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Resumen

Para detectar Vibrio cholerae spp. ambiental en algunas de las zonas de Colombia
donde tuvo lugar la epidemia de 1991 a 1993, se tomaron muestras de agua y se pro-
cesaron de acuerdo con los métodos recomendados. A los aislados resultantes se les
practicaron pruebas bioquimicas, de crecimiento y de susceptibilidad a antibiéticos. De
las 11 muestras de agua, se seleccionaron de manera preliminar 690 colonias cuyas
caracteristicas correspondian a Vibrio cholerae. La seleccién definitiva separd 49 aisla-
mientos que luego se redujeron a 19 y en la identificacién definitiva se obtuvieron 4
aislamientos de Vibrio cholerae no 01, provenientes de Tumaco. Estos aislados resul-
taron resistentes a la mayoria de antibiéticos utilizados, no productores de toxina ni con
genes que codificaran tal funcién. La presencia de estos aislados no 01 puede indicar
que se estdn constituyendo reservorios acudticos, lo cual es un indicador de que el
célera en Colombia estd pasando a una fase de endemia.
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Introduccién

Antes del brote epidémico que tuvo lugar en
Latinoaméricaen 1991, 1992y 1993, en Colom-
bia no se habia detectado ningdn tipo de vibrio en
humanos ni en ambientes acudticos, o no se habia
estudiado de manera suficiente estos tipos de
bacterias. En general, se acepta que los vibrios son
parte de la flora autéctona de la mayoria de
estuarios (1-7) que tienen condiciones apropiadas
de temperatura, salinidad y radiacién solar (8, 9},
como las que se encuentran en dreas marinas
tropicales.

En Colombia, la primera onda epidémica de célera
tuvolugarentre 1991y 1993; se detectaron 30.492
casos y se produjeron 464 defunciones (10). En
1994 y 1995 se mantuvieron algunos de los focos
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epidémicos con un nimero bajo de casos y se
presentaron casos aislados en algunas zonas del
pais. Cepas recuperadas de pacientes fueron
identificadas, en su gran mayoria, como Vibrio
cholerae 01, El Tor, Inaba, y unas pocas del subtipo
Ogawa (11).

La experiencia internacional indica que un brote de
este tipo puede derivar con cierta rapidez en una
situacién endémica si se mantienen durante un
tiempo suficiente las condiciones sanitarias y
epidemiolégicas que facilitaron la epidemia.

De ofra parte, debido a que los recientes brotes
epidémicos de India y Bangladesh han sido
provocados por elVibrio cholerae 0139, el cual ha
sido aislado también en ambientes acudticos
(12,13), a nivel internacional se ha acentuado el
interés por estudiar el Vibrio cholerae no 01.

El presente estudio se llevé a cabo para detectar
Vibrio cholerae spp. ambiental en algunas de las
zonas de Colombia donde tuvo lugar la epidemia

de 1991 a 1993.



Materiales y metodos

Sitios de estudio: se tomaron muestras de agua
enlaislade San Andrés, Coverias, Tumaco, Leticia,
Guasca, Cachipayy Villapinzén, estos tres Gltimos
ubicados en Cundinamarca y en Prado (Tolima).
Tumaco y San Andrés fueron dos de los focos més
intensos durante la primera onda epidémica del
cblera. En Tumaco se han presentado casos también
durante 1994y 1995. En Covefias y Leticia se han
presentado casos aislados. En Guasca, Cachipay,
Villapinzén y Prado no se presentaron casos de
cdlera durante el brote epidémico y se escogieron
como sitios control por esta razén.

Muestras: las muestras de agua se tomaron en
junioy julio de 1994: una muestra de agua de mar
en San Andrés, en el drea de corales, en Tumaco
y Covenas en la orilla del mar, cerca a la de-
sembocadura del principal efluente. En Leticia se
tomé una nuestra de agua del rio Amazonas. En
Guasca, Cachipay, Villapinzén y Prado se tomaron
muestras de agua de rio.

Procesamiento y andlisis de muestras: las
muestras de agua se fomaron segin la técnica
descrita previamente (14). Las gasas amarradas a
una malla de alambre se sumergieron en el agua
durante 24 horas y luego se transportaron en una
bolsa de plastico hermética a temperatura
ambiente.

Las gasas se incubaron durante seis a ocho horas
en medio de enriquecimiento (agua peptonada
alcaling, pH 8,4 a 37° C durante 6 a 8 horas). A
continuacién se realizé un conjunto de procedimien-
tos y técnicas descritas previamente (15-31).

