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y genotipica de aislamientos de Vibrio

Abstract

The objectives of this study were to isolate Vibrio cholerae from recreational
water sources, characterize them phenotypically and genotypically, study the
clonal relationship between the different isolates using molecular methods,
and determine the environmental conditions under which the findings were
made. For each water sample, pH, temperature, date and time of sampling,
a Autor corresponsal: and the presence of rainfall up to 72 hours prior to sampling were recorded.
The production of different virulence factors and sensitivity to antibiotics were
studied. The probable clonal relationship between the isolates was studied using
pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). From 100 water samples, 16 non-O1
non-0139 V. cholerae isolates were obtained from the Rio Negro and Lacoons
Francia, Arglello, and Colussi. Alkaline pH and the presence of previous rainfall
were related to the finding of this bacteria in the environment. All isolates were
sensitive to all antibiotics tested and none presented the CT and TCP virulence
factors (ctxA and tcpA El Tor), two isolates were positive for the stn virulence factor.
Using PFGE with the restriction enzyme Sfil, 14 different genetic patterns were
obtained. The present study confirms the presence of V. cholerae in recreational
waters in a region of northeastern Argentina, which reinforces the idea of carrying
out surveillance of these pathogens in aquatic environments.
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Introduccion

Las aguas destinadas a uso recreacional pertenecen a
cuerpos superficiales que se utilizan principalmente para
bafo y actividades deportivas (Saracho et al, 2006). En
los asentamientos de maxima concentracién poblacional
e industrial es donde surgen los mayores requerimientos
de medios de esparcimientos por parte de una poblacién,
debido a que los balnearios publicos son una alternativa
para satisfacer ese derecho, especialmente aquellas de
menores recursos econémicos (Acufa del Pino et al., 1998).

En el mundo desarrollado la conexién entre agua, higiene
y salud es clara y las enfermedades debidas al agua o
relacionadas con ella estan entre las causas mas comunes
de enfermedad y de muerte, afectando principalmente a los
pobres en paises en vias de desarrollo; ademas, los nifos,
ancianos y los individuos inmunocomprometidos son los
mas vulnerables (Botero de Ledesma, 2005).

Entre los patdgenos bacterianos relacionados en forma
directa o indirecta con el agua pueden mencionarse los
siguientes: Salmonella spp, Shigella spp, Campylobacter spp,
Vibrio spp, Aeromonas spp y Escherichia coli 0157 (WHO,
2004).

Vibrio cholerae es un miembro autéctono de la flora
microbiana de las aguas medianamente salinas tipicas de
estuarios y pantanos costeros (Colwell et al., 1977) y aunque
s6lo V. cholerae O1y 0139 han causado epidemias de cdlera,
algunas cepas pertenecientes a serogrupos no-O1 no-0139
han sido aisladas de pacientes con sintomas que van desde
diarrea leve hasta deshidratacion severa semejante a célera.
Ademas, otros serogrupos pueden causar infecciones
extraintestinales como infecciones cutdneas, neumonia,
meningoencefalitis, septicemia o infecciones en el oido
externo. Estas Ultimas pueden ocurrir al nadar o navegar en
aguas infectadas o después de manipular mariscos crudos
contaminados (Borroto, 1997; Rozemeijer et al., 2009).

La vigilancia de los patégenos como V. cholerae presentes
en ambientes acudticos es la clave para entender la
epidemiologia de las enfermedades humanas debidas a
estos microorganismos.

Las epidemias regionales de célera ocurren estacionalmente
y estdn asociadas a periodos de lluvias excesivas,
temperaturas calidas e incrementos en las poblaciones de
plancton (Kuhn et al., 2005), lo cual justifica el estudio de las
condiciones ambientales relacionadas con la recuperacién
de V. cholerae en fuentes acuéticas.

Los objetivos del presente trabajo fueron detectar V.
cholerae aislados de fuentes de aguas de uso recreacional
de la Provincia del Chaco, caracterizarlos fenotipica y
genotipicamente, estudiar mediante métodos moleculares
la relacién clonal entre los distintos aislamientos y
determinar las condiciones ambientales en las cuales se
realizaron los hallazgos.
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Materiales y métodos

Para la realizacién del presente trabajo se aplicé un disefio
observacional descriptivo con recoleccién prospectiva
de datos, compatible con un estudio de investigacién
ambiental.

