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RESUMEN

Se investigo la susceptibilidad antimicrobiana y la presencia de toxina termoestable en 100 dépds dkolerae No-01

remitidas de 7 diferentes centros de salud del pais al Laboratorio Nacional de Referencia de Enfermedades Diarreicas Agudas del
Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri". Se demostro la presencia de 2bid6 cholerae No-01 toxigénico, esta cifra

resulté considerablemente méas alta que la reportada en otras areas geogréaficas, excepto en zonas epidémicas. Este resultado
permitira establecer unalerta epidemioldgicaen Cuba, pues estas cepas pueden ser infectadas por el fago CTX (elemento que
transporta los genes que codifican para la toxina colérica); lo que les conferiria un potencial epidémico similar al del agente
etioldgico del colera. Las cepas identificadas podrian estudiarse como posibles candidatas a la vacuna del célera.

Descriptores DeCSVIBRIO CHOLERAE/aislamiento y purificacion; TOXINA DEL COLERA/aislamiento y purificacion.

Vibrio choleraese diferencia de otrasbrios
por su antigeno soméatico O (lipopolisacarido
termoestable). Las cepas que aglutinan con el
antisuero polivalente d&fibrio choleraeson
identificadas comoVibrio cholerae01, cepa
epidémica responsable de la enfermedad del célera.
Las que no aglutinan son clasificadas cdfibco
choleraeNo-01, y durante algunos afios se les
cuestiond su potencial patogénico.

Algunas cepas dé&/ibrio choleraeNo-01
producen una enterotoxina termoestable de 17 amino-
acidos (conocida como NAG-ST), muy parecida a
la enterotoxina deEscherichia coli y Yersinia
enterocolitica?

La forma clinica mas comun producida por este
microorganismo es la gastroenteritis, cuyo espectro
clinico es muy parecido al del cdlera: diarrea liquida,
deshidratacion, dolores abdominales y disenteria.
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A esta especie le son atribuibles infecciones
extraintestinales como son: infecciones de heridas,
infecciones biliares y renales, otitis, asi como
septicemia primaria y secundatia.

En 199MMorris y otros demostraron que cepas
de Vibrio choleraeNo-01 productoras de NAG-
ST, al serinoculadas por via oral a concentraciones
de 10 ufc en voluntarios humanos, producian
diarreas de hasta 5 L diaribs.

Esta claro que existen diferencias de persona a
persona en cuanto a la gravedad de las enfermedades
diarreicas producidas pwibrio choleraeNO-01.

Esta hipotesis corresponde a las diferencias de
susceptibilidad a la infeccién o enfermedad con
este microorganismo. Sin embargo, el rango de
ataque en epidemias de paises como Australia
excedié a 60 %, lo que sugiere que aun una cepa
de simple virulencia, con altas dosis de inoculacion

Especialista de Il Grado en Microbiologia. Investigadora Agregada.



es capaz de causar un elevado nivel o rango de
enfermedad en personas sahas.

La circulacion en Cuba de cepas dibrio
choleraeNo-01 toxigénicas es desconocida por
lo que se propuso el presente estudio.

METODOS

Durante los afios 1990 hasta 1996 se recibieron
en el Laboratorio Nacional de Referencia de
Enfermedades Diarreicas Agudas (EDA) un total
de 385 cepas d¥ibrio choleraeNo-01 aisladas
de heces de nifios menores de 5 afios con EDA 'y
procedentes de 7 diferentes centros provinciales de
Higiene y Epidemiologia (Guantdnamo, Las Tunas,
Camagley, Santiago de Cuba, Ciudad de La
Habana, Holguin y Granma) del pais, de las cuales
se escogieron 100 cepas al azar para la presente
investigacion.

