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El surgimiento del serogrupo 0139 de Vibrio cholerae y su asociacion a diferentes brotes, ha provocado su inclusion en los
estudios para la lucha contra el célera. En tal sentido nuestro equipo se propuso realizar un estudio comparativo de las
caracteristicas microbiolégicas, incluyendo los factores de virulencia de cuatro cepas epidémicas: V. cholerae 0139, de la
cepa vacunal 251a (0139), y dos cepas de V. cholerae O1. Los resultados mostraron similitud entre todas las cepas en
cuanto a sus caracteristicas tintoriales, culturales, bioquimicas y morfolégicas, con excepcion del grosor de la envoltura
celular, que en las cepas 0139 resultd6 ser mayor, posiblemente debido a la presencia de capsulas. También fueron
similares los resultados obtenidos en la determinacion de la toxina de colera (CT) mediante el ensayo lleal Loop y Southern
blot, capacidad hemaglutinante, expresion de la subunidad A de la proteina estructural del pili (TcpA) por Western blot y
actividad hemolitica observada a través de la prueba de CAMP. La sensibilidad a diferentes drogas antimicrobianas,
empleando el sistema DIRAMIC-10, reportd que las cinco cepas del serogrupo 0139 fueron sensibles a la tetraciclina,
ampicilina, cloranfenicol, eritromicina, furazolidona, doxiciclina, acido nalidixico, kanamicina, penicilina y ciprofloxacina.
Resultaron resistentes a estreptomicina, polimixina, sulfametoxazol-trimetoprim y a oxacilina. Sin embargo, las cepas O1
fueron sensibles al sulfametoxazol-trimetoprim y a la estreptomicina. Frente a rifampicina los resultados fueron variables.
Estos resultados permiten un mayor grado de conocimiento sobre el serogrupo 0139, comprobandose asi la similitud

existente con el biotipo El Tor de V. cholerae O1.
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Introduccion

Hasta 1992, solamente Vibrio cholerae del serogrupo O1 habia
sido reconocido como agente causal del colera. V. cholerae de
los 137 serogrupos restantes, también conocidos como V.
cholerae no-O1, nunca habian sido reportados como
causantes de célera epidémico.

El predominio del serogrupo O1 de V. cholerae como causante
de epidemias y pandemias de coélera, fue anulado en octubre
de 1992, cuando grandes brotes de esta enfermedad
ocurrieron en el sur y este de la India y sur de Bangladesh, con
la subsiguiente extension a otras partes de Asia. El agente
causal fue una nueva cepa toxigénica de serogrupo no-O1,
que se denomind V. cholerae 0139, sinénimo Bengal, que se
piensa pueda ser el agente causal de la Octava Pandemia de
Coélera (1).

A partir de esta nueva situacién, el desarrollo de métodos
inmunoespecificos de protecciéon contra el coélera, toman en
cuenta las cepas de V. cholerae 0139. En tal sentido, existen
pocos reportes sobre la caracterizacion de estas cepas,
aunque se describe que comparten numerosas caracteristicas
con cepas El Tor de V. cholerae O1, sin embargo, difieren en
cuanto a longitud y composicion del polisacarido O del
lipopolisacarido (LPS) de la pared celular y en la presencia de
céapsula, que esta ausente en el serogrupo O1 (2).

El objetivo del presente trabajo fue realizar un estudio
comparativo de las caracteristicas microbioldgicas, incluyendo
algunos factores de virulencia, de cepas epidémicas de V.

cholerae 0139, la cepa vacunal 251a, atenuada por ingenieria
genética y cepas de V. cholerae O1.

Materiales y Métodos

Cepas bacterianas. Se caracterizaron cinco cepas de V.
cholerae correspondientes al serogrupo 0139 (MDO12, MO45,
1837 y SG251), aisladas de pacientes, donadas por PhD R.
Finkelstein de la Universidad de Missouri, Estados Unidos y la
cepa 25l1a (ctx A, ctx B, zot, ace’), mutada por técnicas de
ingenieria genética en el Laboratorio de Biologia Molecular del
Centro Nacional de Investigaciones Cientificas (CNIC), a partir
de la cepa SG251 (Comunicacién personal. Benitez y col.).
Ademas se utilizaron como control dos cepas de referencia de
V.cholerae O1, T19479 (biotipo El Tor, serotipo Inaba), donada
por el departamento de Microbiologia e Inmunologia de la
Universidad de Goteborg, Suecia, y la cepa VC12 (biotipo
Clasico, serotipo Ogawa), donada por el Laboratorio de
Enterobacterias del Instituto Pasteur, Francia. Se parti6 de
conservaciones almacenadas a -70 °C en Caldo Triptona Soya
(TSB), que contenia glicerol al 20%.

Identificacién fenotipica. La caracterizacion fisiolégica y
bioquimica de las cepas en estudio se realizd siguiendo la
metodologia recomendada en el Manual de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) (3).