Debido a la inexistencia de normativa nacional para el
estudio de ambientes acuaticos con fines de investigacion,
se tuvieron en cuenta las consideraciones previamente
publicadas en manuales, guias y otros trabajos cientificos
(Borroto, 1997; Huq, 1990).

Se seleccionaron los siguientes rios y lagunas utilizados
con fines recreativos por los habitantes de la ciudad de
Resistencia, teniendo en cuenta la proximidad a areas
altamente urbanizadas: Riacho Barranqueras (-27.4751,
-58.8891), Rio Negro (-27.4367, -58.9794), Laguna Arguello
(-27.4535, -58.9735), Laguna Francia (-27.4399, -58.9660) y
Laguna Colussi (-27.4309, -58.9661).

La ciudad de Resistencia se ubica en una region subtropical
sin estacion seca con veranos calurosos e inviernos
templados, por ello se tomaron muestras en las cuatro
estaciones del ano, siempre que las condiciones de los
entornos acuaticos lo permitieran, evitando momentos de
sequia o inundaciones, ya que se hacia imposible el acceso
a los sitios de muestreo.

En cada sitio de muestreo se recolectaron 5 litros de agua.
En el caso de los rios, la recoleccidon se realizé a 1 metro
desde la costa enfrentando la corriente. En las lagunas, las
muestras fueron tomadas a 1 metro de la costa, generando
una corriente con el recipiente al momento del muestreo.
Las muestras de agua se mantuvieron refrigeradas hasta su
procesamiento.

Para cada muestreo se registraron pH, temperatura, fecha
y hora de la recolecciéon de las muestras. Adicionalmente
se registré si se verificaron precipitaciones hasta 72 horas
previas la fecha del muestreo.

Un litro de cada muestra fue filtrado a través de membranas
de nitrocelulosa (Microclar, Argentina) de 0,45 um (Bourke,
Cossins, 1986). Cuando la turbidez del agua lo requirié, se
utilizé mas de una membrana filtrante hasta lograr filtrar
todo el volumen de muestra.

Luego de la filtracién, las membranas fueron colocadas en
Agua Peptonada Alcalina (Laboratorios Britania, Argentina)
y se incubaron a 35+2°C durante 24 hs. Para el aislamiento
de Vibrio, el caldo de enriquecimiento fue subcultivado en
agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS) (Laboratorios
Britania, Argentina) durante 24 horas a 35+2°C.

Las colonias amarillas compatibles con Vibrio en medio
TCBS se repicaron en agar Agar Tripteina Soya (Laboratorios
Britania, Argentina). A las 24 horas de incubacién
se realizaron pruebas de identificacién bioquimica
previamente descriptas (OPS/OMS, 2010).
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A los aislamientos identificados bioquimicamente como
Vibrio se les realiz6 la identificacién seroldégica mediante
aglutinacion en portaobjetos con el antisuero OT,
identificdandose como O1 (aglutinacién positiva) o no O1
(aglutinacion negativa) (WHO, 2003).

La identificaciéon de V. cholerae se completé mediante la
Reaccién en CadenadelaPolimerasa (PCR) conlos cebadores
pVC-F2y pVCm-R1 para V. cholerae,VCO1-F2 y VCO1-R2 para
serotipo O, VCO139-F2 y VCO139-R2 para serotipo 0139,
utilizando un protocolo previamente descripto (Gonzalez
Fraga etal., 2009).

Los aislamientos de V. cholerae fueron enviados al Instituto
Nacional de Enfermedades Infecciosas ANLIS “Dr. Carlos
G. Malbran” a fin de completar la identificacién donde se
ensayaron pruebas de aglutinacién en placa utilizando
sueros policlonales (anti-O139, O1, Ogawa e Inaba).

Adicionalmente, sobre los aislamientos se aplicaron
diferentes protocolos de PCR para detectar genes que
codifican los siguientes factores de virulencia: ctxA (que
codifica la subunidad A de CT), tcpA El Tor (que codifica
la unidad estructural del factor de colonizaciéon TCP, alelo
El Tor, TcpA), tcpl (que codifica una proteina asociada a la
membrana interna y reguladora de la sintesis de TcpA) y
stn (que codifica la toxina termoestable NAG-ST) (Gonzélez
Fraga et al., 2009).

