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Resumen

Se estudio la presencia de Vibrio cholerae en 156 muestras fecales, 12 provenientesde
habitantesdel Pueblo de Sinamaica y 144 delaLaguna de Sinamaica, M unicipio Paez, Estado
Zuliz. Adicionalmente, se estudié la presencia devibriofagos litieos en tres muestr aSpesitivas
paracélera y en 17 muestr asadicionales, colera negativas, seleccionadas d azar. Tresdelas
muestras estudiadas fueron positivas para Vibrio cholerae biotipo El TOR, sérogrupo 01.
&erotipo Ogawa. Se empled la cepa salvaje de Vibrio cholerae aislada, como célula blanco

(hospedadora) para la propagactén viral y estudio morfolégico de las placas de lisis. El
aislamiento de fagos se realizo por homogeneizacion de las heces y preservacién en glicina
0.5 M, seguido por filtracion en secuencia por membranas (Millipore) de 0,45 um y 0,22um.
Los filtrados se expusmron a la cepa hospedadora, a una densidad celular previamente
estandarizada de 1x10% UFC/ml en Agar para Bacteriofagos. Se aislaron las entidades liticas
responsables luego de incubactén a 37°C. durante 24 h. Analisis de los r esultadosobtenidos
dndican que V. cholerae estuvo presenteen tres delas12 delasmuestr asfecales (25%)de |0S
individuos muestreados en d Pueblo de Sinamaica y ausente en lasmuestr asfecales de los
individuos de la Laguna. Se logro el aislamiento de dos entidades liticas para V. cholerae
seapaces de causar dos patronesde lisis bacteriana, dezona estrechay de zona amplia. Estos
bacteriéfagos Fueron recobradosa partir de das muestras positivas(N0. 1y 2) para célera.

Palabras claves: Bacteriéfagos: fecal: Vibrio cholerae; vibridfagos.

Isolation of lytic v1br10pha§es and Vibrio cholerae from
fecal samples of individuals in cholera endemic areas
located in Municipio Paez, Zulia State, Venezuela

Abstract

The presence of Vibrio cholerae was studied in 156 fecal samples, 12 frem individuals 0
Pu¢blo de Sinamaica and 144 o Laguna de Sinamaica, Municipic Piaez, Eda. Zulia.
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Additionally, the presence of lytic vibriophages was investigated in three cholera positive
samples and in 17 cholera negative samples, randomly selected. Three Vibrio cholerae isolates
were obtained in the samples studied, which corresponded to the biotype EL TOR, serogroup
01 and serotype Ogawa. The isolate of V. cholerae was employed as target host cells for viral
propagation and plaque morphology study. Phage isolation was attained after fecal
homogenization and preservation on glycine 0.5 M, followed by sequential filtration through
0.45 um and 0.22 pm (Millipore) membranes. The filtrates were exposed to the target cell at a
standarized cell concentration of 1 x 103 CFU/ml, on Bacteriophage Agar. Propagated lytic
bacteriophages were isolated after incubation at 37°C for 24 hrs. Analysis of the results
obtained indicated that V. cholerae was present in 3 out of 12 fecal samples (25%) from
individuals located in Pueblo de Sinamaica and absent in the fecal samples of individuals from
Laguna de Sinamaica. Two types of bacterial lytic plaques were observed, one of narrow zone
and another of wide zone. These phages were recovered from cholera positive samples No. 1

and 2.

Key words: Bacteriophages; fecal: Vibrio cholerae; vibriophages.

Introduccién

Vibrio cholerae, agente etiologico del
colera solamente en humanos, ha provoca-
do siete pandemias desde el ano 1816. Su
alcance comprende Asia, Africa. Europa,
Sur de Rusia, Australia, Canada y Ameérica
Latina (1-3). Su incidencia siempre cam-
biante amerita constante actualizacion.

El V. cholerae es un bacilo gram nega-
tivo curvo, de 0,5 x 3,0 um, motil, no espo-
rulado, sin capsula, aerobico facultativo y
quimioorganotrofo. En relacion a su clasifi-
cacion por sensibilidad antibiotica, el sero-
grupo 01 comprende dos tipos: CLASSICAL
y ELTOR (4). El primer grupo se caracteriza
por ser sensible a la polimixina B y a bacte-
riofagos del tipo IV. El segundo, es resisten-
te a ambos factores (5-7). En la actualidad
el colera, con tendencia epidémica, es cau-
sado casi exclusivamente por V. cholerae 01,
biotipo EL TOR, aunque en Bangladesh se
han reportado casos provocados por el bio-
tipo CLASSICAL. En relacion a su inciden-
cia y sobrevivencia en el medio ambiente, se
ha aislado en muestras de aguas superficia-
les correspondientes a zonas endémicas y
no endéemicas. Este microorganismo puede
sobrevivir como organismo de vida libre, en

algunos casos asociado con plantas y ani-
males. Su aislamiento en el medio ambiente
puede no estar relacionado con la presencia
de un foco de enfermedad y su presencia
exige una cuidadosa interpretacion. En
contraste, el biotipo CLASSICAL ninicamen-
te ha sido aislado en muestras de zonas con
casuistica colérica (8).

