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RESUMEN. La cepa atenuada Vibrio cholerae 638 (O1, El Tor, Ogawa) es el ingrediente activo del candidato
vacunal vivo oral CV638, producto bien tolerado e inmunogénico en varios estudios con voluntarios sanos. La
administracion del agente biol6gico vivo atenuado implica su excrecion en las heces de los receptores de la vacuna.
Luego, en el entorno regulatorio, existe preocupacion por su posible impacto ambiental, asi como por la posibilidad
de reversién a la virulencia de las cepas liberadas. Este trabajo constituye un acercamiento experimental al posible
desempefio de dicha cepa en el ambiente. Se evalué la sobrevivencia de VC638 empleando agua de diferentes fuentes
y distintas disponibilidades nutricionales. Los resultados sugieren que esta cepa no tiene ventajas con respecto a su
parental salvaje para sobrevivir en condiciones dptimas de crecimiento ni ante un déficit de nutrientes. También se
determind la susceptibilidad de la cepa a condiciones de estrés que incluyeron el dodecil sulfato de sodio y un
ambiente hiperosmatico. La cepa vacunal no posee propiedades que favorezcan su desempefio ante estos factores de
estrés. Igualmente, se probé su resistencia a la transmision génica horizontal, concluyéndose que VC638, al igual que
las cepas toxigénicas de circulacion actual en el Caribe, es resistente a la transformacién natural en presencia de
quitina. La frecuencia de transformacion de VC638 es 10° veces menor que la de su parental toxigénico. Finalmente,
VC638 no mostro indicios de posibles ventajas para competir y sobrevivir en ambientes naturales.

ABSTRACT. The attenuated strain Vibrio cholerae 638 (O1, El Tor, Ogawa) is the active ingredient of oral vaccine
candidate CV638, product well tolerated and immunogenic in several studies with healthy volunteers. The
administration of live attenuated biological agent involves its excretion in the feces of vaccine recipients. Then in the
regulatory context, there is concern about its potential environmental impact and the possibility of reversion to
virulence. This paper is an experimental approach to the possible performance of such strain on the environment. It
was assessed the survival of VC638 using water from different sources in several laboratory conditions. The results
suggest that this strain has no advantages over its wild type parental strain to survive in optimum or minimal growth
conditions. Strain susceptibility to stress conditions that included sodium dodecyl sulfate and hyperosmotic
environment was also determined. The results suggest that the vaccine strain does not possess properties that favor its
performance against these agents. In addition, it was tested their resistance to horizontal gene transmission,
concluding that VC638, as toxigenic strains currently circulating in the Caribbean, is resistant to natural
transformation in the presence of chitin. The transformation frequency of VC638 is 102 times lower than that of its
toxigenic parental strain. Finally, VC 638 showed no signs of possible advantages to compete and survive in natural
environments.

INTRODUCCION

El cdlera es una enfermedad diarreica severa provocada por la bacteria Gram negativa Vibrio cholerae. Fuera del
intestino humano, esta bacteria es un miembro autéctono de ambientes acuaticos como lagos, rios, estuarios y el
océano que sirve como su principal depdsito natural. @ En la actualidad, continta siendo un grave problema de salud
a nivel mundial que afecta fundamentalmente a paises en desarrollo. @

La incidencia de los brotes de c6lera estd muy vinculada con factores ambientales y ecoldgicos que son, a su vez,
influenciados por las variaciones del clima a nivel global. ¢4 La persistencia del agente causal del cdlera depende de
su capacidad para adaptarse y desarrollar estrategias de supervivencia como son la formacidn de biopeliculas, la
adquisicion de fenotipo rugoso o alcanzar el estado viable no cultivable (VNC). Por otra parte, se ha descrito que V.
cholerae puede adherirse a los caparazones de algunos crustaceos y coloniza las superficies de algas, fitoplancton,
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copépodos Y raices de plantas acuaticas, empleando la quitina presente en estos sustratos como fuente de carbono y
nitrégeno. © © Se conoce que dicho polisacarido, ademas, induce el estado de competencia natural, en el cual las
bacterias pueden adquirir ADN del medio ambiente por transformacion natural y recombinacion.  Dicho estado
fisiolégico condiciona un mecanismo de transferencia horizontal de genes (TGH) que permite a las bacterias
adaptarse a nuevos nichos y difundir sus determinantes antigénicos, como casetes de resistencia a antibioticos o islas
de patogenicidad. ®

El andlisis de la estructura de la poblacion de los habitats acuaticos revela que estos ecosistemas contienen maltiples
cepas, especies microbianas, altas concentraciones de fagos y ADN soluble. ® Estas caracteristicas, combinadas con
los diferentes mecanismos de TGH, complejiza el contexto en el que se prevé el uso de una cepa viva atenuada como
variante vacunal. @9