En todos los aislamientos se estudid la sensibilidad a los
siguientes antibidticos: ampicilina, ciprofloxacina, acido
nalidixico,  trimetroprima/sulfametoxazol,  cefotaxima,
ampicilina/sulbactam mediante el método de difusién
con discos (Becton Dickinson, EUA) siguiendo las
recomendaciones del Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2015).

Los datos obtenidos fueron registrados en una base de
datos confeccionada en Microsoft Excel® e ingresados en
el programa Epilnfo® 6.0 para su posterior analisis. Para la
comparacién de medias entre variables numeéricas se utilizé
la prueba t de Studenty para comparar variables categoéricas
se aplicé la prueba de chi cuadrado. Se consideraron
estadisticamente significativos resultados con valores de
p<0,05.

Para determinar la probable relacion clonal entre los
aislamientos de V. cholerae aislados en la ciudad de
Resistencia se utilizé el protocolo de electroforesis en gel
en campo pulsado (PFGE) estandarizado de la Red PulseNet
Internacional para V. cholerae, la restriccion se realizé con
la enzima Sfil y la diversidad clonal entre aislamiento se
confirmé por PFGE mediante digestion con Notl (Gonzalez
Fraga et al., 2009).

Para estudios de relacion clonal con aislamientos de
diversos origenes se realizé la comparacién con patrones de
obtenidos a partir de Vibrios de origen ambiental y humano,
como seria otro aislamiento de V. cholerae O1 representativo
de la cepa epidémica de la década del 90, uno de V. cholerae
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O1 no toxigénico denominado “variante de Tucuman” y
con otros aislamientos de V. cholerae O1 no toxigénicos
recuperados de otras provincias del norte argentino.

Los patrones de PFGE se analizaron por inspeccién visual
y mediante el programa BioNumerics version 4.6 (Applied
Maths, Sint-Martens-Latem, Bélgica). Los dendrogramas se
construyeron utilizando el coeficiente de similitud de Dice
y el algoritmo UPGMA. Para la interpretacion de las bandas
se tuvieron en cuenta los criterios previamente publicados
(Tenover et al., 1995).

Resultados

Sobre un total de 100 muestras de agua estudiadas
se obtuvieron 16 aislamientos de V. cholerae, todos
identificados genotipicamente mediante PCR como V.
cholerae no O1 no 0139.

Los sitios de los cuales se obtuvieron aislamientos de V.
cholerae son los siguientes: Rio Negro, Laguna Francia,
Laguna Argliello y Laguna Colussi.

En la tabla 1 se muestran las condiciones ambientales en las
cuales se produjo la recuperacién de V. cholerae.

Tabla 1: Variables registradas seguin muestras totales, positivas y negativas
para Vibrio cholerae.

Muestras Muestras Total muestras
Variable positivas N=16  negativas N=84 N=100
Media Rango Media Rango Media Rango
pH 8 74-93 7.3 50-9,6 74 50-9,6
Temperatura 25,7 17,7-32,6 25,1 158-30,5 2522 15,8-32
(°Q)
Rto. 8,3x107 1x103- 2,0x106 1,1x102- 1,3x107 1,1x102
coliformes 1x109 1x108 -1x109
(UFC/ml)
Rto.E.coli  2x104  1x102- 1,3x104 5-1x105 1,4x104 5-1x105
(UFC/m) 1x105

El pH alcalino en las muestras de agua se relacion6 con la
presencia de esta bacteria en el ambiente (p=0,036).

Once de los 16 aislamientos fueron recuperados luego de
lluvias durante las 72 horas previas al muestreo (p=0,04).

La deteccion de Vibrio se relaciond con elevados recuentos
de coliformes y E. coli, pero éstas no fueron condiciones
suficientes para asegurar su presencia.

En el presente trabajo el rango de temperatura del agua a
la cual se han aislado V. cholerae fue de 17,7-32,6°C, lo cual
no influyé en la recuperacién de este patdégeno, pero se
debe destacar que no se obtuvieron muestras de agua con
temperaturas inferiores a 15°C.