Todas las cepas fueron serotipadas y biotipadas
segun el método d&akazakiy otros® Ellos
incluyeron reaccidn positiva para la oxidasa,
crecimiento en diferentes concentraciones de NaCl
(0, 3, 6, 7y 10 %) en caldo triptona, caldo base
para la utilizacion de glucosa, sacarosa, manosa,
manitol, inositol, estudio de movilidad, produccién
de indol, asi como la lisina y ornitina decarboxilasa,
arginina dehidrolasa y deteccion de sulfuro de
hidrogeno en agar hierro y 2 azucarekliger.

A todas las cepas se les investigo la actividad
hemolitica por medio de eritrocitos de carnero, la
susceptibilidad a polimixin By la aglutinacién con
el antisuero polivalente dé&brio cholerae01, asi
como con los monovalent€gawae Inaba® La
susceptibilidad antimicrobiana frente a 18 drogas
fue determinada por la técnica de Bauer-Kirby.

La presencia de toxina termoestable se
investigd mediante la técnica de la reaccion en
cadena de la polimerasa (RCP), con la utilizacion
de 2 oligonucledtidos o cebadores de 21y 23 pares
de base, los cuales fueron disefados sobre la
secuencia del gen conocido, con amplificacion de
unaregion de 238 pares de basa confirmacion
de un resultado positivo mediante RCP fue
realizada con la aplicacion de la técnica de
hibridacion ADN/ADN, y mediante la utilizacién
como sonda del fragmento de ADN que codifica
para la toxina termoestable, insertado en el sitio
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Smal del plasmido p Bluescript-SK+/-, portado por
una cepa dé. coli K122

La expresién bioldgica de la toxina fue
investigada mediante la prueba de inoculacion
intragéstrica en raton lactariteSe utilizaron las
cepas de Vibrio cholerae No-01 (CO32
productora d&NAG-ST como control positivo y
la cepa dee. coliK99 como control negativo.

RESULTADOS

Las 100 cepas en estudio resultaron ser bacilos
gramnegativos anaerobios facultativos, oxidasa
positivo, con reaccion positiva a las pruebas de lisina
y ornitina descarboxilasa y negativa para la arginina
deshidrolasa. Métiles, con produccién de indol y
crecimiento hasta 6 % de NaCl, utilizaciéon de la
sacarosa y manitol, no asi del inositol y la arabinosa.
Todas resultaron ser hemoliticas.

Ninguna de las cepas en estudio aglutin6 con el
antisuero polivalente débrio cholerae01 ni con
el antisuero d&/ibrio cholerae0139, por lo que
guedaron definitivamente identificadas covitwio
cholerae No-01.

La susceptibilidad antimicrobiana resulté acorde
con lo publicado internacionalmente, en especial
para las drogas de eleccién (tetraciclina, acido
nalidixico y trimethoprim-sulfametoxazol).

La toxina termoestable fue identificada en
20 cepas (20 %). De ellas 11 (55 %) expresaron
valores= 0,083 en la prueba de ratén lactante, por
lo que se consideraron positivas a la expresion
biologica de la toxina.

Las 20 cepas que resultaron poseer codificacion
genética, hibridizaron con la sonda que codifica el
gen para la toxina termoestable.

DISCUSION

En los dltimos afos las cepas d@rio
choleraeNo-01 con codificacién genética para la
toxina termoestable han sido reconocidas como
causa importante de enfermedad diarreica aguda,
cuyo cuadro clinico incluye desde diarreas
autolimitadas hasta severas con deshidratation.

La recidente introduccion del diagnéstico de
cepas deVibrio choleraeNo-01 toxigénico ha
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permitido establecer significativos avances en la
epidemiologia de la enfermedad diarreica aguda
causada por estos microorganismos, aunque todavia
se precisa profundizar mas en este é¢aso.

La presencia de 20 % de cepas toxigénicas
observadas en los aislamientos clinicos de este
estudio es considerablemente mas alta que la
reportada en otras areas geograficas, excepto en
zonas de epidemia; como lo demostraron los trabajos
realizados poHogey otros cuando al estudiar la
presencia de toxina termoestable en cepafiuio
choleraeNo-01, 103 de Tailandia, 31 de México y
47 de EE.UU., s6lo 7 (4 %) de Tailandia resultaron
positivas®?

