en cambio se determinó que el aumento en el número de casos fue causado por  múltiples 

cepas con diferentes subtipos genéticos, posiblemente vinculadas a una misma fuente de 

infección, el agua, según se postuló en el estudio epidemiológico. Algunos de los aislamientos 

que resultaron del mismo serogrupo O37 (n=2), O27 (n=2) y O48 (n=3) mostraron diferentes 

perfiles genotípicos dentro de un mismo serogrupo. 

  

3.2.- El protocolo estandarizado de PFGE de la Red PulseNet con la primera enzima SfiI.  

        Se aplicó a una selección de 30 aislamientos de V. cholerae no-O1 que presentaban 

distintos perfiles genotípicos asociados a virulencia (2 resultaron no tipables por esta técnica). 

 En concordancia con los resultados obtenidos anteriormente con el primer protocolo de PFGE 

según Dalsgaard, 1996 se observó diversidad genética entre los 28 aislamientos tipificables. 

Sin embargo, algunos   aislamientos  fueron agrupados en  “clusters” (Fig. Nº13): dos 

aislamientos V.cholerae toxR, rtxA, hly de origen clínico (VC4 y VC44); dos V.cholerae toxR, 

rtxA, hly, tcpI de origen ambiental de Córdoba (VC92 y VC95); y  tres aislamientos V.cholerae 

toxR, rtxA, hly, tcpI, tcpA alelo Clásico de origen clínico de Mendoza (M160 y M11844) y Salta 

(SO149). El único aislamiento NºJ31W portador del gen ctxA+ mostró un patrón 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 sí, en oposición a la 

relación genética observada entre los aislamientos tcpI (+). 

 

 Los perfiles electroforéticos obtenidos de los aislamientos caracterizados fenogenotípicamente 

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

ingresados a la Base de Datos Nacional para V. cholerae. 
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Figura Nº13. Diversidad genética y potencial enterotóxico de aislamientos de V. cholerae no-O1  de 

Argentina. Patrones de restricción por PFGE-SfiI de 28 aislamientos de V. cholerae no-O1 seleccionados 

por perfil genotípico. Analizados con BioNumerics Applied Maths versión 4.6. Coeficiente de Dice % 

Similitud. Origen H: humano, E: ambiental. AF: acumulación de fluído.  

 

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

además con la segunda enzima NotI para un subgrupo de aislamientos (Fig. Nº14).  
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    Subtipos genéticos relacionados genéticamente entre sí,  confirmados 

             con la segunda enzima NotI.   

 Figura N°14. Dendograma de la relación genética de aislamientos de V. cholerae no-O1   

      con la enzima NotI 

 

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

   

  La aplicación del procolo estandarizado de PFGE permitió 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 observó que los subtipos de los 

aislamientos de la selección 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 cólera (1992-1998). También mostraron baja similitud con respecto a la variante de Tucumán 

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 (-) tcpI (+),  V. cholerae 

O139 (2014) (Moroni y col., 2014) y V. cholerae no-O1 asociadas a brotes (Tucumán, 2007; 

Salta, 2008) y esporádicos desde 2003 al 2014. De este análisis comparativo en la BDN el 

aislamiento ambiental J31W de V. cholerae portador de los genes ctx y tcp alelo Clásico, al igual 

que la cepa NºST 2761 V. cholerae O139 no toxigénico, mostraron patrones únicos  diferentes a 

los patrones observados en las cepas epidémicas de los 90’. Los aislamientos esporádicos de V. 

cholerae toxR, hlyA, rtxA de hemocultivos (Nº 575/13, M545, CF17770, BA115018, 491/14, 

308/11) mostraron perfiles electroforéticos por PFGE diferentes entre sí y a los ingresados en la 

base de subtipos genéticos (Fig. Nº15). En la figura 15 se muestra una selección 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). 