Serologia. El analisis serolégico se realizé a través del método
de aglutinacion en lamina. Los antisueros utilizados fueron
obtenidos en el Laboratorio de Bacterias Enteropatdégenas del
Instituto Finlay siguiendo el esquema utilizado por Shimada (4).
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Toxina de colera (CT). Se realizd el ensayo de Intestino
Ligado (“lleal Loop”) en dos conejos Nueva Zelandia blancos
(2-2,5 Kg de peso) para medir fluido acumulado (F.A),
inoculandose intraintestinalmente por cada cepa, 0,5 mL de
una suspensién bacteriana de 10° UFC en dos segmentos
ligados de 5-6 cm de largo, préximos al apéndice (5). Para
demostrar la presencia de genes que codifican para CT se
realiz6 la técnica de “Southern Blot”, digiriendo el DNA
gendémico con la enzima de restriccion Hind Ill (6). La sonda
utilizada se correspondié con una porcién de DNA del gen que
codifica para la subunidad A de la toxina de colera (ctx A).

Hemaglutinina Sensible a Manosa (MSHA). La actividad
hemaglutinante de las cepas en estudio se evalué utilizando
una solucién al 1% de eritrocitos de gallos Leghorn, a través de
las técnicas de Hemaglutinacion (HA) e Inhibiciébn de la
Hemaglutinacion (IHA) con el monosacarido D-Manosa al
0,1%. El titulo se definié6 como el inverso de la mayor dilucién
en la cual hubo hemaglutinacion (7).

Pili Corregulado con la Toxina (TCP). Para la demostracion
de la presencia de TCP se realizé la técnica de Western blot
(8, 9), utilizando un anticuerpo policlonal anti TcpA obtenido en
conejos Nueva Zelandia de 2-3 kg de peso, a una
concentracion de 5 pg/mL y un patrén de peso molecular de la
BIORAD de amplio rango (6 500-200 000 Da).

Hemolisina. El analisis de la hemolisina se realizé mediante la
prueba de CAMP, empleando placas de agar sangre que
contenian eritrocitos de carnero al 5% (10). Para esta prueba
se utilizé la cepa Cowan 1 de Staphylococcus aureus.

Cépsula. La presencia de céapsula en las cepas 0139 se
evalud a través de microscopia electrénica (ME). Las células
se procesaron mediante el método de corte e inclusion. Las
mediciones se realizaron sobre las microfotografias (11, 12).

Sensibilidad a antimicrobianos. La sensibilidad de las cepas
a diferentes drogas antimicrobianas se determindé empleando

Fa (mL/cm)
1,2 +

el sistema DIRAMIC 10, programa computadorizado que
calcula el indice de inhibiciobn que cada droga es capaz de
producir. De acuerdo con el porcentaje de inhibicion del
crecimiento bacteriano, se establecieron criterios cualitativos
de sensibilidad: resistente (0-70%), intermedio (70-79%) y
sensible (79-100%) (13). Las drogas antimicrobianas
estudiadas fueron: tetraciclina (30 ng); acido nalidixico (30 ng);
ampicilina (10 pg); estreptomicina (10 pg); eritromicina (15 pg);
sulfametoxazol-trimetoprim (25 png); cloranfenicol (30 pg);
polimixina B (300UV); ciprofloxacina (5p9); kanamicina (30 png);
furazolidona (15 pg); penicilina (10 U); doxiciclina (30 ng);
oxacilina (1 pg) y rifampicina (2 ug) (14).

Resultados y Discusién

Como resultado de este estudio, observamos que las
caracteristicas morfologicas, culturales y bioquimicas de las
cinco cepas de V. cholerae 0139 fueron similares entre si.
Ademas se puso en evidencia la similitud planteada en la
literatura entre el serogrupo O139 y el biotipo El Tor de V.
cholerae O1 (14).

Sin embargo, el estudio serologico reveld que de las siete
cepas de V. cholerae, cinco pertenecieron al serogrupo 0139
(MDO12, 1837, SG251, 251a y MO45) y dos al serogrupo O1
(VC12, T19479), corrobor6 que los antigenos lipopoli-
sacaridicos de las cepas 0139, difieren de los de V. cholerae
01 (15).

La Figura 1 muestra los valores de FA obtenidos en el ensayo
lleal Loop, con diferentes cepas de V. cholerae 0139. Se
observa que las cepas epidémicas MO45, 1837 y MDO12,
mostraron valores de FA significativamente superiores a los
obtenidos para la cepa atenuada 251ay para la SG251.
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Letras diferentes indican diferencias significativas (p< 0.01)

Figura 1. Fluido acumulado en Intestino Ligado de conejos inoculados con diferentes cepas de V. Cholerae 0139
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VC12 (biotipo Clasico, serotipo Ogawa) hubo ausencia de
hemodlisis.