1. Seleccién preliminar: se llevé a cabo con
medio tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS)
a 37° durante 18 a 24 horas. A todos los
medios de cultivo se les anadié NaCl hasta
una concentracién final de 1%. De las 11
muestras de agua analizadas, se escogieron
las colonias cuyas caracteristicas morfo-
légicas (colonias amarillas, de 2 a 4 mm
ligeramente aplanadas) correspondian a las
descritas para Vibrio cholerae.

2. Seleccién definitiva: los aislados obtenidos en
la seleccién preliminar, se cultivaron en agar
nutritivo para comprobar su pureza en un

medio no selectivo, y se les hicieron las
siguientes pruebas (23): Gram, N,N dimetil
1,4 fenilendiamonio cloruro;1 naftol, u
oxidasa (Bactident-oxidasa, Merck), moti-
lidad (método de tubo), indol (21), fermen-
tacién de glucosa (32), sensibilidad al fosfato
de 2,4-diamino 6,7-diisopropilopteridina,
0/129, usando la técnica de difusién en dis-
cos (DIFCO) de 150 pg ml' (25). Adicio-
nalmente se realizé la prueba de la cuerda
con desoxicolato de sodio al 0,5%. Estas
pruebas permiten seleccionar algunas
especies de vibrio.

Como controles positivos y negativos en
todas las pruebas bioquimicas se utilizaron
cepas de E. coli, K. pneumoniae, E. cloacae,
S. marcescens, S. typhimurium, S. aureus 'y P
aeruginosa.

3. Identificacién preliminar: se llevd a cabo por
medio de las pruebas recomendadas en el
manual Bergey (24): deslizamiento en medio
sélido, pigmentacién, arginina dihidrolasa
(33), reduccién de nitratos (28), gas de
glucosa, Voges Proskauer, crecimiento a 42°
C, utilizacién de sacarosa, celobiosa, D- glu-
conato, & amino butirato y putrescina, todas
ellas como Unica fuente de carbono. Se
consideraron como probable Vibrio cholerae
los aislados que coincidieron con un 75% o
mdés de las caracteristicas de esta especie.

4. ldentificacién definitiva: a los aislamientos
obtenidos en la identificacién preliminar se
les hizo la prueba de aglutinacién con
antisuero polivalente 01 (DIFCO), siguiendo
las indicaciones del fabricante. Todos los
aislamientos estudiados resultaron negativos
en la prueba de aglutinacién y se les
practicaron las siguientes pruebas de identifi-
cacién, propuestas por APHA (1989): orto-
nitrofosfogalactésido, ONPG (28), decar-
boxilacién de aminoécidos (lisina y ornitina),
crecimento a 42° C, crecimiento sin NaCl,
crecimiento con 3%, 6%, 8% y 10% de NaCl,
fermentacién de azlcares (4cido de L-
arabinosa, m-inositol y sacarosa), produc-
cién de amilasa, gelatinasa y lipasa (34),
utilizacién como Gnica fuente de carbono de
L-citrulina, etanol, D- glucuronato, L- leu-
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cina y D-xilosa (29, 30,35). Los aislamientos
que coincidieron en el 70% o mds de las
pruebas con las caracteristicas de Vibrio
cholerae se consideraron Vibrio cholerae no
01.

5. Pruebas complementarias: a los aislamientos
identificados se les estudiaron, ademds de
los ya indicados, requerimientos nutri-
cionales de histidina, serina, écido gluté-
mico, manosa, galactosa y sorbitol (24) y la
susceptibilidad a antibidticos por medio de la
difusiéon en discos, en agar Mueller-Hinton
(25). Se utilizaron los siguientes antibidticos:
dcido nalidixico (30 ug), polimixina B (300
u), ampicilina (10 ug), cloranfenicol (30 ug),
tetraciclina (30 ug) y gentamicina (10 ug).

Como control se utilizaron 10 cepas de
Vibrio cholerae 01, El Tor, Inaba, recolec-
tados durante el brote epidémico de 1991-
1993, en diferentes lugares del pafis.

Toxina: la produccién de enterotoxina colérica se
estudié en los aislados identificados como Vibrio
cholerae no 01, por medio de latécnica de VET-RPLA
(Oxoid), aglutinacién en latex, en dos medios de
cultivo (36,37). Como control positivo se utilizaron
tres cepas deVibrio cholerae 01 obtenidas durante
la fase epidémica. Como control negativo se utilizé
E. coli HB101.

