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RESUMEN

La infeccion por Vibrio cholerae, el agente causal del colera, se trasmite al hombre por ingestion de agua y alimentos
contaminados. Aunque son los serogrupos O1 y 0139 los que habitualmente se asocian al colera epidémico, los
aislamientos de otros serogrupos también son causales de gastroenteritis e infecciones extra-intestinales. Durante el
periodo 2003-2005, se investigo la presencia de V. cholerae en la materia fecal de nifios con diarrea atendidos en el
Hospital del Nifio Jesus, Tucuman. Se recuperaron 34 aislamientos de V. cholerae no-O1, no-O139. Se determinaron
sus perfiles de virulencia por PCR, la sensibilidad a los antimicrobianos y la diversidad genética por electroforesis en
campo pulsado. Se obtuvieron ocho perfiles de virulencia, aunque ningun aislamiento fue positivo para la toxina
colérica ni para la toxina termoestable. Cuatro aislamientos fueron positivos para el sistema de secrecion de tipo tres.
El 17,6% de los aislamientos fueron resistentes o de sensibilidad intermedia a ampicilina y el 5,9% fueron resistentes
a trimetoprima-sulfametoxazol. Los aislamientos resultaron muy diversos: se hallaron 27 patrones distintos en 29
aislamientos tipificables por electroforesis en campo pulsado. A pesar de su baja incidencia, V. cholerae continda
siendo un agente causal de diarrea en nifios, los que se ven afectados por una amplia variedad de cepas circulantes.
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ABSTRACT

Characterization of Vibrio cholerae non-O1 and non-0139 isolates associated with diarrhea. Vibrio cholerae,
etiologic agent of cholera, is transmitted to humans by ingestion of contaminated food or water. Even though serogroups
01 and 0139 are the ones usually associated to epidemic cholera, isolates from other serogroups also cause gastro-
enteritis and extraintestinal infections. During the period 2003-2005, presence of V. cholerae in stools was investi-
gated in children with diarrhea that seaked assistance at the Nifio JesUs Hospital in Tucuman. Thirty four isolates of V.
cholerae non-O1, non-O139 were recovered. We characterized the isolates studying its virulence factors by PCR,
antimicrobial susceptibility patterns and genetic diversity by pulsed-field gel electrophoresis. Eight virulence patterns
were obtained although no isolate was positive for the cholera toxin or the thermostable toxin. Four isolates were
positive for the type three secretion system. The 17.6% of the isolates were resistant or intermediate to ampicillin and
5.9% were resistant to trimethoprim-sulfamethoxazole. By Sfil-PFGE, all isolates were genetically very diverse, as 27
different patterns were identified in 29 typeable isolates by pulsed-field gel electrophoresis. Although it has a low
incidence, V. cholerae continues to be a causative agent of diarrhea in children, who are affected by a variety of
circulating strains of V. cholerae non-O1, non-O139.
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INTRODUCCION

Vibrio cholerae es el agente causal del célera, una en-
fermedad infecciosa conocida desde la antigiiedad. Es un
habitante autéctono de los ecosistemas acuaticos, los que
a su vez actian como reservorios y vehiculos de transmi-
sion de este patdgeno (8). La infeccion por V. cholerae es
adquirida por la ingestion de agua o alimentos contamina-
dos. Sus manifestaciones clinicas incluyen una profusa
diarrea acuosa, voémitos y deshidratacion, con gran pérdi-

