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El célera es una enfermedad diarreica aguda, produ-
cida por la bacteria gramnegativa Vibrio cholerae. Los
datos epidemiolégicos acumulados han demostrado
que las pandemias registradas histéricamente han sido
causadas por el serogrupo O1 (biotipos Clasico y El Tor)
y posteriormente, en 1992 por el serogrupo 0139 de este
patégeno.! Varios factores de virulencia contribuyen a su
patogenicidad, pero los reconocidos como méas importan-
tes son la toxina colérica (CT) y el pilus co-regulado con
la toxina (TCP, del inglés Toxin Co-regulated Pilus).

CT es una toxina tipica del grupo A-B de toxinas
de subunidades, la cual es responsable de las diarreas
copiosas y deshidratantes caracteristicas del célera.?
Los genes ctxAB, que codifican a CT, forman parte del
genoma del fago filamentoso CTX¢, el cual se encuentra
integrado en el cromosoma I de las cepas toxigénicas
de V. cholerae. TCP también funciona como receptor
del fago CTX¢, portador de los genes de CT.? Por otra
parte, TCP es una fimbria tipo 4, que desempena un
papel fundamental en la colonizacién por V. cholerae
del intestino humano, uno de los eventos primarios en
la patogénesis.*® La secuencia aminoacidica de TcpA,
la pilina principal de la fimbria, se encuentra muy con-
servada en las cepas virulentas, con cerca del 100 % de
identidad entre las cepas del serogrupo O1 biotipo El
Tor y las del serogrupo 0139. En el caso de las cepas del
biotipo Clasico del serogrupo O1 presentan cerca de un
89 % de identidad con las cepas El Tor y 0139.6

Un estudio genético a través de mutaciones en el gen
que codifica la subunidad mayoritaria del pilus, tcpA,
dentro de ciertos dominios relacionados con la estructura
y funciones de TCP y los efectos producidos ha contri-
buido a esclarecer el mecanismo de la colonizacién. El
modelo propuesto por los autores supone la migracién y
adhesion de los vibriones coléricos a las células epitelia-
les del intestino delgado, mediada por flagelos, proteinas
de lamembrana externa y posiblemente otras adhesinas
superficiales aiin no identificadas. Luego de la adhesién
inicial, la sintesis de TCP incrementaria el contacto con
las células epiteliales. La acumulaciéon de las bacterias
sobre la superficie del epitelio conduce a la formacién
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de microcolonias.* La autoaglutinacién de células de
Vibrio en cultivos in vitro ha sido asociada a la presencia
de TCP y se le ha adjudicado una funcién directa en la
interaccién in vivo entre células bacterianas a través
del contacto directo pilus-pilus. Sin embargo, muchos
aspectos de este mecanismo aun son desconocidos.*?

Observaciones preliminares en el grupo de trabajo
de los autores cuestionan el papel de TCP en la autoa-
glutinacién. La asociacién entre TCP y este fenotipo en
un grupo de cepas epidémicas de V.cholerae parece ser
diferente. Por ejemplo, muchas cepas crecidas en condi-
ciones de expresién de TCP no autoaglutinan, mientras
que otras si lo hacen bajo condiciones no idéneas de
expresién de esta fimbria. Por otra parte, la cepa KHT52,
mutante de TCP, no se diferencia en la autoaglutinacién
de su cepa parental isogénica C6706. Estas observaciones
no corresponden con el modelo propuesto.*

Las diferentes cepas toxigénicas estudiadas en este
trabajo incluyeron los serogrupos O1 (biotipos Clasico
y El Tor) y 0139 de V.cholerae. Para evaluar el fenotipo
de autoaglutinacién, estas fueron crecidas en condi-
ciones in vitro apropiadas para la expresiéon de TCP,
segun se ha descrito.t® Brevemente, las cepas Clasicas
fueron crecidas en 5 mL de medio Luria-Bertani (LLB),
pH 6,5 con agitacién en zaranda orbital, 200 r/min, a
30 °C, durante 16 h . Por otra parte, las cepas El Tor
y 0139 fueron inicialmente crecidas en agar sangre y
luego, una colonia de cada una resuspendida en 10 mL
de medio AKI, pH 7,4 durante 4 h en reposo a 37 °Cy
finalmente, agitadas en zaranda, 200 r/min durante
18 h, 37 °C . La autoaglutinacién fue evaluada mediante
medicién de la densidad éptica (DO) a A 600 nm de los
cultivos crecidos en zaranda, luego de 2 h en reposo a
temperatura ambiente. La autoaglutinacién [AA, (%)]
fue determinada segun:

(lDofj-IOO

DO
donde:
DO, (alas 0 h).
DO, (alas 2 h).
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Elvalor de autoaglutinacién obtenido para cada cepa
oscil6 entre 11,0 y 98,3 % (Tabla 1), pero en general fue
inferior al 30 % (12 cepas = 30 %, 6 cepas > 30 %).

Lapresenciade ADN quecodificaparaTcpA, se compro-
bé mediante PCR. Se utilizaron los oligonucleétidos CNC-
6048 (5"-CAGGATCCTATGACATTAATCGAAG-3") y
CNC-6050 (5"-CTTAAGAATTCGCCCATTTCCATGG-3"),
para amplificar el gen tcpA de las cepas del biotipo El
Tor y las del serogrupo 0139, y los oligos CNC-6048 y
CNC-6051 (5" TTGAATTCAATAAGTTGCCCATTA-3"),
para amplificar tcpA de las cepas del biotipo Clasico. Se
obtuvo una banda del tamano esperado seguin los oli-
gonucledtidos utilizados, 671 pb en el caso de las cepas
El Tor y O139 y 677 pb en las Clasicas (Fig. 1A). La pre-
sencia de este gen en las cepas estudiadas fue ademas

corroborada mediante hibridacién por Southern blotting,
empleando como sonda el fragmento de ADN amplifica-
do con los oligos CNC-6048 y CNC-6051, correspondiente
al gen tcpA, marcado con digoxigenina. Los patrones
de bandas de hibridacién utilizando esta sonda y luego
de digerir los ADNs genémicos de las cepas estudiadas
con la enzima de restriccion HindIII, correspondieron
a lo esperado [1,56 kb en cepas El Tor y 0139 y 1,95 kb
en las Clasicas, (Fig. 1B)]. Notese que tanto en el PCR
como en en el Southern, KHT52 (carrilera 3), mostré una
banda de alrededor de 100 pb menor, puesto que esa cepa
contiene una delecién de ese tamano en el gen tcpA.
La expresion de TCP fue detectada cualitativamente
mediante Western blotting de los extractos de células
completas de cada cepa, utilizando en la inmunodetec-

Tabla 1. Autoaglutinacién y susceptibilidad a CTX-kn¢ de diferentes cepas epidémicas de Vibrio cholerae.

Autoaglutinacién® Susceptibilidad a
Descripcién (%) Expresi(’)rg CTX-kn¢’
Cepa (serogrupo/biotipo/serotipo) X+D.S) deTCP X +D.S)
569B 01/Clasico/Inaba 15,3 £ 3,10 + 2,1+0,14 - 10°
0395 01/Clasico/Ogawa 36,1 £4,64 52+0,35- 10"
CA401 01/Clasico/Inaba 10,1 £5,92 + <50
NIH35A3 01/Clasico/Inaba 52,5+ 1,40 + 2,6 0,28 -10"
CA385 01/Clasico/Ogawa 98,7 + 0,095 + <50
1395 01/Clésico/Inaba 41,1+£9,28 + 6,4+1,98 10"
C6706 O1/El Tor/Inaba 19,4 + 0,52 + N.A.
KHT46 C6706 AmshAl 20,7+ 0,45 + N.A.
KHT52 C6706 AtcpA10 19,7+1,98 N.A.
C7258 O1/El Tor/Ogawa 18,2 £ 0,15 + N.A.
E7946 O1/El Tor/Ogawa 31,0+1,93 + N.A.
N16961 O1/El Tor/Inaba 34,4+2,04 + N.A.
Lima O1/E1 Tor/Inaba 14,8 + 1,36 + N.A.
Gamene O1/E1 Tor/Ogawa 18,5 +1,08 + N.A.
CRC266 0139 21,6 £ 0,91 + N.A.
MO45 0139 37,6 + 3,76 + N.A.
SG25-1 0139 78,5+ 2,00 + N.A.
MDO12C 0139 35,4+1,82 + N.A.