            Cepa    Provincia    Origen       Año 
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Figura Nº15. Dendograma de relación genética de una selección de aislamientos  de  

V. cholerae de la BDN (237 aislamientos; enzima SfiI: 218 patrones), coef. Dice.  
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Aislamientos V. cholerae O1 CT (-) referidos como variante Tucumán, 1994. 

  Aislamientos V. cholerae O1 CT, TCP (+) de brotes epidémicos, 1992 al 1999. 

  Aislamientos V. cholerae O1 CT (-), TCP (+) de Tucumán, 2014.  

 * Aislamientos V. cholerae no-O1 de hemocultivo (bacteriemia, HIV, cirrosis y suboclusión intestinal),  

 de 1994, 2002, 2011, 2013 y 2014. 

Llave  verde: aislamientos de V. cholerae no-O1 incluídos en un brote detectado en  Santa Fe de una 

institución de salud en el año 2008, y en otro brote, comunitario, en Tucumán, 2007.  

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

 

 V.- DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES  

 

   Si bien V. cholerae no-O1 ha sido reconocido como un agente etiológico de gastroenteritis e 

infecciones extraintestinales (Janda et al, 1988, Morris et al., 1994; Daniels et al., 2000), su 

capacidad y/ó 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 

cólera (Colwell et al., 1996). En 1992, la emergencia de V. cholerae O139 en Bangladesh, India 

(Reeves, 1998), destacó la necesidad de la vigilancia de otros serogrupos de V. cholerae además 

del O1.  

  En nuestro país, la recuperación de V. cholerae no-O1 como parte de la vigilancia intensiva en 

el contexto  de los brotes epidémicos de cólera (1992-1998) planteó la necesidad de investigar el 

rol patogénico de estos serogrupos. En este trabajo se implementaron técnicas de caracterización 

fenogenotípica que incluyeron además de la detección de los genes asociados a cólera 

epidémico ctxA y/o tcpA, otros genes de virulencia como hly, toxR, rtxA, stn, tcpI que habían sido 

descriptos en estudios internacionales (Rivera et al., 2001, 2003; Chatterjee et al., 2009) y a nivel 

nacional (González Fraga et al., 2009). Por otra parte, la evidencia de transferencia de elementos 

genéticos móviles entre cepas de V. cholerae (Karaolis et al. 1998), junto al conocimiento del 

ambiente acuático como medio natural del microorganismo, llevó a incluir en la investigación a la 

par de aislamientos de casos clínicos, aislamientos ambientales como posibles reservorios de 

genes asociados a virulencia con potencial patogénico (González Fraga et al., 2007; Rivera et al., 

2001).  

  Diversos estudios de diversidad genética han sido focalizados principalmente en cepas 

epidémicas de V. cholerae O1/O139 (Sharma et al., 1998; Faruque et al., 1994; 2003, Pichel et 

al., 2003). En este trabajo el análisis de la subtipificación molecular de aislamientos de  

a

i

s

l

a

m

i

e

n

t

o

s 

 

 



     

67 

 

 V. cholerae no-O1 de casos de gastroenteritis, sepsis e inclusive asociados a brote permitió 

determinar la relación genética entre estas cepas circulantes en Argentina, contribuyendo a la 

vigilancia epidemiológica de este microorganismo. Además, la aplicación de un protocolo 

estandarizado en el marco de la Red PulseNet (Cooper et al., 2006) permitió 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 comparación 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 caracterización de los perfiles genéticos de virulencia asociados a los aislamientos de  

 V. cholerae no-O1 recuperados en un amplio periodo de tiempo en nuestro país facilitó el diseño 

de un flujograma de aplicación diagnóstica en el marco de la Red Nacional de Diarreas (Anexo 

Fig. I y II). 