La mayoria de las cepas de V. cholerae no-O1 son hemoliticas
y no se han encontrado diferencias biol6gicas, inmunolégicas o
fisicoquimicas con las hemolisinas del biotipo El Tor. Esta
hemolisina es una potente toxina con actividad citotoxica y
citolitica que provoca la acumulacion de fluido en el intestino
delgado (18).

El estudio de la superficie de células de diferentes cepas de V.
cholerae por Microscopia Electronica, permiti6 observar
diferencias entre las mediciones realizadas a cepas O1 y
0139. En la cepa del serogrupo O1, el grosor de la zona
externa al limite citoplasmatico fue alrededor de 20 nm y en las
cepas 0139 entre 35 y 40 nm (Figura 4). Generalmente la
membrana citoplasmatica de las células bacterianas mide de
7-10 nm.

Con el método empleado, se observaron diferencias de
medidas entre el serogrupo O1 y el 0139, lo que pudiera estar
dado por la suma de la pared mas la microcapsula (14, 15).

Al igual que en otras bacterias capsuladas, la presencia de
esta estructura pudiera conferir mayor virulencia a los vibrios
0139 (14).

En el estudio de sensibilidad a las diferentes drogas
antimicrobianas utilizadas se observé que las cinco cepas
0139, fueron sensibles a tetraciclina, ampicilina, cloranfenicol,
eritromicina, furazolidona, doxiciclina, acido nalidixico,
kanamicina, penicilina y ciprofloxacina, para un 100% de
inhibicion del crecimiento bacteriano. A excepcion de la cepa
MDO12, que resulté ser sensible, las restantes 0139 tuvieron
niveles de inhibicién intermedios (70-79%) con rifampicina.
Todas las cepas 0139 fueron resistentes a estreptomicina y
polimixina. Cabe destacar la resistencia al sulfametoxazol-
trimetoprim y a oxacilina, para los cuales se obtuvieron niveles
de inhibiciéon entre 0-8%. A diferencia de las cepas 0139, las
O1 resultaron sensibles al sulfametoxazol-trimetoprim y a la
estreptomicina.

Los indices de inhibicién del crecimiento bacteriano obtenidos
en este estudio por el sistema DIRAMIC 10, mostraron
concordancia con los resultados reportados por métodos
tradicionales, orientados por la OMS, para estudios de
sensibilidad antimicrobiana en cepas de ambos serogrupos (1).

La resistencia a antimicrobianos de cepas O1, asi como el
surgimiento de nuevos brotes de V. cholerae 0139, es un
problema en ascenso en algunas partes del mundo (1), por lo
que se debe mantener una vigilancia periddica de la
sensibilidad antimicrobiana en ambos serogrupos.

Los resultados obtenidos en este estudio, permiten un mejor
conocimiento del serogrupo 0139 de V. cholerae,
comprobandose asi algunas analogias y diferencias existentes
con el biotipo El Tor de V. cholerae O1.

Figura 4. Microfotografia electrénica de cepas de Vibrio cholerae que
demuestra la presencia de microcapsula en cepas del serogrupo 0139.
A) Vibrio cholerae 01. B) Vibrio cholerae 0139. (x 19500).
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Microbiological characterization of Vibrio cholerae O 139 strains
Abstract

The outcoming and spreading of Vibrio cholerae O 139 serogroup and its association to different outbreaks have raised interest to
conduct studies for the control of the disease. For those purposes a comparative study of different strains was carried out based
upon their microbiological characteristics, including the virulence factors of four epidemic O 139 strains, the vaccinal 251 a (O 139)
and two belonging to serogroup O 1. Staining, cultural, biochemical and morphological characteristics resulted similar among all the
strains. Only the bacterial envelope was different, being thicker in O 139 strains, possibly due to the existence of the capsule.
Another results such as the determination of cholera toxin (CT) by the ileal loop assay and the Southern Blot, the haemagglutinating
activity, the expression of TcpA by Western Blot and the haemolytic activity by the CAMP test were also similar among the strains.
The sensitivity to different antimicrobial drugs was determined using the Cuban automated system DIRAMIC-10; it showed that five
O 139 serogroup strains were sensitive to tetracycline, ampicillin, chloramphenicol, erythromycin, furazolidone, doxycycline, nalidixic
acid, kanamicin, penicillin and ciprofloxacin, but resistant to streptomycin, polymyxin, trimetoprim-sulfamethoxazole and oxacillin.
Contrarily, O 1 strains were sensitive to trimetoprim-sulfamethoxazile and streptomycin. Variable results were obtained to rifamycin.
Those results allowed a better knowledge about O 139 serogroup and showed its similarity to El Tor biotype of V. cholerae O 1.

Keywords: Vibrio cholerae O 139; phenotypic identification; virulence factors; antibiogram.
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