El V. cholerae al igual que otros hospe-
dadores bacterianos puede ser infectado y
colonizado por bacteriofagos (9-11). Estos
virus pueden funcionar bajo ciclo litico o
lisogénico en la célula blanco. Los fagos
liticos son capaces de provocar la ruptura
de la célula hospedadora, provocando la
formacion de placas de lisis celular (12). El
V. cholerae biotipo CLASSICAL, es raramen-
te infectado por bacteriofagos lisogénicos,
actividad comun en el biotipo EL TOR (13).
Algunos trabajos han demostrado la poten-
cial relacion entre la lisogenia de V. cholerae
y la virulencia de la cepa problema (14). Se
ha reportado que el V. cholerae, biotipo
CLASSICAL y el biotipo EL TOR (14t), exhi-
bieron respectivamente, cinco y seis cua-
dros liticos diferentes. Cepas de colera, bio-
tipo EL TOR, aisladas de casos clinicos des-
de 1961 hasta la fecha, presentan lisogeni-
zacion por un bacteriofago Kappa (15).
Otros informes sobre bacteriofagos especi-
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ficos para los biotipos CLASSICAL y EL TOR
senalan el aislamiento respectivo de nueve
fagos liticos distintos y de cuatro fagos
atemperados (16, 17). Sin embargo, existe
controversia en cuanto a la caracterizacion
viral del V. cholerae por bacteriofagos y su
susceptibilidad (18). La importancia de los
bacteriofagos radica en el rol que desempe-
nan al provocar cambios en la patogenia del
V. cholerae, toxigenicidad y resistencia a la
infeccion por otros fagos. La produccion del
factor C, en cepas Ogawa Clasica 029, pa-
rece deberse a la presencia del bacteriofago
CP-T1. Esta conversion ha sido documenta-
da lograndose detectar la conversion de
Ogawa serotipo A-B a Hikojima serotipo
A-B-C. Para las cepas del biotipo EL TOR,
serotipo Ogawa, el bacteriofago CP-T1 tam-
bién es capaz de producir cambios antigé-
nicos (13). Los efectos de transduccion viral
han sido demostrados con los fagos CP-T2,
VP-n y VP-T (19). El bacteriofago 0149 del
grupo IV de la clasificacion de Mukerjee (20)
fue capaz de producir la conversion del
V. cholerae biotipo EL TOR.

La falta de informacion sobre el com-
portamiento fenotipico del V. cholerae luego
de la incorporacion de material genético
viral, foraneo, ha provocado un avance limi-
tado en la biologia molecular de esta bacte-
ria. La produccion de DNAsa extracelular y
algunos aspectos restrictivos del hospeda-
dor son factores de importancia que modu-
lan dicho fenomeno, asi mismo la transduc-
cion bacteriana (21). Los virus lisogénicos
atemperados descritos para V. cholerae bio-
tipo EL TOR, el Vea-2 y Vea-3, ambos han
sido relacionados con el bacteriofago atem-
perado Kappa (22-24). Asi mismo, otras
cepas virales lisogénicas para esta bacteria
presentan un rango corto de hospederos y
han sido denominadas fagos tipo Kappa (25)

En la presente investigacion, se estu-
dio la presencia de V. cholerae en muestras
fecales de individuos de una zona endémica
para colera. Asi mismo, la sensibilidad de la
cepa salvaje de V. cholerae aislada, frente a

bacteriofagos liticos cultivados de las mis-
mas muestras.

Materiales y Métodos

Poblacién de estudio

La poblacion estuvo conformada por
individuos, sin distingo de sexo, con diarrea
colérica aguda. Se incluyeron sus contactos
e individuos asintomaticos, potencialmente
portadores del vibrio, todos, habitantes del
Pueblo de Sinamaica y Laguna de Sinamai-
ca, Municipio Paez, Estado Zulia, Venezuie-
la.