 

 Entre las herramientas moleculares implementadas para el diagnóstico de V. cholerae, 

se destaca: 

 

La aplicación de la reacción de PCR-Múltiple para identificar la presencia de los genes: ctxA, 

tcpA alelo ElTor y región intergénica específica 16S-23S rRNA de V.cholerae permitió confirmar 

la identidad de los aislamientos estudiados y estudiar la presencia de los factores de virulencia 

asociados a cólera epidémico: toxina CT y factor de colonización TCP El Tor en forma rápida y 

específica. Esta técnica molecular fue transferida a los laboratorios de la Red Nacional de cólera 

y diarreas bacterianas para la identificación y caracterización de aislamientos de V. cholerae en el 

marco de la vigilancia de este enteropatógeno.  

 

  Se determinó una buena correlación entre las dos técnicas empleadas para identificar los 

serogrupos O1 y O139 (aglutinación en placa y PCR), salvo en algunas cepas rugosas con 

características autoaglutinantes en las cuales la reacción de PCR fue la que permitió definir el 

serogrupo. Por lo tanto, esta reacción de PCR Múltiple también constituye un importante aporte, 

para la identificación rápida de los serogrupos O1 y O139. Estudios realizados en Tailandia 

durante los brotes epidémicos aplicaron técnicas basadas en PCR a los fines de un diagnóstico 

diferencial rápido de serogrupos O1/O139 de los no-O1 no-O139 (Bhumiratana A  et al., 2014). 

http://www.hindawi.com/67027620/
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 El perfil genotípico prevalente determinado por PCR en el estudio de V. cholerae no-O1,  

ctxA (-), tcpA alelo El Tor (-), toxR (+), hlyA El 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-O1 de otras regiones y sugiere el posible rol de factores como la 

hemolisina y la citotoxina RTX en la patogénesis de V. cholerae no-O1.  

 La actividad enterotóxica 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 detección 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 información podría 

ser útil para la identificación de “subtipos” portadores de distintas secuencias (futuro desarrollo de 

técnicas de PCR-RFLP o PCR-secuenciación), como caracterización complementaria en estudios 

de epidemiología molecular. Hubo correlación entre la presencia del gen hlyA y la detección de 

actividad hemolítica, aún en las cepas portadoras de distintos alelos, sugiriendo que existe 

expresión fenotípica de este gen, más allá de la diferencia entre los alelos. 

 

 Por otra parte, la actividad citotóxica 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 distribución de genes asociados a virulencia en 

aislamientos de V. cholerae no-O1 de origen humano ó ambiental, sugiriendo que el ambiente 

acuático 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 sólo en 5,9% de los 

aislamientos estudiados, con mayor frecuencia en cepas de origen ambiental. 
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 La aplicación de PCR para detección del gen tcpI, regulador de la síntesis del factor de 

colonización TCP, fue un importante aporte, ya que se han descripto nuevas variantes del gen 

estructural del operón tcpA (Nandi et al., 2000; Sarkar et al., 2002), que no son posibles de 

detectar con los “primers” para tcpA alelo ElTor/Clásico. Por esta razón, se incluyó en el estudio 

el gen tcpI y otros dos genes como marcadores de la isla de patogenicidad VPI: aldA e int. Dado 

que el factor de colonización TCP codificado en dicha isla, funciona como receptor para el fago 

CTX (portador del gen para la toxina de cólera CT), es de gran relevancia la identificación de 

estas cepas potencialmente epidémicas, que podrían 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 identificación de un 

aislamiento de V. cholerae no-O1 ctxA (+) de origen ambiental y la detección de diez aislamientos 

(5,9%) (seis humanos y cuatro ambientales) portadores de los genes correspondientes a la isla 

VPI: tcpI, aldA e int. Cabe destacar que estos últimos genes se encontraron en algunos casos 

esporádicos, pero también asociados a aislamientos recuperados durante un brote de 

gastroenteritis detectado en Orán, Salta (tres de casos clínicos y una ambiental). Esto sugiere 

que la adquisición de estos factores de virulencia podría haber aumentado la capacidad 

patogénica y/o de persistencia/transmisión de estos aislamientos. La identificación de 

aislamientos de origen ambiental V. cholerae no-O1 toxigénicos (ctxA+) con factor de 

colonización de la isla de patogenicidad VPI-1 como la cepa J31W también ha sido descripta en 

otras regiones, destacando el potencial patógenico de ciertas cepas V. cholerae no-O1 que 

deben estar bajo vigilancia (Ceccarelli et al.,2015; Chatterjee et al., 2009).  