da de sales y agua. V. cholerae ha sido clasificado en nu-
merosos serogrupos, de los cuales sélo el O1 'y, mas re-
cientemente, el 0139 (20) han causado epidemias de c6-
lera. Sin embargo, cepas pertenecientes a los serogrupos
no-01, no-0139 han sido aisladas de pacientes con sinto-
mas que van desde una diarrea leve hasta la deshidrata-
cion grave, semejante a la observada en el colera (23,
26). Por otro lado, cepas de estos serogrupos se han aso-
ciado a sepsis y a cuadros extraintestinales, como tam-
bién a infecciones de heridas superficiales.
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En 1991 el célera reemergio en Perl (22), luego de
aproximadamente 100 afios de ausencia de casos en
Sudameérica. Esta epidemia fue causada por V. cholerae
O1 bhiotipo El Tor. En Argentina ocurrieron siete brotes
de colera entre 1992 y 1998. En el pais se establecio un
activo programa de vigilancia que incluy6 la creacion de
la Red de Laboratorios de Diarreas y Patégenos
Bacterianos de Transmision Alimentaria. En el marco de
este programa y también a través de estudios de
monitoreo en el medio ambiente, desde 1992 hasta 2007
se identificaron y caracterizaron alrededor de 3.500 ais-
lamientos de V. cholerae O1 y no-O1 de origen humano
y ambiental provenientes de distintas regiones del pais
(10, 17, 26). V. cholerae O1 fue aislado Unicamente du-
rante los periodos epidémicos, principalmente en el norte
del pais y en los meses de verano. En cambio, los aisla-
mientos de V. cholerae no-O1, no-O139 siguieron un pa-
tron diferente, ya que se recuperaron principalmente en
primavera y verano, pero también en los meses de otofio
e invierno. En general, los aislamientos clinicos estaban
asociados a casos esporadicos de diarrea grave 0 mode-
rada, aunque también hubo microorganismos recupera-
dos de septicemias. En diciembre de 1999 y enero de 2000,
ocurrié en Oran (provincia de Salta) un brote de diarrea
que afecto6 a nifios y adultos y que duplico el nimero de
coprocultivos esperados para la época del afio; durante
ese brote se recuper6 V. cholerae no-O1 de diez pacien-
tes y también de fuentes de agua de la zona.

Los principales factores de virulencia asociados al
célera epidémico incluyen la enterotoxina conocida como
CT (11) y el factor de colonizacion TCP (toxin coregulated
pilus) codificado en la isla de patogenicidad VPI (33),
ambos habitualmente ausentes en V. cholerae no-O1,
no-0139 (21). Para estos serogrupos se postula un me-
canismo de patogenia diferente, en el que intervienen
otros factores de virulencia. La diarrea en general es acuo-
sa, aunque puede presentar sangre y moco (23). Por otra
parte, V. cholerae no-O1, no-O139 puede producir otros
productos extracelulares como la toxina termoestable
NAG-ST vy las citolisinas VCC/HIyA y RTX (1, 5, 21), los
que pueden estar contribuyendo a la virulencia de estas
cepas. También se ha descrito una neuraminidasa codi-
ficada en otra isla de patogenicidad (VPI-2), que cliva el
acido sialico de los gangliosidos presentes en las células
eucariotas (19). Se cree que esta enzima aumenta la
sensibilidad de las células hospedadoras a la toxina CT,
ya que expone al gangliésido GM,, receptor de la toxina.
La neuraminidasa esta habitualmente asociada a cepas
toxigénicas; sin embargo, también ha sido descrita en
aislamientos de V. cholerae no toxigénicos como la va-
riante Amazonia (15). Recientemente se ha descrito la
presencia de un sistema de secrecion de tipo Il en ce-
pas de V. cholerae no-O1 que puede participar en la vi-
rulencia de estas cepas (13, 32).
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Diferentes estudios muestran que Vibrio cholerae es
una especie de alta diversidad genética, y ello se ha ob-
servado utilizando diferentes técnicas de tipificacion como
multilocus enzimoelectroforesis (2), ribotipificacion (14),
diferentes estrategias basadas en la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) (25, 31) y MLST (multilocus
sequence typing) (16). Estas técnicas poseen diferente
poder de discriminacion y estudian distintas porciones
del genoma. También hay estudios en los que se utilizé
la electroforesis de campo pulsado (PFGE) con las
enzimas de restriccion Notl o Sfil, los que mostraron que
esta técnica es muy discriminatoria para estudiar la di-
versidad genética de aislamientos de V. cholerae (4, 25,
31). En general, dichos estudios muestran un agrupa-
miento de los aislamientos O1 y 0139 toxigénicos cau-
sales de epidemias —lo que indicaria una dispersion clonal
de cepas epidémicas-y, por otra parte, una alta diversi-
dad para los aislamientos no toxigénicos de los serogru-
pos Ol y no-O1.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar los perfi-
les de virulencia y la diversidad genética de los aisla-
mientos de Vibrio cholerae no-O1, no-O139 recupera-
dos de nifios con diarrea atendidos en el Hospital del
Nifio Jesus de San Miguel de Tucuman durante el pe-
riodo 2003-2005.