Cuba, a raiz de la epidemia que ocurrié en Haiti a finales del 2010, revitaliz6 la vigilancia para el diagnéstico
oportuno de la enfermedad. En 2012 se detect6 un brote causado por vibriones del serogrupo O1 en la provincia
Granma y se confirmaron 701 casos en todo el pais hasta la semana epidemioldgica 8 del 2014. 9 A finales de 2015
las autoridades de salud confirmaron 65 casos de cdlera debido a Vibrio cholerae O1, serotipo Ogawa. 2 Aunque
gracias a la organizacién de nuestro sistema de salud y su enfoque intersectorial se ha logrado controlar la enfermedad
de manera que no alcance una magnitud epidémica, se debe continuar el perfeccionamiento del control sanitario
internacional y los sistemas de vigilancia. *® No se ha descartado la posible evolucion a célera endémico, por cuanto
la causa fundamental de la incidencia de dicha enfermedad es la falta de condiciones higiénicas asociada a la
infraestructura sanitaria dafiada y ese aspecto no tiene solucién inmediata. 4 Ademas, las amplias relaciones de
colaboracién de Cuba con el mundo, el desarrollo del turismo y la cercania geografica a Haiti, hace que el riesgo
epidemioldgico en Cuba se incremente, @ es por ello que obtener una vacuna efectiva y segura contra esta patologia
resulta de gran importancia.

Desde 1992, en Cuba se han venido realizando grandes esfuerzos para el desarrollo de una vacuna eficaz contra el
célera. Como resultado de este proyecto investigadores del Centro Nacional de Investigaciones Cientificas han
evaluado diferentes cepas candidatas vacunales vivas atenuadas para inmunizacion oral. @9 La cepa atenuada V.
cholerae 638 (VC638) es el ingrediente activo del candidato vacunal CV638. 4" Esta cepa procede de una segunda
generacién de cepas modificadas genéticamente mediante el empleo de vectores suicidas y técnicas de intercambio
alélico. @8 A partir de la supresion del profago CTXe, portador de los genes de la toxina del colera (CtxAB), en la
cepa virulenta C7258 V. cholerae O1 El Tor Ogawa, se produjo la cepa no toxigénica de V. cholerae 81. En una etapa
posterior, en dicha cepa, se remplazé el gen hapA, que codifica la principal proteasa soluble de V. cholerae, por un
alelo inactivado mediante la insercion del gen de la endoglucanasa A (celA) de Clostridium thermocellum. @9 Este
gen heter6logo es un marcador adecuado para el desarrollo de vacunas vivas contra el célera, ya que su presencia
origina cepas que no expresan la hemaglutinina proteasa y poseen la actividad endoglucanasa, la cual permite
distinguir a V. cholerae 638 de otros vibriones por la aparicion de un halo de degradacion en placas indicadoras de
carboximetilcelulosa tefiidas con rojo congo. La distincion facil e inequivoca de la bacteria marcada facilita los
estudios de campo. 02

V. cholerae 81 y 638 colonizan bien en ratones y son inmunogénicas en conejos cuando se administran por via
intraduodenal. ?® Sin embargo, no existen datos publicados sobre la seguridad y la inmunogenicidad de V. cholerae
81. 19 EI CV638, se encuentra en fase de desarrollo clinico y ha resultado seguro e inmunogénico en poblacion adulta
(18) y pediatrica con edades entre 5y 17 afios. ¢

La administracion del CV638, implica su excrecidn en las heces de los receptores de la cepa atenuada viva VC638,
por esta razon en el entorno regulador se requiere valorar el posible impacto ambiental de la cepa vacunal. En
particular, resulta de interés explorar las posibilidades de persistencia en ecosistemas acuaticos de la cepa liberada; asi
como su posible reversion a la virulencia por readquisicion de los genes de la toxina colérica, un evento que puede
ocurrir en ese entorno, por mecanismos de TGH. @4

El objetivo de este estudio es evaluar el desempefio in vitro de la cepa vacunal VC638, respecto a sus parentales, la
cepa toxigénica C7258 y el mutante atoxigénico 81, en cuanto a la persistencia en ambientes acuaticos simulados, asi
como la capacidad de transformacion natural en presencia de quitina.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Cepas

Las cepas bacterianas utilizadas en el presente trabajo y su procedencia se detallan en la Tabla 1. Todas las cepas
utilizadas corresponden a V. cholerae Serogrupo O1, Biotipo El Tor. Se utilizaron, ademas, otras dos cepas derivadas
C7258 para extraccion del ADN genomico, que se emplea en los experimentos de trasformacion natural: la cepa
C7258-K que contiene al gen de resistencia a la Kan en el locus VC2215::2216 (genes involucrados en la tolerancia al
cobre) y la cepa 72CTK49 que posee el gen de resistencia al antibidtico en el entorno génico del operon ctxAB.
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Tabla 1. Cepas de V. cholerae empleadas en el estudio.