Individuos muestreados

Se obtuvieron 156 muestras de heces
provenientes del mismo numero de indivi-
duos. De éstas, 12 correspondieron a habi-
tantes del Pueblo de Sinamaica y 144 a
habitantes de la Laguna de Sinamaica. Se
muestrearon tres casos con colera agudo.
Se tomo como base el 5% de la poblacién
endémica, estimada en 3.500 personas
(1991, Censo Epidemiologia Sanitaria, Hos-
pital Universitario de Maracaibo) en razon
de la ausencia de un numero mayor de
casos clinicos. Las muestras fecales se ob-
tuvieron a través de la Medicatura de Puerto
Cuervito, Laguna y Pueblo de Sinamaica,
incluyendo aquellas colectadas a domicilio
en las zonas muestreadas. La colecta de las
muestras estudiadas correspondio al mes
de Agosto, 1993.

Colecta y transporte de las muestras fe-
cales

La materia fecal se colecto en envases
de plastico estéril, previamente rotulados.
Una de las muestras fue obtenida por hiso-
pado rectal, seguido por siembra inmediata
en el medio de transporte Cary-Blair y me-
dio de cultivo Agua Peptona Alcalina (APA),
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(26). Las muestras se transportaron al labo-
ratorio bajo refrigeracion, en un lapso no
mayor de cuatro horas antes de su procesa-
miento. Los medios de cultivo empleados
correspondieron a la casa comercial BBL.

Procesamiento de las muestiras

Aislamiento e identificacién de Vi-
brio cholerae: Las muestras fueron culti-
vadas en medio Agar Sal-Sucrosa Tiosulfa-
to-Citrato-Bilis (TCBS) (27). Las cepas ais-
ladas se caracterizaron por la morfologia
colonial, celular y reaccion de gram bajo
microscopia de campo claro, pruebas de
oxidasa, reaccion en el medio triple azucar
hierro (TSI) y Lisina Hierro Agar (LIA), de-
carboxilacion de la lisina, arginina y orniti-
na. fermentacion de azucares como gluco-
sa, sacarosa. rafinosa, ramnosa, melobiosa,
salicina, manosa, manitol y xilosa, produc-
cion de indol y acetil metil carbinol, creci-
miento en caldo nutriente con 0,5% de NaCl
y prueba de motilidad (28, 29). El analisis
de las mismas, permitio identificar la cepa
de Vibrio cholerae aislada. Adicionalmente,
se realizaron pruebas serologicas por aglu-
tinacion para determinar el serogrupo y
serotipo de la bacteria Vibrio cholerae
(Wellcome, 01 polyvalent serum, lot.
K760010). La cepas se mantuvieron en APA.
Las muestras fecales una vez procesadas se
mantuvieron bajo congelacion a -20°C.

Con el proposito de incrementar las
probabilidades de aislamiento de V. cholerae
de las muestras estudiadas, principalmente
de individuos portadores asintomaticos, se
procedio a recultivar las mismas al cabo de
una semana y al cabo de dos meses. Se
sembraron en APA y se incubaron a 37°C
durante 6 horas. Transcurrido este tiempo,
se sembraron en TCBS e incubaron a 37°C
por 24 horas. Las bacterias cultivadas fue-
ron caracterizadas segun la reaccion de la
oxidasa.

Aislamiento de vibriéfagos: Las
muestras fecales positivas para el aisla-

miento de V. cholerae y un grupo de mues-
tras negativas tomadas al azar (No. 5,6,7,
9.27.31,34,58,98,119,124,139,144,
147,151,153 y 154), fueron homogeneiza-
das en un vortex, ajustado a un volumen de
90 ml de solucién de glicina 0,5 M, pH 9.51
(30-32). El homogeneizado se filtro con
gasa-algodon, prefiltro AP-20'y membranas
0,45 um y 0,22 pum (Millipore). en forma
secuencial. El filtrado se cosecho estéril-
mente y fue procesado de inmediato.

El alicuota filtrado, de aproximada-
mente 90 ml, se mezclo con 10 ml de una
suspension de 1 x 10® UFC/ml de la cepa
hospedadora salvaje aislada, propagada en
Caldo Nutriente (CN) suplementado con
NaCl al 0,5%. Previamente, se estudio el
patron de crecimiento de la cepa de Vibrio
cholerae en cuestion, con la finalidad de
estandarizar las condiciones necesarias
para obtener la densidad celular bacteriana
mencionada. La mezcla filtrado-cepa hospe-
dadora, se dispenso en Medio Agar Nutrien-
te Doble Concentracion (ANDC) fundido,
hasta obtener un volumen final de 200 ml.
Esta preparacion se vertio en placas de petri
estériles y se incubd a 37°C durante 18 ho-
ras. Transcurrido el periodo de incubacion,
se detectaron los halos de lisis bacteriana
como unidades formadoras de placa (UFP),
(33).