La totalidad de los aislamientos fueron sensibles a los

antibiéticos ensayados y no presentaron los factores de
virulencia CT y TCP, tradicionalmente asociados en las cepas
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epidémicas. Solamente dos aislamientos provenientes del
Rio Negro resultaron positivos para el gen stn.

Sobre los 16 aislamientos de V. cholerae no O1 no 0139
analizados mediante PFGE con la enzima de restriccidon
Sfil, se obtuvieron 14 patrones (pulsotipos) diferentes. Tres
de los aislamientos provenientes de las Lagunas Francia
y Arguello presentaron pulsotipos indistinguible con la
enzima primaria (patron ARKZGS12.0116) (Figura 1).
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Figura 1: Dendograma obtenido tras digestién con la enzima Sfil de los aislamientos
ambientales de V. cholerae provenientes de ambientes acuaticos de la ciudad de
Resistencia.

El rectdngulo azul incluye 2 aislamientos con el mismo patrén de PFGE provenientes
del Rio Negro. El rectdngulo rojo incluye tres aislamientos con el mismo patrén de PFGE
provenientes de diferentes lagunas. Los 5 aislamientos fueron recuperados en distintos
momentos de muestreo.

La clonalidad de los aislamientos obtenidos luego de
la digestion con Sfil se confirmé al utilizar la enzima de
restriccion Notl.

Los dos aislamientos de V. cholerae que resultaron positivos
para el gen stn presentaron una alta similitud genética,
del 91,3% con Sfil y del 97,3% con Notl, como se mencion6
anteriormente ambas recuperadas del rio Negro en dos
muestreos consecutivos.

Los subtipos de PFGE-Sfil identificados fueron comparados
con subtipos genéticos de V. cholerae de la Base de Datos
Nacional (BDN) que se construye con una seleccion de casos
esporadicos y de brote derivados al Servicio Enterobacterias
del Instituto Dr. Carlos G. Malbran.

Se observé que los subtipos genéticos mas frecuentes en
este estudio no se han identificado anteriormente en la
BDN, luego de compararlos con aquellos stn+ incluidos en
la BDN (Figura 2).
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Figura 2: Dendograma de relacién genética de los aislamientos ambientales de V.
cholerae no O1 no 0139 obtenidos en la provincia del Chaco con otros aislamientos

de origen humano y ambiental de la BDN con el coeficiente de Dice obtenido con la
enzima Sfil.

Discusion

Aunque diversos estudios han encarado la deteccién de
V. cholerae en aguas con resultados bastante disimiles,
este es el primer estudio que se realiza sobre aislamientos
de ambientes acudticos urbanos utilizados con fines
recreacionales en el Nordeste Argentino.

Segun estudios previos, para identificar las areas
vulnerables y las poblaciones en riesgo, es clave determinar
las condiciones ecoldgicas del agua que promueven la
persistencia y crecimiento de V. cholerae, y de este modo,
desarrollar sistemas de alerta temprana (Cérdoba-Meza et
al., 2022)

En cuanto a variables ambientales, los mayores hallazgos
en aguas de pH alcalino concuerdan con otros trabajos
publicados donde se comprueba que un factor de estrés
importante para la supervivencia del V. cholerae es el
pH, dado que esta bacteria es muy sensible a la acidez
(Borroto, 1998). En relacién con esta variable, un estudio
de laboratorio realizado por Miller et al. revel6 que el pH
6ptimo para su supervivencia en el aguaa 25°Cesde 7a 8,5
cuando la salinidad es moderada, y de 7,5 a 9 cuando es baja
(Miller, Drasar, 1984).

Si hacemos foco en el recuento de coliformes en el agua,
notamos que no hubo relacion directa con recuentos altos y
la presencia de vibrios, lo que concuerdan con lo hallado en
varios estudios que han demostrado una falta de correlacién
entre la presencia de bacterias fecales coliformes y la de
cepas toxigénicas y no toxigénicas de V. cholerae 01 biotipo
El Tor en reservorios acuaticos (Colwell et al., 1981; Hood,
1982); ésto sugiere que el agente patdégeno puede sobrevivir
en aguas relativamente libres de contaminacién fecal
humana. Esta idea ha sido confirmada posteriormente por
medio de investigaciones que han apoyado la hipétesis de
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que el microorganismo es un miembro autéctono de la flora
microbiana de las aguas dulces y medianamente salinas sin
contaminacién fecal humana (Miller, Drasar, 1984; Colwell et
al., 1981; Bourke et al., 1986; Singleton, 1982).