Cepas Caracteristicas Procedencia*
C7258 Serotipo O1, biotipo El Tor, Ogawa Peru, 1991
81 C7258 A(cepOrfU ace zotctxAB). CNIC, 1995
638 81 A(cepOrfU ace zot ctxAB)hap::celA CNIC, 1996
KHT46 C6706 (Serotipo O1, biotipo El Tor, Inaba)AmshA E.U.A, 1996

*referido por Silva y cols, 2005 ?°)

Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados fueron: LB-agar (triptona 10 g/L, NaCl 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L y Bacto
agar 15 g/L, pH 7.0); TSB (triptona 17 g/L, peptona 3 g/L, Ko;HPO4 2.5 g/L, NaCl 5 g/L) suplementados con glucosa
al 0.4 %; Agua de mar simulada (NaCl 27.3 g/L, Mg»,S0413.6 g/L, CaCl,1.5 g/L, KCI 0.8 g/L, NaHCOs 0.3 g/L,
Na,B407 0.005 g/L, LiCl 0.001 g/L, pH 7.4), y Agua peptona alcalina (NaCl 1%, peptona 1%, pH 8.5), como medio
de enriquecimiento para V. cholerae. Los medios de cultivo se complementaron, cuando fue necesario, con
kanamicina (Kan) 50mg/ml y polimixina B (polB) 20 mg/ml.

Métodos

Persistencia en ambientes naturales simulados

Se evalud la capacidad de sobrevivencia de la cepa toxigénica C7258 y la cepa atenuada VC638 en ambientes
naturales simulados. Se utilizaron tres condiciones experimentales: agua de mar simulada suplementada con
exoesqueleto de langosta, que contiene quitina y agua de manantial (ambiente de agua dulce) con y sin el suplemento
de carbono. Se inocul6 una colonia de cada cepa a evaluar en 5ml de caldo LB y se incubé durante toda la noche en
zaranda a 37°C. Las células fueron centrifugadas y lavadas dos veces con solucion salina al 0,85%. Luego se midi6 y
ajustod la DOsoonm @ 0,5-0,7 en un Biofotometro Eppendorf. De la suspensién de células lavadas de cada cepa se
tomaron 100ul que se mezclaron con 50ml del medio de cultivo de interés. Se incub6 a 30°C de forma estatica
durante 90 dias. Se determind el nimero de viables en placas de LB-Agar suplementadas con polB. Estos valores se
determinaron cada 12 horas los primeros 3 dias, luego se realizé un conteo diario hasta el dia 9 y cada 7 dias hasta
completar los 90 dias.

Induccién del fenotipo rugoso

La induccion de fenotipo rugoso se realizé con modificaciones al método de Wai y cols, 1998. ?5 Los experimentos
se efectuaron a partir de colonias frescas en placas con LB-agar de las cepas de V. cholerae C7258, 81 y VC638
incubadas durante 16-20 horas a 37°C. Posteriormente se transfirieron colonias aisladas a tubos de cultivo que
contenian 5ml de caldo LB y se mantuvieron a 200 rpm por 5 horas a 37°C. Se empled 5ul de cada cultivo para
inocular tubos con 5 ml de agua peptona alcalina (APA) y se incubaron a 37°C durante 30 dias. Se inocularon 12
tubos por cada cepa. Al cabo de tiempos periodicos se realizaron conteos de viables mediante siembra en medio
apropiado. En cada caso se observé la morfologia y se anoté la cantidad de colonias con morfologia lisa y rugosa de
cada cepa.

Susceptibilidad a alta salinidad

La evaluacion de la susceptibilidad a alta salinidad de las colonias con morfologia rugosa, consistié en exponerlas a
una solucién de 2,5M NaCl; para ello se resuspendieron colonias aisladas en 1,5ul de caldo LB de cada cepa y se
ajusto la DO a 1. El volumen de la suspension celular se dividié y se utilizaron 500pul, que luego de centrifugados se
resuspendieron en 500pul de Solucion Salina 0,85%. Se tomaron muestras para microconteo a los tiempos 0 y 60
minutos y se considerd como el control del experimento. La osmotolerancia se ensayé con los restantes 500ul de estas
suspensiones celulares. Se centrifugaron, de igual modo y se mezclaron en 500ul de 2,5M NaCl. Las muestras para
conteo de viables se tomaron a los tiempos 0, 1, 30 y 60 minutos.