* Ver texto. (+) y (-), expresién de TCP. “Ver texto. N.A. No aplicable. Los valores representan el promedio de al menos
tres determinaciones independientes + la desviacion estandar (D.S.).
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Fig. 1. Presencia del gen tcpA en diferentes cepas toxigénicas de Vibrio cholerae.

A) Electroforesis en

gel de agarosa de ADN, amplificado por PCR del gen tcpA de las cepas: (PTM) Patron de tallas molecu-
lares, (pb). 1, C6706; 2, KHT46; 3, KHTS52; 4, C7258; 5, E7946; 6, N16961; 7, Lima; 8, Gamene; 9, CRC266;
10, MO45; 11, SG25-1; 12, MDO12C; 13, 1395, 14, CA401; 15, O395; 16, CA385; 17, NIH35A3; 18, 569B.
B) Southern blotting, Se utilizé como sonda un fragmento de ADN que comprende el gen tcpA. Las muestras
correspondieron al mismo orden mostrado en A). KHT52 (3) muestra una banda de alrededor de 100 pb
menor, debido a una deleccion en el gen tcpA, revelada por ambas técnicas, PCR y Southern Blotting.
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Fig. 2. Expresion de TcpA en cepas toxigénicas de Vibrio cholerae, revelado por Western blotting. Se
aplicé un extracto de células completas de las cepas: 1) C6706; 2) KHTS2; 3) KHT46; 4) C7258; 5) E7946;
6) N16961; 7) Lima; 8) Gamene; 9) CRC266; 10) MO45; 11) SG25-1; 12) MDO12C; 13) 1395, 14) CA401; 15)
0395; 16) CA385;17) NIH35A3 y 18) 569B. La cepa KHT52, portadora de una delecién en el gen tcpA, no
produjo ninguna senial. Se utilizé el anticuerpo monoclonal anti-TcpA 10E10E1.

cién el anticuerpo anti-TcpA 10E10E1.? Todas las cepas
toxigénicas salvajes evaluadas expresaron TCP, aunque
a concentraciones variables (Fig. 2).

Dentro del grupo de cepas del biotipo Clasico, CA385
y CA401 mostraron una autoaglutinacion extrema (98,3 %
para la primera y 11,0 % para la segunda) y ambas ex-
presaron TCP a niveles similares (Fig. 2), a pesar de la
gran diferencia en la autoaglutinacién observada bajo
las mismas condiciones de cultivo (Tabla 1). La cepa
569B presentd una baja autoaglutinacién y sin embar-
go, fue la que expresé TcpA en mayor cantidad entre
las cepas Clésicas (Fig. 2). En las cepas del biotipo El
Tor se observé una autoaglutinacién entre 14 y 34 %,
valores comparativamente bajos con respecto a CA385
(98,3 %) y no se observo correlacién entre este fenotipo
y los niveles de expresion de TcpA (Tabla 1, Fig. 2). En
este biotipo, se incluyeron las cepas isogénicas KHT46
y KHT52 19y su cepa de origen C6706. KHT46 porta una
delecién en el gen de la pilina principal de la fimbria
hemaglutinina sensible a manosa (MSHA), en tanto
que KHT52 porta una delecién en el gen tcpA. Aunque
C6707 y KHT46 expresan normalmente TCP y KHT52
no produce esta fimbria, las tres cepas mostraron una
autoaglutinacion similar (19, 20 y 20 %, respectivamente;
Tabla 1). En las cepas pertenecientes al serogrupo 0139
la autoaglutinaciéon oscilé entre 22 y 40 % y solamente
la cepa SG25-1 la mostré relativamente elevada (79 %).
Sin embargo, en estas cepas tampoco se observé una
asociacién directa entre autoaglutinaciéon y expresion
de tcpA (Tabla 1, Fig 2).