Estudios llevados a cabo en Tailandia durante
una epidemia de coélera en marzo de 1990,
demostraron que 5 de 15 (33 %) cepa¥iblgo
choleraeNo-01 poseian codificacion genética para
la toxina termoestablé.

Los resultados de este trabajo difieren de los
de Caldini y otros quienes en enero de 1995
realizaron estudios similares en Firenze, Italia; ellos
investigaron la presencia de toxina termoestable en
46 cepas devibrio choleraeNo-01 aisladas de
pacientes con EDA y solamente 4 (8 %) resultaron
positivas; y de los dBalsgardy otros en Lima,
Peru quienes no encontraron evidencia de toxina
termoestable en 58 cepas\dbrio choleraeNo-

01 investigadas en un brote de diarreas ocurrido en
voluntarios durante el estudio de campo sobre la
vacuna coléric®*®

En relacién con los estudios de la expresion
bioldgica de la toxina, estos resultados estan
acordes con los trabajos tishibuchi y Seidler
sobre la investigacion de toxina termoestable, con
la utilizacion de prueba de inoculacion gastrica en
raton lactanté’

Las cepas en estudio mostraron altos
porcentajes de sensibilidad a la tetraciclina, acido
nalidixico y trimethoprim-sulfametoxazol, lo que
coincide con lo reportado en la literatura en relacion
con los estudios de susceptibilidad antimicrobiana
en estos microorganismés.

Las epidemias de colera hasta 1991 s6lo habrian
sido atribuibles %ibrio choleraed1. En diciembre
de 1992 se describe una epidemia parecida a la
producida durante la enfermedad del colera causada
por Vibrio cholerae No-01 identificada
internacionalmente comvibrio cholerae0139,

cepa de alto potencial epidémico reconocida hoy
como agente etiolégico del colefa.

En investigaciones realizadas pdekalano
y otros demostraron que los genes que codificaban
para la toxina colérica son portados por un profago
replicado como un plasmido en la espagéi&io
cholerae Estos resultados enfatizan la convulsion
genética de estos elementos mediante la
transferencia de genes de virulencia hacia especies
de bacterias patégenas que ellos pueden inféctar.
En este caso el habitat natural del profago vy el
microorganismgatogenoVibrio choleraéNo-01)
es el tracto intestinal, por lo que no seria descartable
la posbilidad de que estas bacterias pudieran
adquirir el profago mediante la interaccion
bacteria-fago-hospedero, lo que lenferia a
estos microorganismos la potencialidad para
desarrollaepidemia en Cuba.

Futuros estudios que incluyan investigaciones
sobre mutantes isogénicos, de los cuales los genes
especificos de la toxina hayan sido deleteados,
seran necesarios para definir claramente el papel
de la toxina termoestable en las cepasuilario
choleraeNo-01.

SUMMARY

The antimicrobial susceptibility and the presence of a heat-stable
toxin were researched into 100 Non-®brio choleraestrains

sent by 7 different health centers to the National Reference
Laboratory of Acute Diarrheal Diseases in “Pedro Kouri”
Tropical Medicine Institute. The presence of 20% toxigen Non-
01 Vibrio cholerae was detected, a figure substantially higher
than that reported in other geographic areas, except for endemic
areas. This result will make it possible to set epidemiological
alert in Cuba because these strains can be infected by CTX phages
(element transporting gens that encode for choleric toxin) which
will give such strains an epidemic potential similar to that of the
etiologic agent of cholera. The identified strains could be studied
as possible cholera vaccine candidates.

Subject headingsVIBRIO CHOLERAE!/isolation and purification;
CHOLERA TOXIN/ isolation and purification.
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