Susceptibilidad de cepas de V. cholerae a SDS

Para evaluar la susceptibilidad al SDS se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) del compuesto en
placas de poliestireno de 24 pozos a las que se afiadié 1ml de TSB-glucosa (0,4%) por pozo y concentraciones
crecientes del agente estresante desde 0,05% hasta 0,5%. ¥ Las cepas se crecieron en el mismo medio durante toda
la noche a 37°C y para inocular se realizé una dilucién 1:100 de cada cultivo. Como control se empleé un pozo por
cada cepa al cual no se le afiadio el agente. Cada 1 hora se realizé la lectura de la placa a 630 nm en un lector de
placas Dialab. Se consider6 como CMI aquella concentracion en la que no se observé crecimiento bacteriano.

Transformacién natural sobre una superficie de caparazén de langosta
Se evalud la potencialidad de la cepa VC638 para adquirir in vitro, por transformacion natural, fragmentos de ADN
solubles presentes en el medio. El procedimiento de transformacion natural se realizé de acuerdo con el protocolo
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propuesto por Meibom y cols, 2005, ©® con algunas modificaciones. Para la realizacion del experimento, a los frascos
previamente esterilizados que contenfan 1ml de agua de mar simulada y alrededor de 10" UFC de las cepas de V.
cholerae se le afiadieron 80mg de fragmentos de caparazén de langosta. A las 24 horas de incubacion a 30°C de
forma estatica se adicionaron 2ug de ADN gendmico conteniendo el gen que confiere resistencia a la Kan. EI ADN
gendmico se purificd a partir de las cepas C7258-K y la cepa 72CTK49. La seleccion positiva de los transformantes
se realiz6 por extension en placas de LBK. La frecuencia de transformacion se estimé como el cociente entre las UFC
resistentes a Kan y el total de UFC que crecieron en LB sin antibiético (LBK/LB).

Analisis estadistico

Para el andlisis de los datos se utiliz6 el software estadistico GradPrism, version 5.0. El nivel de significacion
estadistica se fijo en 0.05 % para todas las comparaciones. Los estadigrafos utilizados en cada caso se declaran
convenientemente durante la exposicion de los resultados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Persistencia en ambientes naturales simulados

En agua de manantial sin suplemento de quitina, condicion representativa de los ambientes con déficit de nutrientes,
las cuentas de VC638 cultivables caen de 10°a < 10* UFC/ml en los primeros tres dias y se detecta intermitente hasta
el dia 30 de incubacién (1-3 UFC/ml). Tiempo a partir del cual no se detectan viables de VC638 por crecimiento en
medio s6lido. Por otra parte, la cepa toxigénica C7258 mantuvo microconteos dos veces superiores con fluctuaciones
por puntos muestrales. De igual forma no se pudo recuperar tras la pérdida de la cultivabilidad, pasados los 30 dias
(Fig. 1A). La no cultivabilidad de los microorganismos en estudio se presenta en la mencionada figura, como el limite
de deteccion del experimento.

A

1,0E+06
1,0E405
1,06+04

1,06403

UFC/ml

APA == CEPAVIRULENTA

1,0E102 / ~m—CEPAVACUNAL

1,06401 L ..
Limite de deteccion

1,0E400
0051152253 4 5 6 7 8 9 1213 17 26 33 40 47 51 70 90

Tiempo {Dias)

Fig. 1. Supervivencia in vitro de la cepa virulenta C7258 y la cepa atenuada VC638 en ambientes simulados. Se
utilizaron tres condiciones experimentales: A) agua de manantial

V. cholerae ante condiciones ambientales de estrés, que le impiden mantener el crecimiento normal, puede entrar en
un estado de dormancia conocido como estado viable no cultivable (VNC). @2 En este estudio la escasa
disponibilidad de nutrientes (inanicién) pudo desencadenar esta estrategia de supervivencia. En esta condicion
fisioldgica las bacterias exhiben la funcién metabdlica detectable, pero no son cultivables por métodos de cultivo
convencionales. ¢ Esta imposibilidad de cultivo de las células de este microorganismo, que ha sido asociada con la
capacidad de agregarse en biopeliculas, incluso después de haber estado no cultivable durante mas de un afio, es un
aspecto relevante en la ecologia de V. cholerae. Varios estudios han hecho mencién a su importancia en las epidemias
estacionales de cdlera. ?° 3132 Para la deteccion de células viables en este estado se han descrito procedimientos que
van desde el uso de las tinciones diferenciales y el recuento microscdpico directo, ®* 34 hasta métodos moleculares
que detectan la expresion génica, como son: la reaccion en cadena de la polimerasa de transcripcion (RT-PCR) que
indica la presencia de ARNm ©3, el ensayo que utiliza p-iodonitrotetrazolium violeta (INT) para identificar actividad
del sistema de transporte de electrones, ®® mientras que el ensayo de la luciferasa se puede utilizar para estimar la
generacion de ATP en las células viables. 7