Segun publicaciones previas, la temperatura 6ptima para el
desarrollo de V. cholerae oscila entre 30-37°Cy el crecimiento
se inhibe a temperaturas menores a 15°C. Estos resultados
coinciden con estudios realizados por otros autores
(Borroto, 1998; Lee et al., 1982; Tamplin et al., 1991). Tal es
asi que segun un estudio realizado en Kent, Reino Unido,
la mayor parte de los aislamientos ambientales de cepas
no toxigenas de V. cholerae 01 biotipo El Tor tuvieron lugar
durante el verano (Lee et al., 1982). En las aguas frias (12°C)
de la parte peruana del lago Titicaca, que se encuentra
a mas de 3000 m sobre el nivel del mar, V. cholerae 01
biotipo El Tor (de toxigenicidad no investigada) fue aislado
ocasionalmente y en muy bajas concentraciones (Tamplin
etal., 1991). En cambio, los aislamientos de V. cholerae no-
01, no-0139 se recuperaron principalmente en primavera
y verano, pero también en los meses de otofio e invierno
(Gonzélez Fraga et al., 2007; Costagliola et al., 2000; Rivas
et al., 1996). Un total de treinta aislamientos de V. cholerae
fueron recuperados durante la estacion calida en aguas
estuarinas en Japén, aunque ninguno de ellos albergaba el
gen ctxAB (Miyoshi et al., 2024).

Las lluvias previas al muestreo podrian hacer descender la
salinidad de ciertos ambientes acudticos favoreciendo la
recuperaciéon de Vibrio (Kuhn et al., 2005), lo cual coincide
con los hallazgos del presente trabajo.

Debe destacarse la influencia de los ecosistemas
acudticos estacionarios (lagunas y el Rio Negro con el
flujo interrumpido) en la positividad de las muestras. Esto
concuerda con trabajos publicados donde se observa que
la captacién de nutrientes por parte de Vibrio se dificulta en
ambientes turbulentos y se facilita en aguas tranquilas, lo
que contribuye a su supervivencia (Borroto, 1998).

Encuantoalasusceptibilidadantimicrobianadeaislamientos
ambientales V. cholerae, en diferentes regiones del mundo
fue reportada la resistencia a ampicilina, tetraciclina,
trimetoprima/sulfametoxazol, cloranfenicol y polimixina B
(Dalsgaardetal., 1995). Elanalisis de lasecuenciadel genoma
completo de cepas clinicas y ambientales de V. cholerae
revel6 que el genoma de la mayoria de los aislamientos
recientes alberga elementos conjugativos integradores
(ICE), plasmidos, superintegrén, elementos transponibles y
secuencias de insercidon, que son los portadores clave de los
rasgos genéticos que codifican la funcion de resistencia a
los antimicrobianos. (Das et al., 2020). En Argentina, entre
1992 y 2000 se encontré muy baja resistencia a los agentes
antimicrobianos tanto en aislamientos obtenidos a partir
de muestras humanas como de muestras ambientales
(Petroni et al., 2002). En otro estudio se aisld V. cholerae
tanto de aguas residuales como de lagunas con predominio
del serotipo O1, pero tanto las cepas O1 como las no O1
mostraron una resistencia de alto nivel a las sulfonamidas,
quinolonas, fluoroquinolonas y una sensibilidad moderada
a las penicilinas y tetraciclinas. (Kalpy et al., 2020). Dado
que las diferentes poblaciones bacterianas coexisten en el
ecosistema acuatico, V. cholerae puede adquirir plasmidos
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de resistencias de otras bacterias, la vigilancia continua de la
resistencia antimicrobiana permite detectar la emergencia
de aislamientos multirresistentes (Gonzélez Fraga, 2007).