La presencia de genes que codifican la produccién
de toxina colérica se estudié por medio de sondas
de DNA. Se utilizé la hibrizacién en colonias.
Brevemente, las colonias se dejaron crecer en filiros
de nitrocelulosa y se trataron con SDS-NaOH. El
ADN desnaturalizado se fijé a 80° C en horno al
vacio durante 2 horas (38). El DNA plasmidico se
aislé de cepas de E. coli K,C, . que contenian el
plasmido pEWD,, ., clonado por otros grupos de
investigacién. Este plasmido fue digerido con la
endonucleasa Hind lll y los fragmentos separados
por electroforesis en geles de agarosa para obtener
la sonda (39) que se marcd radioactivamente con
(alfa®2P) d ATP de 3.000 Ci mmol, mediante el
procedimiento Randon Primer (United States Bio-
chemical C) siguiendo las indicaciones del
fabricante, y se purificaron por cromatografia. Los
filtros se prehibridizarony se hibridizaron a 42° C
durante 14 horas, y se lavaron a 68° C en
condiciones de alta rigurosidad (0,2 xSSCy 0,1 %
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SDS). Los filtros se pusieron en contacto con una
pelicula de rayos X, que se reveld siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Resultados

Procesamiento de muestras: delas 11 muestras
de agua se seleccionaron de manera preliminar 690
colonias cuyas caracteristicas morfolégicas
correspondian alas descritas paraVibrio cholerae.
La seleccién definitiva separé 49 aislamientos, 29
provenientes de Tumaco, 15 de San Andrésy 5 de
Covefias. Laidentificacién preliminar redujo estos
aislamientos a 19y en laidentificacién definitiva se
obtuvieron 4 aislamientos deVibrio cholerae no 01,
provenientes de Tumaco. La presencia de otros
vibrios serd examinada en otra publicacién.

Pruebas bioquimicasy de crecimiento: enlas
tablas 1y 2 se encuentran los resultados obtenidos
enlas pruebas de seleccién e identificacién, conlos
cuatro aislamientos deVibrio cholerae no 01. Estos
resultados indican que las caracteristicas
bioquimicas de los cuatro aislamientos ya sefialados
estdn muy préximas a las de Vibrio cholerae y
distantes de las de otros vibrios. En efecto, se
presenta una alta concordancia entre los cuatro
aislamientos, losVibrio cholerae 01 autéctonosylas
caracteristicas que se atribuyen a las especies de
Vibrio cholerae en los textos de referencia (15, 23,
24). Sin embargo, como era de esperar, hay
también diferencias entre ellos.

Enlastablas 1y 2 se observa que los resultados de
las pruebas realizadas a los aislados de Vibrio
cholerae no 01 difieren con los obtenidos en las
cepas epidémicas, pero no con el dato de los
manuales de referencia (23, 24) en relacién al
requerimiento de Na*, la fermentacién arabinosa,
y la utilizacién de Gcido propiénico; los resultados
de los aislados no 01 coinciden con las cepas
epidémicas, pero no con el dato de los manuales
de referencia en las pruebas Voges Proskavuer,
crecimiento en NaCl al 6 y 8%, y utilizacién de
galacturonato. Estos mismos aislados no 01, no
coinciden con las cepas epidémicas ni con los datos
de los manuales en las pruebas de ONPG,
utilizacién amino butirato, celobiosay sorbitol. De
ofra parte, los aislados no 01 presentan diversidad
en los resultados en las siguientes pruebas:



Tabla 1. Resultados de las pruebas bioquimicas de aislados de Vibrio cholerae

Vibrio cholerae no 01 Vibrio Vibrio
Aislamientos cholerael cholerae 2

001 012 013 021 01
Pruebas
Produccién arginina dihidrolasa
Produccién lisina decarboxilasa + + + + + ++
Produccion ornitina decarboxilasa + + + + + ++
Gas de glucosa
Acido de m-inositol
Acido de sacarosa + + + + ++
Voges Proskauer +
ONPG + ++
Crecimiento a 43° C + + + + + ++
Requerimientode Na* +
Crecimiento con 3 % NaCl + + + + + ++
Crecimiento con 6 % NaCl + + + + +
Crecimiento con 8 % NaCl + + + + +
Crecimiento con 10 % NaCl + + +
Citocromo oxidasa + + + + + ++
Reduccion de NO,- + + + + + ++
Inhibicion por O/129(10 ug) + + ++
Inhibicion por O/129(150 ug) + + + + + ++
Deslizamiento en medio sdlido
Produccién de amilasa + + + + + ++
Produccion de gelatinasa + + + + + ++
Produccién de lipasa + + + + + ++
Utilizacién de sacarosa + + + + 4*'(9/1 0) ++
Utilizacién de xilosa * +
Utilizacion de etanol + * +(9/10)
Utilizacion de glucuronato + * +
Utilizacion de putrescina + + + +(8/10)
Utilizacion de a amino butirato + + + +
Utilizacion de D-gluconato + + + + + ++
Prueba de la cuerda + + + + + ++
Indol + + + + + ++
Fermentacién de arabinosa +
Utilizacion de citrulina + .
Utilizacion de celobiosa + + + +
Pigmentacion
Utilizacién de leucina -(9/10)