El primer paso para la deteccion de células VNC es la estimacion de las células cultivables restantes en la muestra
mediante una técnica de recuento en placa convencional. ©® Para esto, los cultivos de las cepas C7258 y VC638 se
enriquecieron con agua peptona alcalina (APA) durante 12 horas a 37°C. Se subcultivaron en TCBS agar (tiosulfato-
citrato-sales biliares, Oxoid) y se incubaron 24 horas a 37°C. Pasado el tiempo de incubacién no se observo
crecimiento microbiano en dichas placas. El conocimiento del estado VNC es hasta la fecha extremadamente
limitado. Esto se debe principalmente, a las complicaciones en las condiciones de induccion in vitro. % No se
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descarta la posibilidad de que en estos cultivos existan células VNC, pero para su comprobacion serd necesario
continuar con el procedimiento de deteccion poniendo en practica otras técnicas descritas en la literatura. No obstante,
el comportamiento de la cepa VC638, en las condiciones ensayadas, no se distingue del de su parental toxigénico
C7258.

En la segunda condicion ensayada se suplementd el agua de manantial con exoesqueleto de langosta que contiene
quitina, la que puede ser empleada como fuente de carbono y nitrégeno por V. cholerae, como se menciond
anteriormente. Esta condicion permite la multiplicacion de este microorganismo en agua dulce, donde sus
requerimientos de salinidad pueden ser satisfechos por una adecuada concentracion de nutrientes. “9 En este caso,
tanto la cepa toxigénica como la cepa atenuada mantuvieron microconteos similares, aunque cabe destacar que
aquellos correspondientes a la cepa VC638 no fueron superiores a su contraparte virulenta (Fig.1B).
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Fig. 1 B. Supervivencia in vitro de la cepa virulenta C7258 y la cepa atenuada VC638 en ambientes simulados. Se
utilizaron tres condiciones experimentales: B) agua de manantial suplementada con exoesqueleto de langosta.

La condicién de crecimiento en aguas salobres se model6 adicionando al agua de mar simulada fragmentos de
exoesqueleto de langosta. En estas condiciones los microconteos para la cepa virulenta aumentaron de 10° hasta cerca
de 107 UFC/ml en 7 dias. La cepa vacunal se mantuvo en alrededor de 10* UFC/ml hasta cerca de los 30 dias de
muestreo, tiempo en el que ambas cepas disminuyeron sus microconteos (Fig. 1C). Este resultado pudiera indicar que
VC638 tiene alguna limitacién para emplear la quitina como fuente de carbono y crecer a expensas de ese Unico
nutriente. Indicio que deberd ser estudiado en experimentos subsiguientes, donde se compare la velocidad de
crecimiento de VC638 vs C7258.

En las condiciones in vitro evaluadas VC638 no mostré un mejor desempefio que su parental toxigénico C7258,
hecho que sugiere que la cepa vacunal no posee ventajas in vitro sobre otras cepas de V. cholerae para persistir en el
ambiente, luego de su liberacién. Ser& necesario corroborar este comportamiento, comparando el desempefio de la
cepa VC638 con otras cepas ambientales de V. cholerae aisladas en nuestro pais, asi como en experimentos de
competencia. %42
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Fig. 1. Supervivencia in vitro de la cepa virulenta C7258 y la cepa atenuada VC638 en ambientes simulados. Se utilizaron tres
condiciones experimentales: C) agua de mar simulada enriquecida con exoesqueleto de langosta. Se inoculé 50ml de cada medio
de interés con una suspension celular de cada cepa ajustada a DOsoonm entre 0,5 y 0,7. Se mantuvo a 30°C de forma estatica
durante 90 dias y la presencia de viables se determind por cultivo en medio sélido. Las barras de error indican la desviacion
estandar en los puntos muestrales.
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Induccion del fenotipo rugoso

V. cholerae en respuesta a tensiones medioambientales tiene la capacidad de someterse a un evento de variacién de fase que resulta
en la generacién de dos variantes de colonias morfolégicamente distintas, muy diferentes a nivel fenotipico. La hipdtesis de
cambiar entre los morfotipos de colonias lisas y rugosas fue propuesta por Balteanu en 1926 y por White en 1938 como una
capacidad de la bacteria para contribuir a su supervivencia y persistencia ambiental. “3 EI fenotipo rugoso le confiere a V.
cholerae una alta resistencia a agentes como el cloro, el peroxido de hidrégeno, la actividad bactericida del suero mediada por el
complemento y otras condiciones de estrés oxidativo y osmatico. ¢4

Para este estudio, que pretende simular el posible desempefio ambiental de la cepa vacunal VC638, result6 interesante conocer si
dicha cepa era capaz de adquirir el mencionado fenotipo y con qué diferencia de tiempo en comparacion con otras cepas de V.
cholerae. Se favorecié la aparicion de colonias con morfologia rugosa en las cepas C7258, 81 y VC638 por medio del cultivo
estatico en agua peptona alcalina a 37°C por 30 dias.