MATERIALES Y METODOS

Muestras analizadas

Se estudiaron 14 724 coprocultivos correspondientes a ni-
flos con diarrea atendidos en el Hospital del Nifio Jests de San
Miguel de Tucuman entre el 1° de enero de 2003 y el 31 de
diciembre de 2005.

Aislamiento e identificacién de Vibrio cholerae

Las muestras de materia fecal se obtuvieron principalmente
por hisopado anal o rectal y se conservaron en el medio de trans-
porte Cary Blair hasta su traslado al laboratorio del hospital. Se
sembraron en agar tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS) (Oxoid
Ltd., Basingstoke, Inglaterra), y en agar sangre preparado con
sangre humana al 5% en el medio tripteina de soja (Laborato-
rios Britania, CABA, Argentina); estas placas se incubaron du-
rante 24 h a 37 °C luego de un enriquecimiento de 6-8 h en agua
peptonada alcalina (APA) (Oxoid Ltd.). Las colonias amarillas
en TCBS (sacarosa positivas) o hemoliticas en agar sangre y
oxidasa positivas fueron caracterizadas utilizando las pruebas
bioguimicas para V. cholerae descritas por Dodin et al. (12).
Ademas, se realizo la prueba de la cuerda en desoxicolato de
sodio, positiva para Vibrio cholerae. Los aislamientos de V.
cholerae fueron serotipificados por aglutinacion en placa utili-
zando sueros policlonales (anti-O139, O1, Ogawa e Inaba) pro-
ducidos por el Instituto Nacional de Produccién de Biol6gicos-
ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”. Para confirmar la identificacion
realizada por pruebas bioguimicas se efectué PCR mudltiple A
con cebadores especificos para Vibrio cholerae (6). Los resulta-
dos de la serotipificacion se confirmaron mediante PCR mltiple
B con el empleo de cebadores para detectar los serogrupos O1
y 0139 (28), utilizando la técnica detallada en el proximo parra-
foy enla Tabla 2. Los aislamientos de V. cholerae caracteriza-
dos en este estudio se indican en la Tabla 1.
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Diarrea por V. cholerae no-O1, no-O139
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Tabla 2. Condiciones de las reacciones de PCR
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Blanco de Cebadores Tamafio Concentracion Apareamiento  Extension Referencia
amplificacion amplicon (pb) cebador (uM) (°C) (min)
PCR Mdltiple A (V. cholerae-ctxA-tcpA)
V. chol VC-F2 Ch t al., 1999
cholerae p 300 0.8 un et al.,
pVCm-R1
XA CT 94F Ri t al., 2001
¢ 564 0.4 60 1 vera et at,
CT 614R
tcpA EIl Tor TCP 72F 461 0.4 Rivera et al., 2001
TCP 477R
PCR Mdltiple B (01-0139)
o1 ://((3381:;2 647 0.4 Rivera et al., 2003
0139 vco13-9 F2 % Lo
) 741 0,4
VCO139-R2
PCR Mdiltiple C (stn/sto-rtxA)
stnlsto 16974FF 172 1 Rivera et al., 2001
XA tXA-F » ! Ch t al., 2001
rtx rtxA- 417 0.8 ow et al.,
rnxA-R
PCR Mdltiple D (hlyA Clasico y El Tor)
hlyA 489-F 7370 Rivera et al., 2001
744-F 480@ 0,8 60 1
1184-R
PCR toxR
toxR 101F Ri t al., 2001
oxX 779 0.8 60 1 ivera et al.,
837R
PCR ftcpl
tepl 132F 862 0.8 60 1 Rivera et al., 2001
951R
PCR nanH
nanH nanH-1 1900 0.6 55 1 Jermyn et al., 2002
nanH-2
PCR vesN,
vesN, N2-F 500 0,3 52 1 Este trabajo
N2-R
PCR vesV,
V. V2-F Este trabaj
vesV, - 720 0.3 55 1 ste trabajo
-r