* Positivo; - Negativo; * No se hizo

7 Resultados obtenidos con 10 aislados de Vibrio cholerae 01, H Tor, Inabia, que fueron recolectados durante
el brote epidémico de 1991-1993, en diferentes lugares del pais. (?/10) indica que 9 de los 10 aislados
dieron el resultado indicado; si no se indica, los 10 aislados dieron el mismo resultado.

@ Resultados que se obtienen con aislados de Vibrio cholerae segin el Manual Bergey y APHA (23,24) . Segin

estas fuentes: - (negativo); + (del 11 al 89 % de las cepas son positivas); ++ (90 % o méas de las cepas son
positivas).
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Tabla 2. Otros requerimientos nutricionales de los aislados de Vibrio cholerae

Vibrio cholerae no 01 Vibrio Vibrio
Aislamientos cholerae’ cholerae?
001 012 013 021 01

Sorbitol + + + + - .
Galacturonato + + + + + -
Histidina + + + + + +
Serina + + + + +(9/10) +
Acido valérico - - - - - R
Acido propiénico + + + + - ++
Manosa + + + + + +
Acido heptanoico + - - - - -
Acido glutémico + + + + +(7/10) ++
Goalactosa + + + + +(9/10) ++
Acido a ceto glutdrico + + + + + ++
+ Positivo; - Negativo;
My @: Ver Cuadro 1.
crecimiento en NaClal 10 %, inhibicién por O/129 Discusién

(10 ug), vtilizacién xilosa, etanol, glucuronato,
putrescina, utilizacién citrulinay écido heptanoico.
En las demds pruebas se presentd una completa
concordancia entre los resultados de los aislados
no 01, de las cepas epidémicas y los datos de los
manuales de referencia.

Susceptibilidad alos antibiéticos:sélo dos de
los cuatro aislados de Vibrio cholerae no 01
resultaron sensibles a la ampicilina. Estos mismos
aislados mostraron resistencia a los demds
antibiéticos y los dos aislados restantes fueron
resistentes a todos los antibidticos (tabla 3).

Toxina: los aislados de Vibrio cholerae no 01
resultaron negativos en la prueba de produccién de
toxina colérica y también negativos con respecto a
la presencia de genes que pudieran codificar tal
funcién.

Tabla 3. Susceptibilidad de aislados de Vibrio cholerae a los
antibidticos

Vibrio cholerae no 01
Aislamientos

001 012 013 021
Acido nalidixico (30 ug) R R R R
Polimixina B (300 ug) R R R R
Ampicilina (10 ug) S S R R
Cloranfenicol (30 ug) R R R R
Tetraciclina (30 ug) R R R R
Gentamicina (10 ug) R R R R

R = Resistente; S = Sensible

16

De las numerosas pruebas bioquimicas y de
crecimiento que existen para identificar Vibrio
cholerae, se consideran mds significativas las
siguientes (15): oxidasa [+], fermentacién de
glucosa sin produccién de gas [+], fermentacidn
de sacarosa [+], arginina dihidrolasa [-], lisina
decarboxilasa [+], ornitina decarboxilasa [+],
crecimiento en NaCl al 0 % y 1 %[+], Voges
Proskauer [+], susceptibilidad al O/129 [+]. Como
se planted en los resultados, se presenta una alta
concordancia en éstas y ofras pruebas entre los
cuatro aislados no 01, los aislados epidémicos y
los datos de los textos de referencia. Sin embargo,
hay una mayor probabilidad de encontrar
diferencias dentro de una misma especie, cuando
se trabaja con poblaciones bacterianas amplias.
Esto se explica por la variedad genotipica y
fenotipica, que puede existir entre las cepas 01 y
no 01, en la especie deVibrio cholerae, y entre las
caracteristicas de aquéllas y las que establecen los
manuales de referencia, las cuales se plantean
también como probabilidades poblacionales (23,
24).