Curva de crecimiento bacteriano: Se
establecio la concentracion bacteriana ade-
cuada de la célula blanco hospedadora, lue-
go de preparar una curva de crecimiento
con Vibrio cholerae durante las primeras
siete horas (7 h) del crecimiento celular.
Este estudio, se realizo con la finalidad de
obtener un cultivo idoneo con una densidad
celular ajustada a 1x10% UFC/ml (34, 35),
para ser inoculado con los bacteriofagos
aislados logrando su propagacion. Se esta-
blecio la concentracion celular optima equi-
valente a 1x10% UFC/ml, durante el inter-
valo 2-3 horas de crecimiento bacteriano. El
coeficiente de regresion logrado con el mo-
delo de crecimiento bacteriano, fue r= 0,98
(Tabla 1, Figura 1).
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Tabla 1

Unidades formadoras de colonias/ml de cultivos de V. cholerae con la correspondiente
densidad optica y tiempo de crecimiento en horas

Hora UFC/ml de los Cultivos (Réplicas)
1 2 3 4 X D.O.
0 INCONT 270 2.600 4.000 2.900 0,036
1 180 1.600 1.500 2.300 1.800 0,031
2 70.000 30.000 100.000 400.000 22.000 0,080
3 2.000.000 20.000.000  200.000.000 100.000.000 530.000.000 0,170
4 1.000.000 10.000.000  400.000.000 920.000.000 330.000.000 0,180
5 4.000.000 10.000.000  10.000.000  80.000.000 2.600.000 0,180
6 10.000.000  30.000.000 7.000.000 30.000.000  19.000.000 0.214
i 3.000.000 60.000.000  100.000.000 30.000.000  49.000.000 0,207

D.O. densidad optica
INCONT. incontables
UFC. Unidades formadoras de colonias

on fdgica: Una porcion del
halo de lisis celular (UFP), fue removido
asépticamente con un sacabocados estéril
de 5,0 mm de diametro. El taco obtenido fue
colocado en caldo de propagacion fagica. El
mismo, contenia una suspension de 1 x 10°
UFC/ml de la cepa hospedadora.

La cosecha viral, obtenida siguiendo la
técnica antes descrita, fue sometida a estu-
dio con el propésito de caracterizar el tipo
de lisis celular.

Se preparo un cultivo de V. cholerae
hasta obtener una densidad celular optima
de 2,2 x 10° UFC/ml, incubado durante
18 horas a 37°C. Una vez propagado el virus
y cosechado por centrifugacion, se inoculo
0,1 ml de la suspension viral en tubos con-
teniendo el cultivo propagador bacteriano y
se incubo durante 18 horas a 37°C. Los
bacteriofagos aislados, capaces de producir
placas de lisis, se inocularon en Agar para
Bacteriofagos en un volumen 200 ml, pos-

teriormente plaqueados e incubados a 37°C
por 12-18 horas.

Resultados

Aislamiento e identificacién de
V. cholerae

Las colonias sacarosa positivas y cul-
tivadas en medio TCBS, se caracterizaron
mediante la metodologia descrita anterior-
mente. No se observaron colonias de V, cho-
lerae atipico en las muestras estudiadas
(4-156).

Las muestras fecales positivas en el
estudio, correspondieron a tres individuos
con colera activo, lograndose el aislamiento
de Vibrio cholerae, biotipo EL TOR, serogru-
po 01, Ogawa. El hallazgo de esta bacteria
represento el 25% del total de los aislados
bacterianos de muestras fecales de indivi-
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Figura 1. Curva de crecimiento de la cepa V. cholerae EL TOR seguin la cantidad de Unidades Formado-
ras de Colonias (UFC)/ml vs tiempo de crecimiento.

duos del Pueblo de Sinamaica. Las mues-
tras fecales 1 y 2, correspondieron a dos
pacientes hospitalizados con diarrea sospe-
chosa para cdlera. La tercera muestra posi-
tiva para colera fue aislada de un paciente
de tres anos de edad. El recultive de las
muestras fecales (negativas) congeladas, al
cabo de una semana v al cabo de un mes,
no arrojaron resultados distintos a los ob-
tenidos inicialmente.

Aislamiento de vibri6fagos

Se logro la deteccion de entidades vira-
les capaces de causar lisis bacteriana en la
cepa de Vibrio cholerae, aislada en el presen-
te estudio. El tipo de lisis observada en el
cultivo bacteriano confluente, correspondio
a dos morfologias diferentes. Un tipo de
placa estrecha mas numerosa, con 4,0 mm
de diametro, con cierta opacidad. La otra
placa de lisis lograda fue escasa, amplia v
transparente, de 40 mimn de didmetro. Estos
microorganismos liticos, fueron aislados a
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partir de dos de las muestras codlera positivo
(No. 1 y 2, Pueblo de Sinamaica).