  Además, la presencia del gen tcpA alelo Clásico en algunos aislamientos tcpI (+) (5/10), entre 

los que se evidenció además relación genética (en 3/5); estaría indicando la presencia en nuestro 

país de nuevos subtipos de V. cholerae portadores de alelos de tcp diferentes del factor de 

colonización TCP alelo El Tor que había sido identificado durante la epidemia de cólera de los 

años 90´. Estos subtipos podrían dar origen a nuevas cepas de V. cholerae no-O1 con potencial 

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

 

  Por otra parte, ante la emergencia de nuevas variantes de V. cholerae en la Región de 

América, como la observada en Haití en 2010 (OMS, 2010; Ali et al., 2011, Hasan et al, 2012) la 

incorporación de nuevas técnicas moleculares, cuya secuencia blanco permite la diferenciación 
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de la subunidad B de ctx biotipo El Tor/Clásico (Morita et al., 2008) y tcpA alelo El Tor/Clásico 

permitió una caracterización completa y detección de nuevos perfiles genotípicos en algunos 

aislamientos de V. cholerae no-O1 ctxA y/o tcp (+) circulando en el período de estudio en 

Argentina. Este protocolo ha sido incorporado a las técnicas utilizadas en el LNR y puede ser 

transferido, al igual que los demás 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 genotípico fueron capaces de 

inducir acumulación de fluído en el ensayo de asa ligada de conejo (CIBIFI, FCQ, Córdoba) 

en un amplio rango de valores inclusive con un mismo perfil genotípico, indicando que otros 

factores o combinación de factores de virulencia distintos que CT, como también variables 

asociadas a la expresión fenotípica de los genes estudiados, pueden ser responsables de las 

propiedades de virulencia de V. cholerae no-O1, llevando a síntomas de diarrea severa “cholera-

like” en humanos. Si bien se observaron los valores más altos para los aislamientos portadores 

principalmente de los genes tcpI o stn, no hubo diferencias significativas con respecto a un perfil 

genotípico determinado. 

  

  En relación al estudio de diversidad genética, el análisis por PFGE aplicado a 170 

aislamientos de V. cholerae no-O1 tanto de origen humano como ambiental, permitió establecer 

la gran diversidad genética de los aislamientos circulantes en el país. El alto poder 

discriminatorio del PFGE hace que sea una técnica ideal para estudios de epidemiología local, 

incluyendo la investigación de brotes. Además, los perfiles determinados en ese período 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 comparación con los subtipos detectados recientemente de aislamientos 

esporádicos de gastroenteritis, infecciones extra-intestinales y cepas recuperadas en el contexto 

de brotes . Actualmente la aplicación de esta herramienta molecular que establece  relaciones 

genéticas se realiza como parte de la vigilancia epidemiológica de este microorganismo, para 

todos los aislamientos de V. cholerae recibidos en el LNR. En el estudio del brote de 

gastroenteritis ocurrido en Orán, Salta, al aplicar PFGE se demostró gran diversidad entre los 

aislamientos, pertenecientes a trece diversos serogrupos. Así, el estudio de subtipificación 

molecular demostró el origen policlonal del brote. Asimismo, se han observado casos 
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similares en otros países, como Perú (Dalsgaard A, Albert MJ et al., 1995) donde se registró 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 

esporádica y brotes.  