A pesar de que esta variedad es reconocida y
aceptada, conviene resefar el alcance de algunas
de las diferencias encontradas.Vibrio cholerae tiene
un requerimiento bajo de Na* y puede crecer con
concentraciones inferiores a 0,1 mM, pues la
presencia de otras sales puede asegurar su
desarrollo. El sodio probablemente permite el
correcto funcionamiento de los mecanismos de
transporte y contribuye a mantener la estabilidad
yactividad catalitica de las enzimas. Gran parte de



otros vibrios, que son mds haléfilos, requieren
concentraciones de 100 mM o més de Na* (24).

La capacidad de utilizar celobiosa (40,41), la
putrescina y otros elementos, se considera una
caracteristica tipicamente fenotipica y, por tanto,
puede presentarse variacién. Por el contrario, las
diferencias encontradas con respecto a la ONPG
ylasensibilidad al O/129 (10 ug) parecen deberse
a caracteristicas atipicas para las cuales no hay
explicacién.

Con frecuencia se ha reportado sensibilidad de
Vibrio cholerae a gran parte de los antibidticos (15-
24,42-46), perotambién se hareportado resisten-
cia(47,48). Laampliaresistencia encontradatiene
una importancia no despreciable, pues este
hallazgo indica que se trata de bacterias con un
potencial patégeno considerable. Por fortuna es
posible descartar la capacidad y el potencial
toxigénico en estas bacterias. La amplia resistencia
llama la atencién sobre la necesidad de buscar
poblaciones bacterianas con pldsmidos R que
transmiten esta caracteristica por conjugacién (49).

La identificacién de cuatro aislados de V. cholerae
no 01 plantea una problemética que requiere de
andlisis. En las aguas marinas tropicales de las
costas atldntica y pacifica de Colombia se dan, en
general, condiciones apropiadas de temperatura
ysalinidad para el desarrollo de esta bacteria. Sélo
ciertas condiciones son desfavorables para el
desarrollo de V. cholerae en aguas marinas, como
una salinidad de 35 ppt y temperaturas elevadas
de28a30°Comds(50,51). Pero, se hasefialado
que aun en tales condiciones desfavorables V.
cholerae puede permanecer viable en estado de
latencia pero no ser cultivable en los medios
estdndares (8, 50) y, por tanto, no ser detectable.

No es posible demostrar de manera fehaciente, ni
descartar la presencia de V. cholerae no 01 antes
del brote epidémico en el pais, por carencia de
estudios al respecto. Sin embargo, a pesar de que
los esporddicos monitoreos de aguas marinas no
tenian como obijetivo esta bacteria, hasta antes de
iniciarse la epidemia no se habia reportado V.
cholerae. De otra parte, los escasos andlisis de agua
realizados por entidades oficiales con muestras de
agua tomadas de efluentes y estuarios, en Tumaco

y otros sitios, al comienzo de la epidemiay durante
la misma, resultaron negativos para V. cholerae.
En tercer lugar, las evidencias obtenidas por los
métodos de epidemiologia molecular no favorecen
la tesis de un antecedente no 01 de las cepas
toxigénicas y epidémicas (16). Todo esto indicaria
que la presencia de V. cholerae no 01, puede ser
resultado de latransformacién de cepas toxigénicas
o epidémicasy de su adaptacién al medio ambiente,
o que las bacterias no 01 arribaron a nuestro medio
por un mecanismo similar al que utilizéV. cholerae
01, igualmente desconocido.

Cualquiera que hayasido el proceso y mecanismo,
la presencia de este tipo de bacterias permite
formular la hipétesis de que se estd conformando
un reservorio ambiental. Este hecho tiene una
importancia epidemiolégica precisa. De acuerdo
con la experiencia obtenida en otros continentes,
en una epidemia de célera que tiene lugar en un
drea previamente no infectada se encuentra que,
entre ofras caracteristicas, latransmisién se produce
de un modo simple y no son comunes los reservo-
rios ambientales. En contraste, en el célera
endémico la transmisién se produce por miltiples
mediosy es posible encontrar reservorios acuéticos
(10). Por tanto, la presencia de cepas de Vibrio
cholerae no 01 en el agua puede indicar que se
estan conformando reservorios ambientalesy que,
después de la primera onda epidémica, se estdn
creando las condiciones para unassituacién de tipo
endémico. Portanto, parece indispensable realizar
estudios que permitan confirmar este proceso y
vigilar su desarrollo.
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