Las tres cepas mostraron la habilidad de expresar el fenotipo rugoso. A partir del séptimo dia de incubacién, solo la cepa 81
presentd colonias rugosas. No se lleg6 a identificar el fenotipo rugoso tipico de V. cholerae hasta el dia 10 para C7258 y hasta el
dia 14 post-inoculacion para la cepa VC638. Hacia el final del experimento todas las cepas exhibieron un fenotipo “estresado” en el
que las colonias se observaron opacas, con bordes regulares y con corola en el centro (resultados no mostrados).

La presencia de variantes fenotipicas también se ha informado en Vibrio vulnificus “ y Vibrio parahaemolyticus, indicando que
este proceso es comun entre las especies de Vibrio de importancia clinica. Estudios previos han demostrado que el fenotipo rugoso
observado en V. cholerae est4 relacionado con la produccion del exopolisacarido VPS, codificado por un grupo de genes
contenidos en el operén de polisacarido vps, el cual promueve ademas la formacion de biopeliculas “9). La expresion de este
operon esta mediada por proteinas codificadas por genes situados en las regiones vpsl (vpsA-K) y vpsll (vpsL-Q). 7 La variante
rugosa de V. cholerae forma colonias onduladas y biopeliculas bien desarrolladas. Aumentos en la produccion de cantidades
excesivas de VPS debido a la sobreregulacion de los operones vps | y Il es en gran parte responsable de estos fenotipos. 8 Las
mutaciones en cualquiera de los genes vps causan morfologia colonial lisa y reduccion de la capacidad para formar biopeliculas.
3)

De acuerdo a las observaciones experimentales, estas cepas no tienen afectaciones en el operdn vps, que les proporciona el cambio
fenotipico para una mejor persistencia en un ambiente heterogéneo y variable. Es de esperar entonces, que no tengan limitaciones
para formar biopeliculas. En lo que respecta a VC638, los resultados no sugieren que tenga alguna ventaja selectiva respecto a sus
parentales.

Evaluacion de la susceptibilidad a alta salinidad

La prevalencia V. cholerae en su habitat natural puede estar influida por parametros fisicoquimicos basicos del medio ambiente. “9
Estudios realizados en regiones costeras y de estuarios de diferentes partes del mundo han demostrado que las variaciones en las
concentraciones de sal del agua juegan un rol importante en la aparicion de V. cholerae en el medio ambiente. ©% 59 Por su
capacidad distintiva dentro del género Vibrio spp de persistir e incluso crecer, aunque lentamente, en ambientes con
concentraciones minimas de sal siempre en presencia de sodio, V. cholerae es considerado un microorganismo halotolerante o
haléfilo versétil. Sin embargo, varios autores coinciden en reportar la salinidad Optima para el crecimiento de V. cholerae en un
rango que oscila entre 5 y 25 g/L. Con la presencia de suficiente materia organica disuelta, también puede crecer bien en
salinidades cerca de 45 g/L. @ 5052 Debido a ello, esta bacteria se adapta bien a las condiciones de agua dulce y salobre de las
zonas endémicas.

Teniendo en cuenta estos elementos, se efectué un ensayo con elevadas concentraciones de NaCl para evaluar la capacidad de la
cepa vacunal VC638, de tolerar el estrés salino. Su comportamiento se compar6 con la cepa atoxigénica V. cholerae 81. Se
expusieron al agente estresante alrededor de 107 UFC/mL de cada cepa y se control6 la viabilidad por conteo en placa a los 0, 30 y
60 minutos. En ambos casos se detect6 una reduccion de las células viables en el tiempo, aunque las cepas, en sus variantes con
morfologia rugosa, mantuvieron los conteos de viables entre 10y 107 UFC/ml (Fig. 2).

8.0
m 81
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7.0
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o
T
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0 20 40 60 80
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Fig. 2. Evaluacion de la resistencia a altas concentraciones salinas de cepas de V. cholerae O1. Alrededor de 107 UFC/ml de las
cepas VC638 y 81 se expusieron a NaCl 2,5 M. Los tiempos para andlisis de la viabilidad por microconteo fueron 0; 1; 30 y 60.
Ambas cepas mantuvieron los conteos de viables entre 108 y 107 UFC/ml, sin diferencias estadisticas ente ellas (Prueba F,
F=2,277; Dfn =1; Dfd=35; p = 0,1403). Las barras de error indican la desviacion estandar de tres experimentos independientes.
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Al finalizar el experimento fue evidente para ambas cepas la caida de la cantidad de UFC. No obstante, los conteos para la cepa
VC638 fueron inferiores solo en un orden logaritmico en comparacion con las UFC de 81. Para comparar el desempefio de ambas
cepas se ploted el Log UFC/mI contra el tiempo y se obtuvo, con una probabilidad razonable, una recta cuya pendiente indica la
velocidad de inactivacion. El analisis estadistico comparativo de las pendientes de las rectas obtenidas indica que no existen
diferencias significativas entre estas (Prueba F, F=2,277; Dfn =1; Dfd=35; p = 0,1403). Por cuanto, VC638 es semejante a su
parental directo, la cepa 81. Lo que sugiere que, en el proceso de construccion de la cepa vacunal, esta no obtuvo determinantes
nuevos que favorecieran su resistencia a agentes estresantes como la alta salinidad.