 

  Entre los aislamientos de V. cholerae no-O1 que fueron seroagrupados por Shimada, no se 

determinó correlación entre serogrupo y perfil electroforético por PFGE o perfil genotípico, 

lo cual sugiere la posible transferencia y/o re-arreglos de los genes implicados en la síntesis del 

antígeno somático O entre distintos aislamientos. Esta teoría ya ha sido demostrada para algunos 

serogrupos de Vibrio cholerae, incluyendo la emergencia de V. cholerae O139 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’, sería de interés 

profundizar la caracterización de los subtipos más cercanos a los de V. cholerae O1 epidémico, 

como también de los aislamientos portadores de los genes ctx y tcpI, mediante la aplicación de 

técnicas que empleen secuencias conservadas como blanco, como el “Multilocus Sequence 

Typing” (MLST) (González Fraga, Tesis doctoral, 2010) o el análisis de secuenciación genómica, 

a fin de investigar la posible relación filogenética y evolución de clones circulantes en el país 

entre sí y con respecto a otras regiones (Mutreja et al., 2011).  

  En resumen, todos los hallazgos obtenidos durante el estudio señalan la importancia de 

implementar una continua y sistemática vigilancia de Vibrio cholerae no-O1 en Argentina, que 

contemple la identificación y caracterización de aislamientos clínicos, 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 investigación de V. cholerae no-O1 se destacan: 

 

   Este estudio de caracterización genotípica de Vibrio cholerae, sumado a la experiencia del 

laboratorio en la aplicación de técnicas moleculares estandarizadas permitió el diseño de un 

flujograma diagnóstico para la vigilancia de V. cholerae en el marco de la RND y PTA, con la 
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aplicación de PCR como método transferible y rápido, complementario de la caracterización 

fenotípica, a los fines de un diagnóstico oportuno (Anexo). 

 

  Los protocolos de PCR descriptos en este estudio para V. cholerae, ctxA, tcpA El Tor, stn, tcpI 

y serogrupos O1/O139 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 O1 en la Región (brote de Haití, 2010) y se continuó el 

fortalecimiento en capacitación 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 determinó la diversidad genética de aislamientos de V. cholerae no-O1 de origen clínico y 

del ambiente acuático 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 caracterización de Vibrio cholerae no-O1 en 

Argentina. Los resultados obtenidos han permitido significativos avances en el conocimiento de 

este patógeno, agente causal de diarrea en niños y adultos y asociado a infecciones extra-

intestinales en inmunocomprometidos y pacientes con enfermedad de base en nuestro país. 

Además estos resultados han aportado herramientas esenciales que se aplican actualmente en el 

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

 

 V. cholerae no-O1 ha sido asociado con casos esporádicos 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 está tan 

estudiada e investigada como la asociación de V. cholerae a cólera epidémico y a los serogrupos 

O1/O139. La emergencia de una nueva cepa V. cholerae no-O1 con características epidémicas 

en India, serogrupo O139 en 1992; destacó la necesidad de la vigilancia de otros serogrupos de 

V. cholerae. En este estudio el objetivo fue caracterizar feno-genotípicamente 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 implementación de la vigilancia activa del cólera en 1992 hasta el año 2003, se seleccionaron 

170 aislamientos de V. cholerae no-O1. Entre ellos, se estudiaron para determinar la distribución 

de genes asociados a factores de virulencia 111 de casos clínicos y 59 de origen ambiental 

procedentes de diferentes regiones de Argentina, incluyendo 20 aislamientos correspondientes a 

un brote ocurrido en Salta en el año 2000. La caracterización genotípica fue realizada a través de 

la implementación de protocolos de PCR descriptos para la identificación de los genes ctxA 

(toxina de cólera), tcpA (factor de colonización  TCP alelo ElTor/Clásico), toxR (gen regulador), 

rtxA (citotoxina), hly (hemolisina), tcpI, y stn (toxina termoestable). En una selección de 30 

aislamientos que presentaron diferentes perfiles genotípicos se estudió la enterotoxicidad 

mediante un ensayo de acumulación de fluído en asa ligada de conejo (colaboración con CIBICI, 