MPositivo para los biotipos Clasico y El Tor, @especifico para El Tor

Sensibilidad a los antimicrobianos

Se evalud la sensibilidad a los antimicrobianos por el méto-
do de difusién con discos utilizando discos comerciales (Labo-
ratorios Britania) de ampicilina (AMP, 10 pg), trimetoprima —
sulfametoxazol (SXT, 1,25 / 23,75 ug), furazolidona (FUR, 100
Hg), fosfomicina (FOS, 50 pg), tetraciclina (TET, 30 pg) y
norfloxacina (NOR, 10 pg). Frente a la AMP, la SXT y la TET,
los resultados obtenidos se interpretaron segun las recomenda-
ciones del CLSI (Clinical and Laboratory Standard Institute, USA)
para V. cholerae; en el caso de los demas antimicrobianos la
interpretacion se baso en las recomendaciones para Enterobac-
teriaceae (7).

Identificacion de factores de virulencia por PCR

Sobre la base de protocolos ya publicados, se realizaron di-
ferentes reacciones de PCR para detectar genes que codifican
factores de virulencia, entre ellos: ctxA (que codifica la subunidad

A de CT), tcpA El Tor (que codifica la unidad estructural del
factor de colonizacién TCP, alelo El Tor, TcpA); tcpl (que codifi-
ca una proteina asociada a la membrana interna y reguladora
de la sintesis de TcpA); toxR (que codifica la proteina ToxR,
reguladora de la expresion y la secrecion de CT y TCP); stn/sto
(que codifica la toxina termoestable NAG-ST); hlyA (que codifi-
ca la citolisina HIyA/VCC); rtxA (que codifica la toxina formadora
de poros RTX); y nanH (que codifica una neuraminidasa) (5, 19,
27). Los protocolos fueron ligeramente modificados, ya que se
implement6 PCR mudltiple A para V. cholerae, ctxA'y tcpA El Tor
y PCR mdltiple C para stn/sto y rtxA, como se muestra en la
Tabla 2. También se desarrollaron dos reacciones de PCR para
los genes vesN, y vesV, que codifican la ATPasa y la proteina
estructural del sistema de secrecién de tipo lll, recientemente
encontrado en V. cholerae (13). La secuencia de los cebadores
utilizados es la siguiente: N2-F: GCAGTTGAGCCAATT-
CCATTACAG; N2-R: CGACCAAACGAGATAATGCT; V2-F:
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CTATTTGGCTCACTTGATGGGGC; V2-R: GCCACATCATT-
GCTTGCTACC. Las condiciones de ciclado y la concentracién
de los cebadores (Operon Biotechnologies, Cologne, Alemania)
se muestran en la Tabla 2. Para todas las reacciones de ampli-
ficacion, la concentracion final de MgCl, fue de 1,5 mM. Los
templados de ADN fueron preparados por el método de hervido
y se utilizaron 2 pl para la amplificacion por PCR (volumen final
25 pl). Como controles se utilizaron las siguientes cepas: RC138
(V. cholerae 0139, ctxA +, tcpA El Tor +, hlyA El Tor, toxR +,
stn/sto -, rtxA +) y RC2 (V. cholerae O1, ctxA +, tcpA El Tor -,
hlyA Clasica, toxR +, stn/sto -, rtxA +), provistas por la Dra. Rita
Colwell, Center of Marine Biotechnology, University of Maryland,
EE.UU.; y la cepa 83-7771 (V. cholerae no-O1, no-0139, ctxA -,
tcpA El Tor -, hlyA El Tor+, toxR +, stn/sto +, rtxA +), provista por
el Dr. Clifford Clark, National Microbiology Laboratory, Canada.
También se utilizé una cepa autéctona BA312 como control po-
sitivo para vesV, y vesN,. Como control de reactivos se agrega-
ron 2 pl de agua en lugar del templado a la mezcla de reaccion.
El programa de ciclado fue el siguiente: desnaturalizacion inicial
a 94 °C durante 5 min seguida de 30 ciclos de 1 min de desna-
turalizacion a 94 °C, 1 min de apareamiento a temperatura va-
riable, tiempo variable de extension a 72 °C y una extension
final a 72 °C durante 10 min (Tabla 2).