Susceptibilidad al SDS

La susceptibilidad al detergente dodecil sulfato de sodio (SDS) se evalud usando concentraciones crecientes del agente estresante
desde 0,05% hasta 0,5%. Se observd el comportamiento de las cepas VC638 y C7258 en presencia y en ausencia del detergente
SDS en medio TSB suplementado con glucosa 0,4%. Se detecté una completa inhibicién del crecimiento en la cepa vacunal con
0,05% de SDS (minima concentracion ensayada), mientras que C7258 a esa concentracion continda creciendo (Fig. 3). La
Concentraciéon Minima Inhibitoria del SDS en la cepa VC638 in vitro es dos veces menor que la de su parental toxigénico C7258,
por lo que en presencia de este compuesto su sobrevivencia en el ambiente pudiera estar afectada.

Cepa parental
= Cepa vacunal
—4—Cepa parental + SDS

~— cepa vacunal + SDS

Tiempo (horas)

Fig. 3. Evaluacion de la susceptibilidad al SDS 0,05% de las cepas de V. cholerae C7258 (cepa parental) y VC638 (cepa vacunal)
en medio TSB glucosa 0,4%. El ensayo se realizd en placas de 24 pozos de poliestireno. La evaluacion de la susceptibilidad se
realizd a través de la lectura de las muestras en un lector de placas Dialab a DO 630 nm cada una hora. Se detectdé una completa
inhibicién del crecimiento en la cepa vacunal con 0,05% de SDS. Las barras de error muestran la desviacion estandar.

Esta caracteristica pudiera estar relacionada con el patrdn de proteinas de membrana externa (OMP, del inglés outer membrane
protein) debido a que como la mayoria de las bacterias Gram-negativas, V. cholerae, regula la tasa de difusion de moléculas
pequefias a través de su membrana externa por la modulacion de la produccion de las porinas, especificamente OmpT y OmpU. ©3)
La produccion de OmpT se asocia con el aumento de la sensibilidad a la bilis, ¢% mientras que la produccion de OmpU ha sido
implicada en la resistencia a péptidos antimicrobianos, acidos organicos, y detergentes anidnicos de la bilis y el SDS. ®® La cepa
VC638 posee una mutacion en el gen toxR que determina un patrén distintivo de OMP, caracterizado por la expresion casi
exclusiva de OmpT. De tal manera, el aumento en la susceptibilidad a los detergentes como el SDS en la cepa vacunal respecto a
su parental pudiera estar relacionada con la reduccion en la expresion de la porina OmpU.

El SDS es un compuesto tensoactivo anidnico, similar a otros detergentes de uso doméstico. ©® De acuerdo con los resultados
obtenidos se pudiera predecir para VC638 una susceptibilidad igual o inferior a la de su progenitor ante otras sustancias de
naturaleza parecida.

Transformacion natural sobre una superficie de caparazén de langosta

En una primera instancia, se analiz6 la capacidad de transformacién natural de la cepa VC638 en comparacion con su parental
C7258 empleando el exoesqueleto de langosta como fuente de quitina, de acuerdo con Meibom y cols, 2005 demostraron que V.
cholerae en presencia de quitina se hace competente y es capaz de adquirir ADN soluble presente en el medio e incorporar ese
nuevo ADN a su cromosoma, mediante mecanismos de recombinacion homologa. Teniendo en cuenta que la cepa VC638 no
produce la fimbria hemaglutinina sensible a manosa (MSHA), @ se decidid evaluar, ademas, su desempefio en comparacion con
la cepa KHT46, mutante del gen mshA, que codifica la subunidad principal de dicha pilina. Los resultados de tres experimentos
independientes demostraron que la frecuencia de transformacion de las cepas C7258 y KHT46 es de 102 a 10° veces mayor que la
de la cepa VC638 (Fig. 4A).
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Fig. 4. Transformacién natural de cepas de V. cholerae sobre una superficie de exoesqueleto de langosta. Se determiné la
frecuencia de transformacién inducida por quitina empleando A) ADN que posee insertado un gen que confiere resistencia a
kanamicina (KanR) en el gen VC2215::2216.