La resistencia antimicrobiana de V. cholerae se reporta en
todas las regiones del mundo, otro hallazgo importante
fue que la mayoria de las cepas resistentes se deben a
la composicién genética del elemento SXT que confiere
resistencia a trimetoprima/sulfametozaxol pero en la
revision publicada por Murtala y cols. se informan otros
factores como bomba de eflujo, presencia de enzimas y
mutaciones espontaneas. (Murtala et al., 2022),

Los resultados de la serotipificacion concuerdan con
datos obtenidos en estudios de vigilancia realizados
en la Argentina de 1992 a 2007, donde se identificaron
alrededor de 3.500 aislamientos de V. cholerae O1 y no-O1
provenientes de distintas regiones del pais; V. cholerae O1
fue aislado Unicamente durante los periodos epidémicos,
principalmente en el norte del pais y en los meses de
verano. No es extrafo el hallazgo de V. cholerae no O1/no
0139 en ambientes acuaticos. En areas costeras de Francia,
tres cepas identificadas como V. cholerae por amplificacién
del 165-23S rRNA ISR fueron confirmadas como non-O1/
non-0139 (Hervio-Heath et al., 2002). Gyraite y cols
detectaron V. cholerae en todos los sitios de muestreos de
aguas costeras en el sudeste del Mar Baltico (Gyraite et al.,
2020).

Las cepas ambientales de V. cholerae O1 y no O1 son a
menudo menos patogénicas que los aislados clinicos, es
decir, no producen la toxina del célera (CT) ni la toxina
termoestable (NAG-ST) (Nair et al., 1988; Yamamoto et al.,
1983).

Entre las distintas técnicas para estudiar la huella molecular
de aislamientos, la PFGE ha demostrado ser la mas eficaz
en la investigacién epidemioldgica de V. cholerae y se
considera el método de referencia para la diferenciacién
de aislamientos cuando se utilizan los patrones obtenidos
con dos enzimas de restriccion (Tenover et al, 1997).
Este método fue utilizado en numerosas investigaciones
epidemiolégicas en Argentina y en otros paises para
diferenciar cepas endémicas y no endémicas (Riafio-Pachén
et al., 2003; Gonzalez Fraga et al, 2009; LU et al., 2017;
Jalalizadeh et al., 2024).

En cuanto a los patrones obtenidos por PFGE en el presente
estudio con ambas enzimas de restriccién, es posible
confirmar su utilidad para determinar relaciones clonales,
sobretodo enaislamientos con proximidad espaciotemporal
y para separarlos de aquellos obtenidos en momentos y
sitios muy alejados.

La aplicacién de esta metodologia permitio diferenciar
entre si a los aislamientos obtenidos en el presente estudio
y con otros recuperados en diferentes provincias argentinas.

Ladeteccionde pulsotiposidénticosendiferentesmomentos
permitid certificar la permanencia de cepas similares en el
mismo ambiente y también la existencia de clones similares
en diferentes sitios estudiados, indicando una posible
conexion entre los cuerpos de agua involucrados.
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Finalmente, es importante destacar el aislamiento de dos
cepasde V.choleraeno O1 no 0139 ambientales productores
de toxina termoestable. Esto significa que poseen un mayor
grado de patogenicidad en comparacién con otras cepas
comunmente aisladas en el ambiente acuatico.

Conclusiones

El presente estudio confirma la presencia de V. cholerae en
aguas recreacionales en una region del nordeste argentino.

Por PFGE se identificaron dos subtipos genéticos
indistinguibles entre los 16 aislamientos de V. cholerae de
origen ambiental de la provincia del Chaco.

La presencia de dos aislamientos de V. cholerae stn +
recuperados del Rio Negro a partir de dos muestras durante
el mes de enero, sefala la persistencia del microorganismo
en el ambiente.

Ningun pulsotipo de V. cholerae fue identificado
anteriormente en la BDN demostrando gran variabilidad
genética de este microorganismo.

La deteccion de V. cholerae en aguas de uso recreacional
en areas urbanas sugiere que este ecosistema posee
condiciones ambientales propicias para constituirse en
un reservorio para esta especie, lo que favoreceria el
resurgimiento del célera o la emergencia de enfermedades
relacionadas con esta bacteria.
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Este estudio sienta las bases para profundizar en la
investigacion de V. cholerae en ecosistemas acuaticos
nacionales, y para reforzar los sistemas de vigilancia
epidemioldgica en las instituciones de salud, especialmente
en éreas con alta concentracién de poblacién y aguas
urbanas de uso recreacional.
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