Diversidad genética por electroforesis de campo pulsado

Se utilizo el protocolo de PFGE estandarizado de la Red
PulseNet Internacional para Vibro cholerae (9). Brevemente, el
ADN gendémico se prepar6 mezclando en partes iguales una
suspension bacteriana de densidad 6ptica 0,9 a 610 nm en bu-
ffer Tris-EDTA 100 mM con agarosa SeaKem Gold 1%. Luego
de una lisis de 1 h a 54 °C (solucion para la lisis: Tris 50 mM,
EDTA 50 mM, pH 8, lauril sarcosina 1%, proteinasa K 0,1 mg/
ml), se realizaron dos lavados con aguay cuatro lavados con TE
1X en bafio con agitacion a 50 °C. La restriccion se realizé con
40 U de la enzima Sfil o con 30 U de Nofl incubando toda la
noche a 50 °C o 37° respectivamente. La cepa Salmonella
Braenderup H9812 digerida con Xbal se utiliz6 como estandar.
La electroforesis se realiz6 con agarosa SeaKem Gold 1% utili-
zando un equipo CHEF-DR Il (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, EE.UU.) en buffer TBE 0,5X con el siguiente programa: 2 a
10 seg, 13 h; 20 a 25 seg, 6 h. Para los aislamientos que pre-
sentaron una degradacion completa del ADN se repitio el ensa-
yo con el agregado de tiourea 50 uM en el buffer de corrida TBE
(29). Aquellos aislamientos en los que no se resolvio la degra-
dacién fueron considerados no tipificables por PFGE. Los patro-
nes de PFGE se analizaron por inspeccion visual y utilizando
también el programa BioNumerics version 4.6 (Applied Maths,
Sint-Martens-Latem, Bélgica). Los dendrogramas se construye-
ron utilizando el coeficiente de similitud de Dice y el algoritmo
UPGMA.

RESULTADOS

Aislamiento de Vibrio cholerae

La frecuencia de aislamiento de V. cholerae obtenido
de los coprocultivos fue 0,23%; Shigella spp. fue el pat6-
geno bacteriano mas frecuentemente aislado de diarreas
durante el periodo estudiado y estuvo presente en el
10,30% de los 14 724 coprocultivos estudiados. También
se aislo Salmonella spp. (1,54%) y Aeromonas spp.
(1,73%). No se detectaron casos de colera ni se aislé V.
cholerae de los serogrupos O1 u 0139.

Se recuperaron 34 aislamientos de V. cholerae no-
01, no-0O139 que se confirmaron con pruebas bioqui-
micas, serotipificacion y PCR. En la Tabla 1 se presen-
tan las fechas de toma de muestra, la ubicacion geogra-
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fica, el sexo y la edad de los pacientes, como asi tam-
bién los resultados de las reacciones de PCR de los diez
factores de virulencia analizados y de las que confirma-
ron la identificacion como V. cholerae no-O1, no-O139.
Los pacientes que presentaron diarrea por V. cholerae
no-01, no-0O139 tenian entre 3 meses y 14 afios (media-
na = 1,25).

Con respecto a las manifestaciones clinicas, 19 de
los 34 pacientes estudiados (56%) presentaron diarrea
de tipo acuosa, otros 12 (35%) presentaron diarrea mu-
cosa con sangre y no se conté con informacién de los
tres pacientes restantes. En cinco de estos casos se ob-
servo asociacion con otros patdégenos: en cuatro mues-
tras de diarrea acuosa se identificaron parasitos y en una
de diarrea sanguinolenta se aislé Shigella sonnei. Por
otro lado, 22 de los pacientes (65%) presentaron deshi-
dratacion leve, seis deshidratacion moderada y uno des-
hidratacién grave.