Esa diferencia resultd estadisticamente significativa en ambos casos (Prueba de Kruskal-Wallis, p<0,0001; Prueba de Dunn a
posteriori; p<0,01 y p<0,05; respectivamente). En todos los experimentos realizados, en ausencia de ADN exdgeno, no se
detectaron transformantes resistentes a kanamicina. Los resultados obtenidos indican que la cepa VC638 es més resistente a la
transformacion natural in vitro que su parental toxigénico y que esta discapacidad no esta relacionada con la imposibilidad de
ensamblar la pilina MSHA.

Resulté de interés también, estudiar cual era el resultado de este ensayo cuando se adiciona al sistema ADN soluble proveniente de
una cepa en la que el marcador de contraseleccidon se localiza en el entorno genético de los genes de la toxina, el fago CTX¢. Los
resultados obtenidos demuestran que, mediante transformacion natural in vitro, el entorno genético de los genes ctxAB presente en
hebras de ADN soluble se transfiere con menor frecuencia hacia VC638 que hacia la cepa salvaje V. cholerae C7258 (Prueba U de

Mann Whitney, p=0,0284) (Fig. 4B).

B C7258
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Fig. 4. Transformacién natural de cepas de V. cholerae sobre una superficie de exoesqueleto de langosta. Se determind la
frecuencia de transformacion inducida por quitina empleando. B) ADN marcado en el locus de los genes ctxAB, como UFC Kan®/

UFC totales. Se representa la media geométrica de tres experimentos independientes. Las barras de error representan los valores
extremos.

Frecuencla de Transformaclén

En V. cholerae operan una gran variedad de mecanismos de movilidad genética horizontal entre los que se destacan la isla
patogénica VPI, 67 que codifica para el pelo regulado con la toxina (TCP) y diferentes fagos filamentosos. 8 59 Sin embargo, en
el caso de CTXo, las posibilidades de reversion a la virulencia por infeccion con este fago, que porta los genes que codifican la
toxina del célera, se limitan fundamentalmente al entorno intestinal, donde se expresa su receptor, el TCP. % 80 Existen otros
vibriéfagos, como VGJ¢, que podrian tener ventajas sobre CTX¢ para transmitir los genes que codifican la toxina del célera bajo
condiciones como las encontradas en el ambiente. (8 61 62 Estos fagos emplean como receptor la fimbria MSHA, la cual se
expresa en el entorno acuatico, y pudieran participar en la trasmision de genes toxicos por un mecanismo consistente en la
transduccion especializada mediante fagos hibridos con CTX¢. En este sentido, la incapacidad de VC638 para producir MSHA
reduce la posibilidad de readquisicidn de genes toxicos por esta via. Los resultados obtenidos en este trabajo indican que in vitro la
probabilidad de adquisicion de genes foraneos por parte de VC638 mediante transformacion natural es menor que la de su parental
toxigénico.

8
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Empleando experimentos similares, Katz y cols (2010) demostraron que la frecuencia de transformacién con ADN soluble en el
medio de cultivo era muy baja en las cepas que circulaban en Haiti en el afio 2010. ®3 Estas cepas resultaron transformarse de 103
a 10* veces menos que la cepa de referencia V. cholerae C6706 (cepa parental de KHT46 que tiene interrumpido el gen lacZ con
un gen de resistencia a kanamicina ©4), resultado similar al reportado en este trabajo. Estas cepas estan desfavorecidas para ser
transformadas en ensayos in vitro. VC638, al igual que las cepas toxigénicas de circulacion actual en el Caribe, tiene limitada in
vitro su capacidad para adquirir ADN foraneo, por lo que pudiera esperarse que en el ambiente ocurriera de manera similar. Otros
abordajes experimentales deberan realizarse para dilucidar estas interrogantes con mayor precision.

La readquisicion de genes de toxicidad e incluso el surgimiento de nuevas variantes toxigénicas de V. cholerae estan determinados
en la naturaleza por la combinacion de factores genéticos y ecol6gicos. No obstante, aunque la disponibilidad y eficiencia de los
mecanismos de intercambio genético descritos pueden ser el factor principal, otros factores deben influir en el surgimiento de
cepas patogénicas, dado que en la naturaleza la potencialidad epidémica se ha mantenido restringida a los serogrupos O1 y 0139.
(65)

CONCLUSIONES

La cepa atenuada V. cholerae 638, no tiene ventajas con respecto a su parental toxigénico para sobrevivir en condiciones in vitro
que simulan ambientes naturales. Su capacidad de osmotolerancia es similar al de otras cepas de V. cholerae, mientras que es mas
susceptible al detergente SDS. Ademas, tiene afectada la capacidad de transformacién natural in vitro con ADN soluble, por lo que
no logra incorporar con eficiencia genes foraneos provenientes de otras cepas, tales como pudieran ser los de la toxina del célera.
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