FCQ, Universidad Nacional de Córdoba). Finalmente, se realizó un estudio de diversidad 

genética de los 170 aislamientos por electroforesis en campo pulsado (PFGE) según Dalsgaard 

et al., 1996 y en la misma selección de aislamientos ensayada para enterotoxicidad se aplicó 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 cólera epidémico CT y/o TCP, 

excepto un aislamiento de origen ambiental portador de los genes ctxA y tcpI. Entre los perfiles 

genéticos determinados por PCR, V. cholerae no-O1 portador de los genes hlyA, toxR y rtxA 

resultó el más prevalente con una frecuencia del 82,9%. Otros perfiles genotípicos identificados 
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en menor frecuencia, presentaron la combinación de la hemolisina (hlyA) con otros factores de 

virulencia, tales como ctxA, tcpI y/o stn entre un rango de 0,60% al 5,9% y distribuído en 

aislamientos de origen humano y del ambiente. Resultó de interés el hallazgo de un aislamiento 

V. cholerae no-O1 ambiental ctxA tcpA alelo Clásico, tcpI; un aislamiento V. cholerae O139 de un 

caso clínico toxR, rtxA, hly; y cinco aislamientos portadores de tcpA alelo Clásico entre diez 

cepas V. cholerae tcpI positivas. En general no hubo grandes diferencias en los perfiles 

genéticos determinados en aislamientos de origen humano como ambiental, señalando el 

ambiente como reservorio de cepas con potencial patogénico. 

 

Las cepas analizadas en el ensayo de enterotoxicidad fueron capaces de inducir acumulación 

de fluídos en un amplio rango de valores inclusive con un mismo perfil genotípico, indicando que 

una combinación de factores de virulencia u otras variables relacionadas con la expresión 

fenotípica intervienen en las propiedades de virulencia de V. cholerae no-O1. El estudio de 

subtipificación molecular demostró la gran diversidad genética de los aislamientos de origen 

clínico y ambiental, salvo algunas excepciones que presentaron un mismo perfil genotípico. Entre 

ellos se identificaron 7 grupos o “clusters” incluyendo 2 a 3 aislamientos cada uno, de casos 

clínicos y reservorios ambientales (ríos, estuarios, canales) de varias provincias: 6/7 procedentes 

del mismo lugar y relacionados temporalmente dentro de cada grupo. En 1/7 se identificó un 

subtipo genético que incluyó aislamientos de diferentes provincias y año asociado al perfil 

genético de V. cholerae no-O1 toxR, rtxA, hly, tcpI. Además, la aplicación de PFGE demostró 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 identificación de los perfiles genéticos de virulencia circulantes en el país permitió el 

diseño de un flujograma diagnóstico que fue transferido en el marco de la Red Nacional de 

Diarreas. Este trabajo permitió la aplicación de herramientas moleculares para el diagnóstico, 

caracterización y vigilancia de V. cholerae no-O1 en el país. 
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VIII.- ANEXO 

 Figura I. Flujograma de notificación de casos de V. cholerae módulo laboratorial SIVILA del 

Ministerio Salud de La Nación (MSN).   

 Según Guía para el Equipo de Salud. Plan de Abordaje Integral de la Enfermedad Diarreica 
Aguda y Plan de Contingencia de Cólera. Dirección de Epidemiología. MSN. Buenos Aires,  2011. 
http://www.msal.gob.ar/images/stories/epidemiologia/pdf/guia-abordaje-colera. 

 
 

 

 

 Los laboratorios participantes del SIVILA-SNVS, según el flujograma de notificación de caso 
deben llenar la ficha individual y derivar el aislamiento de V. cholerae al LNR para  confirmación y 
caracterización.  
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 Figura II. Flujograma diagnóstico para aislamiento de V. cholerae de muestra de materia 

fecal según 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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