Sensibilidad a los antimicrobianos

La mayoria de los aislamientos (74%) fueron sensi-
bles a todos los antimicrobianos ensayados. Cuatro ais-
lamientos fueron resistentes a la ampicilina y dos fueron
de sensibilidad intermedia. También se detectaron dos
aislamientos resistentes a la trimetoprima-sulfametoxazol
y un aislamiento resistente a la fosfomicina. Ningun ais-
lamiento fue resistente a mas de un antimicrobiano.

Factores de virulencia

Todos los aislamientos fueron negativos para ctxA,
stn/sto 'y tcpA El Tor. Dos aislamientos fueron positivos
para tcpl y, aunque fueron negativos para tcpA El Tor,
como tepl y tcpA pertenecen al mismo operon, es posible
que posean otro alelo del factor de colonizacion TCP.
Todos los aislamientos fueron positivos para toxR, mien-
tras que 29 (85%) y 31 (91%) aislamientos fueron positi-
vos para hlyA (hemolisina El Tor- ET) y rtxA, respectiva-

mA En= 16): toxR-hilyA-rtxA

8 (n=7): toxR-hlyA-rtxA-nanH
u C (n=3): toxR-hlyA-rixA-nanH-vcs
®p(n=3): toxR-nanH
@ e (n=2): tepl-toxR-hlyA-rixA-nanH
mF (n=1): toxR-hlyA-rtxA-vcs
@G (n=1): toxR-rixA
siH (n=1): toxR-rtxA-nanH

Figura 1. Distribucion de los perfiles de virulencia de los aisla-
mientos de V. cholerae no-O1, no-0139.
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Figura 2. a) Dendrograma de Sfil- PFG

E para los aislamientos de V. cholerae no-

01, no-0139. b) Dendrograma de Nofl- PFGE para los aislamientos de V. cholerae
no-01, no-0O139 que presentaron patrones compartidos con la enzima Sfil. En las
columnas de la derecha se presenta el nimero que identifica al aislamiento, la
fecha de aislamiento y el perfil de virulencia por PCR (PV). Los circulos sefialan
los grupos identificados con un coeficiente de similitud mayor del 95%.

mente. El gen nanH estuvo presente en 16 aislamientos
(47%) y los genes vesN, y vesV, amplificaron en 4 de los
34 aislamientos (12%). Al estudiar la presencia de facto-
res de virulencia se detectaron ocho perfiles diferentes
(Figura 1 y Tabla 1), con una mayor prevalencia (47%)
para aquel que poseia los genes foxR, hlyA'y rixA (perfil
A), seguido del que, ademas de estos tres genes, tam-
bién incluia nanH (perfil B), con el 20%. El resto de los
perfiles de virulencia estaba representado por uno a tres
aislamientos.

Diversidad genética

De los 34 aislamientos estudiados, cinco (T347, T153,
T18118, T15881y T4174) fueron no tipificables por PFGE,
incluso luego de agregar tiourea en el buffer de corrida.
La técnica demostro tener alto poder de discriminacion,
ya que se encontraron 27 patrones electroforéticos dife-
rentes entre los 29 aislamientos comparados (Figura 2a).

Solamente se identificaron dos grupos integrados por dos
y tres aislamientos, cada uno con una similitud mayor al
95% al calcular el coeficiente de Dice (sefialados en la
Figura 2a). El primer grupo comprendié los aislamientos
T1035y T997, recuperados en enero de 2003; éstos fue-
ron indistinguibles con las dos enzimas de restriccion uti-
lizadas (Figuras 2a y 2b) y tuvieron el mismo perfil de
virulencia (perfil A). El segundo grupo estuvo integrado
por los aislamientos T2508, T4582 y T987, recuperados
entre enero y marzo del 2005; sus patrones de Sfil-PFGE
difirieron en una sola banda y fueron indistinguibles por
Notl-PFGE (Figura 2b). Estos tres aislamientos también
compartian el mismo perfil de virulencia (perfil B). Los
aislamientos de los dos grupos fueron recuperados en
verano de pacientes que habitaban en barrios cercanos
al Rio Sali.