Propagacion fagica

Como resultado del estudio de propa-
gacion fagica, se observo una escasa propa-
gacion de ambas cepas virales en la cepa
bacteriana hospedadora salvaje. Se logra-
ron 3 UFP/ml por la cepa de lisis tr.tal y
20 UFP/ml por la cepa de lisis parcial. El
proceso de propagacion viral se realizo en
tres oportunidades, lograndose esencial-
mente los mismos resultados.

Es de hacer notar que la totalidad de
las muestras fecales que arrojaron resulta-
dos negativos para la presencia de colera,
resultaron también negativos para la pre-
sencia de particulas virales.

Discusién

Aislamiento e identificacién de
Vibrio cholerae

El resultados del estudio bacteriologi-
co de las muestras fecales 1 y 2, provenien-
tes de dos pacientes hospitalizados con dia-
rrea sospechosa para colera, fueron positi-
vas para el biotipo EL TOR, como agente
causal. La otra muestra positiva para colera
(No.3), fue aislada de un paciente de tres
anos de edad. El resto de las muestras
resultaron negativas para la presencia de
esta bacteria.

El recultivo de las muestras fecales
congeladas para el aislamiento de V. chole-
rae, al cabo de una semana y al cabo de un
mes, no arrojaron resultados distintos a los
obtenidos inicialmente. La baja incidencia
de V. cholerae aislado en las muestras feca-
les quizas se deba a una combinacion de
factores; el desarrollo de resistencia por
parte de la poblacion, recientemente ex-
puesta al vibrio durante la epidemia; la

circunstancia endémica de la zona para
colera; la existencia de la fase no-cultivable
de la bacteria y finalmente a la efectividad
de las medidas sanitarias implementadas
en la zona, durante la epidemia de 1993.

Aislamiento y propagacién de
vibri6éfagos

La observacion de dos tipos de morfo-
logia en las placas de lisis bacteriana, po-
dria atribuirse a la presencia de dos entida-
des virales distintas (36). La cepa salvaje de
V. cholerae, biotipo EL TOR, no propago
adecuadamente las particulas virales aisla-
das, aun cuando fueron recuperadas de las
respectivas muestras fecales. La compara-
cion del tipo de entidad viral aislada, con
aquellos reportados en la literatura hace
necesaria una caracterizacion e identifica-
cion viral, a través del estudio de su patron
electroforético, serologico, morfologico y ta-
mano bajo microscopia electronica (37).

Aunque {a muestra No. 3 fue positiva
para Vibrio cholerae, no se logro la aisla-
miento viral. La ausencia de éxito en la
recuperacion viral podria deberse a que la
misma, fue obtenida por hisopado rectal.
Quizas una mayor cantidad de materia fe-
cal, con presencia de células blanco, sea un
factor limitante. Esta observacion puede in-
ferirse basado en la ausencia de vibriéfagos
en las muestras fecales procesadas, colera
negativo.

Conclusiones

La metodologia implementada permi-
tio la deteccion de Vibrio cholerae, biotipo EL
TOR, serogrupo 01, serotipo Ogawa en las
muestras fecales estudiadas, de individuos
ubicados en la zona endémica para colera,
Pueblo de Sinamaica, Municipio Paez, Esta-
do Zulia. La positividad para colera repre-
sento el 25% del total de muestras procesa-
das. Los resultados obtenidos corresponden
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a la fecha y condiciones de estudio indica-
das.

Se detecto la ausencia de V. cholerae
en las muestras fecales de individuos de la
otra zona endémica estudiada, Laguna de
Sinamaica, Municipio Paez, Estado Zulia.

La cepa salvaje de V. cholerae aislada,
fue susceptible a la lisis por fagos aislados
de la misma muestra fecal, de individuos del
Pueblo de Sinamaica. Se detectaron dos
patrones de lisis bacteriana, total y parcial,
empleando la cepa salvaje como blanco. La
especificidad de los vibriofagos aislados y
patron de lisis obtenido podrian tener apli-
cabilidad en la fagotipia de cepas coléricas.
Analisis de los resultados obtenidos indica-
ron una escasa propagacion viral en la cepa
de V. cholerae. Asi mismo, el aislamiento de
vibriofagos coléricos del tracto intestinal se
encuentra condicionado a la presencia de
V. cholerae como célula hospedadora.
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