En las cepas Clasicas, la susceptibilidad a una va-
riante El Tor del fago CTX¢ marcada con un gen de
resistencia a la kanamicina (CTX-kn¢) fue evaluada
mediante la aparicién de transductantes resistentes a
kanamicina en unidades formadoras de colonias (UFC
KnF) sobre medio LB sélido + kanamicina (50 ug/mL),
luego de la infeccién de = 108 células, con una
suspensién de = 2 - 10¢ particulas virales de CTX-kn¢
transductantes/mL .!! El limite de deteccién del ensayo
fue de 50 UFC Kn®¥mL . El resto de las cepas (El Tor y
0139) fue excluido de este andlisis, por ser inmunes a
la infeccién con CTX¢ El Tor.2 A diferencia de la autoa-
glutinacién, se observé una asociacién directa entre la
susceptibilidad al fago y la expresién de TcpA (Tabla 1,
Fig 2). La susceptibilidad al fago CTX-kn¢ fue maxima
en la cepa 569B (1,5 - 10¢, Tabla 1) e igualmente mostré
una mayor expresion de TcpA (Fig. 2). Es notable que
en las cepas CA385 y CA401 la susceptibilidad al fago
resultara menor que el limite de deteccion del ensayo
de infeccién (50 UFC/mL), siendo la expresién de TcpA
baja en ambas cepas (Tabla 1, Fig. 2).

Los resultados anteriores difieren de los obtenidos
por Kirn et al.,* puesto que no se observo6 una asociacién
entre la expresién de TCP y el fenotipo de autoaglutina-
cion en las diferentes cepas epidémicas de los serogrupos

01y 0139. De hecho, aunque todas las cepas tipo salvaje
estudiadas presentaron el gen tcpA y expresaron la
proteina correspondiente TcpA, la autoaglutinacion fue
pobre en la mayoria de ellas. Por otra parte, en las cepas
del biotipo Clasico tampoco se observo una asociaciéon
directa entre la expresiéon de TCP y la autoaglutina-
cion. Esta solo fue evidente a simple vista en la cepa
CA385, que sin embargo, expresé pobremente TcpA y
fue resistente a la infeccién con el fago CTX-kn¢, lo que
sugiere una asociacién directa entre expresion de TCPy
susceptibilidad a CTX-kn¢. Si la gran autoaglutinacién
mostrada por la cepa CA385 estuviera relacionada con
una elevada expresion de TCPE, entonces debia esperarse
una susceptibilidad a CTX-kn¢ también elevada. Por otro
lado, en la cepa 569B se observo lo inverso, esta mostré
una baja autoaglutinacién y sin embargo, fue la mas
susceptible al fago CTX-kn¢ y la que expres6 TcpA en
mayor cantidad (Tabla 1).

Por tanto, la conclusién fundamental de este trabajo es

que no existe una asociacién evidente entre la expresion
de la fimbria TCP y el fenotipo de autoaglutinacién, como
afirman los autores Kirn et al.* Las conclusiones a que arri-
baron estos autores se derivan de un anélisis mutacional a
partir de una sola cepa de origen. En este estudio, las cepas
utilizadas fueron cepas patogénicas de origen diverso, por
lo que los resultados son més generalizables. Si TCP estu-
viera realmente involucrado directamente en el fenémeno
de la autoaglutinacién, estos resultados sugieren que esta
funcién de la fimbria debe estar enmascarada (inhibida)
por otros factores presentes en las cepas que no autoaglu-
tinaron, o potenciado por factores adicionales en el caso
de las cepas que manifestaron este fenotipo.

Por otra parte, pudieran existir otras aglutininas

involucradas en el fenémeno,!* como en el caso de la
cepa CA385, donde el fenotipo de autoaglutinacién
se manifiesta aun en condiciones no idéneas de ex-
presién de TCP. Los resultados del presente trabajo
indican que es necesario continuar el estudio del
papel de TCP en el fenémeno de la autoaglutinacion
y la colonizacién intestinal por V.cholerae, asi como
su interrelacién con otros factores que pudieran estar
involucrados en estas funciones. Para dilucidar el
papel de la fimbria TCP en la autoaglutinacion seria
interesante investigar en el futuro el comportamiento
de mutantes tcpA-negativos en las cepas que mostra-
ron mayor autoaglutinacién.
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