Al analizar los aislamientos con una similitud mayor al
90% se observaron dos nuevos grupos. Estos compren-
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dian a los aislamientos T17612 y T4747 por un lado, y a
T18641 y T4463 por otro. Los aislamientos diferian en
mas de siete bandas al ser analizados por Sfil-PFGE y
presentaban distintos perfiles de virulencia. También se
identificaron grupos con mayor cantidad de aislamientos
que tenian una similitud del 75% al 88%, pero que pre-
sentaban al menos diez bandas de diferencia y un maxi-
mo de cinco perfiles de virulencia diferentes.

DISCUSION

A lo largo de los afios 2003 al 2005 se realiz6 una
intensiva vigilancia de diarreas por V. cholerae en el Hos-
pital del Nifio Jesus de San Miguel de Tucuman. Al con-
firmarse solamente 34 aislamientos de 14.724 coprocul-
tivos, se puede afirmar que las diarreas por V. cholerae
tienen baja incidencia en los pacientes pediatricos de San
Miguel de Tucuman y afectan principalmente a nifios de
corta edad, los que en su mayoria exhiben diarrea de
tipo acuosa, aunque fue llamativo el alto porcentaje de
los casos (35%) que presentaron diarrea con sangre. El
grado de deshidratacion observado fue variable; como el
tipo de diarrea predominante fue la acuosa, pensamos
gue la consulta temprana de las madres frente al cuadro
de diarrea de sus hijos y la pronta instauracién de la
hidratacién adecuada (oral, endovenosa, o0 ambas) evitd
un grado de deshidratacién mayor. De los 34 pacientes
de los que se aislo V. cholerae, 21 (62%) vivian en zonas
geograficas cercanas a rios como el Sali, el Lules y el
Canal Norte (Cuenca del Rio Sali); esto se asume como
un importante factor de riesgo para contraer diarreas
causadas por Vibrio spp. y también por Aeromonas spp.

Aunque el tratamiento antimicrobiano de los cuadros
diarreicos por Vibrio cholerae no tiene demasiada impor-
tancia en la evolucién clinica, es Util para cortar la cade-
na epidemiolégica y evitar asi la diseminacion del paté-
geno. Los antimicrobianos ensayados, sobre todo la
furazolidona, la trimetoprima-sulfametoxazol y, en me-
nor medida, la ampicilina, presentaron buena cobertura
frente a estos aislamientos provenientes de una pobla-
cion pediatrica. Todos los aislamientos fueron sensibles
a tetraciclina y norfloxacina, y aunque estos antimicro-
bianos no estan autorizados para uso pediatrico, es im-
portante ensayarlos para emplearlos, en caso de ser
necesarios, en adultos. No se detectaron cepas multirre-
sistentes.

Los aislamientos encontrados tuvieron diversos perfi-
les de virulencia; sin embargo, no se encontré correla-
cion entre los sintomas y signos expuestos por los pa-
cientes y los perfiles de virulencia de los aislamientos
(datos no mostrados). Los aislamientos en ningln caso
presentaron los genes que codifican la toxina CT (ctxA)
o la toxina termoestable NAG-ST (stn/sto). En cambio, el
gen que codifica el regulador ToxR (toxR) y los genes
que codifican las citolosinas HIyA/VCCy RTX (hlyAy rixA)
estuvieron ampliamente distribuidos entre los aislamien-
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tos: éstos conformaron el perfil de virulencia mas frecuen-
te (perfil A, 47%). Tanto HIyA/VCC, que altera el balance
osmotico de las células eucariotas (18), como RTX, que
despolimeriza los filamentos de actina en células
eucariotas (30), podrian explicar la patogenia de las ce-
pas de V. cholerae CT negativas y quizas, los casos de
diarrea muco-sanguinolenta. Los resultados de la carac-
terizacién de aislamientos de origen humano fueron
concordantes con los encontrados para aislamientos
ambientales recuperados del rio Lules y de dos sitios del
rio Sali (17), ya que los perfiles de virulencia son muy
semejantes. Esta similitud, sumada a la falta de correla-
cion entre los perfiles de virulencia de los aislamientos
de V. cholerae no-O1, no-0139 y la presentacion clinica
de la diarrea sugiere que, ademas de estos factores de
virulencia del patégeno, la cantidad de microorganismos
ingerida y el estado inmune del huésped tienen un papel
muy importante en la evolucién de la enfermedad. Por
esta razén es importante la vigilancia de este patégeno,
especialmente en las poblaciones mas vulnerables, como
los nifios, los ancianos y los inmunocomprometidos.

Es interesante resaltar que se encontraron 16 aisla-
mientos positivos para el gen que codifica la neura-
minidasa (nanH), que pertenece a laisla de patogenicidad
VPI-2, habitualmente asociada a cepas epidémicas por-
tadoras de la toxina CT (19). Sin embargo, la presencia
de dicho gen noimplica la presencia de laisla VPI-2 com-
pleta (24). Es necesario investigar este aspecto, como
también el papel de la neuraminidasa en la patogénesis
de aislamientos CT negativos.

También es importante destacar la presencia del sis-
tema de secrecion de tipo Ill (T3SS) —hasta ahora, el Uni-
co descrito para V. cholerae— en cuatro de los aislamien-
tos estudiados, ya que este sistema puede aportar me-
canismos de patogenia alternativos para las cepas de V.
cholerae no toxigénicas. A su vez, se ha descrito que los
genes vcs que codifican el T3SS de V. cholerae también
se encuentran en laisla VPI-2 (24). En el grupo de aisla-
mientos analizados, solamente tres aislamientos porta-
ban el gen nanH y los genes ves. A su vez, hubo tres
aislamientos con el gen nanH y sin los genes ves, y un
aislamiento que poseia los genes ves 'y no el gen nanH.
Esto estaria indicando una estructura distinta de la isla
VPI-2 o una localizacién diferente de estos genes.

Al igual que en otros estudios (4, 31), se encontré
alta diversidad genética en los aislamientos de V.
cholerae no-0O1, no-0139 analizados por PFGE, ya que
solamente se identificaron dos pequefios grupos genéti-
camente muy relacionados, de dos y tres aislamientos
cada uno. Si bien se observaron en el dendrograma otros
grupos, con una similitud de entre 75% y 95%, los aisla-
mientos dentro de esos grupos presentaban mas de siete
bandas de diferencia y distintos perfiles de virulencia.
Esto sugiere que estos agrupamientos incluyeron aisla-
mientos que pertenecian probablemente a diferentes
linajes.
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Nuestros resultados muestran que no existe un nu-
mero limitado de clones que persiste en esta region, sino
que existe gran diversidad entre las cepas de V. cholerae
no-01, no-0139 capaces de causar enfermedad en el
hombre, aun dentro de una regién acotada, como es el
caso de la cuenca del rio Sali. Estos resultados coinci-
den con los encontrados por Bidinost et al. (3) en el estu-
dio llevado a cabo en la provincia de Cérdoba con aisla-
mientos ambientales y humanos. Mas aun, esta diversi-
dad ha sido también demostrada por nuestro grupo en
un estudio reciente aplicando MLST sobre aislamientos
de V. cholerae de Argentina (16).

Finalmente, informamos que se ha detectado un ais-
lamiento portador de los genes ctxA y tcpl, recuperado
en San Miguel de Tucuman en febrero de 2007 de un
paciente varén de 2 afios y 6 meses, que consulté por la
guardia de emergencia por diarrea con reaccion infla-
matoria, vomitos y mal estado general. Dicho aislamien-
to, caracterizado como V. cholerae no-O1, no-0O139 (re-
sultados no publicados), evidencia la transferencia hori-
zontal de genes, ya que ctxA y tcpl estan usualmente
asociados a V. cholerae O1.

Es necesario destacar la importancia de reactivar la
vigilancia de V. cholerae, tanto en casos clinicos como
en los reservorios acuaticos, para detectar oportunamente
la aparicién de cepas con potencial patogénico, ya sea
del serogrupo O1 o de otros serogrupos.
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