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RESUMEN. El colera es una enfermedad diarreica aguda causada por la presencia del Vibrio cholerae Ol en el
intestino delgado por la ingestion de alimentos o aguas contaminadas con Vibrio cholerae O1. En particular, las
vacunas atenuadas parecen ser una de las variantes mas promisorias para su prevencion y para su aprobacion, se hace
necesaria su evaluacion clinica. La agencia reguladora cubana [Centro para el Control Estatal de Medicamentos,
Equipos y Dispositivos Medicamentos (CECMED)] tiene entre sus requerimientos la eliminacion de la cepa vacunal
en los voluntarios de los ensayos clinicos antes de ser dados de alta. Por tanto, es necesario determinar el patron de
susceptibilidad a los agentes antimicrobianos que se usan en la terapia de las cepas vacunales en cuestion. El objetivo
de la presente investigacion consistiéo en determinar la susceptibilidad antimicrobiana de las cepas vacunales de V.
cholerae para lo cual se utilizaron los agentes antimicrobianos siguientes: azitromicina, tetraciclina y ciprofloxacino
y se probaron tres métodos diferentes: el sistema semi-automatizado DIRAMIC-10, Concentracion Minima
Inhibitoria y difusion en agar (Kirby Bauer). Se analizaron nueve cepas de V. cholerae, que incluyeron al candidato
vacunal oral cubano CV638, asi como otras tres cepas, obtenidas a partir de una cepa del serogrupo O139. Los
resultados obtenidos por los tres métodos empleados, evidenciaron que las cepas analizadas son sensibles a los
agentes antimicrobianos evaluados, los cuales pudieran ser utilizados para la descontaminacion de la cepa vacunal en
voluntarios que se presenten a los ensayos clinicos para su evaluacion.

ABSTRACT. Cholera is an acute diarrheal disease caused by the presence of Vibrio cholerae O1 in the small
intestine after ingestion the food or water contaminated with Vibrio cholerae O1. In particular, attenuated vaccines
seem to be one of the most promising variants and for their approval, is necessary clinical evaluation. The Cuban
Regulatory Agency, Center for State Control of Drugs, Medical Equipment and Devices (CECMED) has among the
requirements the elimination the vaccine strain in clinical trial volunteers before being discharged. It is, therefore,
necessary to determine the pattern of susceptibility to antimicrobial therapy used in vaccine strains under question.
The aim of this investigation was to determine the antimicrobial susceptibility of V. cholerae vaccine strains and the
following antimicrobial agents were used: Azithromycin, Tetracycline and Ciprofloxacin and tested by three different
methods: the semi-automated system DIRAMIC-10, the minimal inhibitory concentration and agar diffusion (Kirby
Bauer). We analyzed nine strains of V. cholerae, which included the Cuban CV638 oral vaccine candidate as well as
other three strains, obtained from a strain O139 serogroup. The results obtained by the three methods showed that the
strains are sensitive to the antibiotics studied. Therefore, they could be used for decontamination of the vaccine strain
in volunteers, submitted to clinical trials.
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INTRODUCCION

Vibrio cholerae es el agente etiologico de la enfermedad diarreica aguda conocida como colera, que se caracteriza por
diarreas profusas, con apariencia de agua de arroz. La forma clinica mas severa, el colera gravis, se define por una
pérdida rapida de liquido y electrolitos a través del tracto gastrointestinal que de no tratarse adecuadamente conduce
al shock hipovolémico, la acidosis metabélica y la muerte en poco tiempo.' En los wltimos tres afios, se ha reportado
el aumento de la incidencia de Vibrio cholerae O1 por la Organizacion Mundial de la Salud (OPS) en paises
subdesarrollados principalmente Haiti, lo que hace necesario la toma de decisiones que permitan tanto la eliminacién
del brote como la infestaciéon de un nimero mayor de personas.” Una adecuada higiene, la rehidratacién oral, el
saneamiento de las aguas y el uso de antibidticos en situaciones no controladas son pautas para controlar la
enfermedad,** pero no siempre es posible garantizarlos en muchos escenarios en el plazo requerido, por lo que el
desarrollo y uso de vacunas preventivas es una alternativa relevante en las condiciones actuales y el futuro inmediato
como elemento importante en la prevencion del colera.” En Cuba, se ha obtenido un candidato vacunal contra el
cblera (CV638), a partir de la cepa de V. cholerae O1 atenuada 638.° EI CV638 Ol ha cursado satisfactoriamente
estudios en adultos tanto en fase 0 como de fase I-IL.”* Aunque Ol requiere atn la evaluacion de fase I (seguridad y
reactogenicidad) en adolescentes y nifios, estudio que se llevara en individuos sanos hospitalizados. Por su caracter de
vacuna viva atenuada no registrada ain, se requiere erradicar el agente vacunal mediante administracion de
antibioticos al quinto dia de administrado el producto en estudio. La azitromicina es un antibidtico de eleccion para el
tratamiento del colera en nifios,” razones por las que se ha considerado usarlo para erradicar la infeccion de V.
cholerae O1 638 al quinto dia en los sujetos vacunados. Aunque V. cholerae Ol, es generalmente sensible a
numerosos agentes antimicrobianos, se ha reportado resistencia a partir de los 70 del siglo pasado.'® Por esta razon, la
autoridad nacional reguladora (CECMED) responsable de aprobar el protocolo de ensayo clinico en Cuba, exige se
demuestre in vitro que las cepas de V. cholerae O1 638 presenten sensibilidad al antibiotico que se utilizara, para
descontaminar a los pacientes al concluir el estudio clinico. Para determinar la susceptibilidad de V. cholerae O1 a los
agentes antimicrobianos, el Instituto de Estandares para Laboratorios Clinicos (CLSI, siglas en Ingles) ha
desarrollado un conjunto de documentos de buenas practicas que abarcan todos los aspectos de las pruebas
microbioldgicas.'' La presente investigacion se llevo a cabo con el objetivo de estudiar la susceptibilidad de cepas
vacunales de Vibrio cholerae O1 y 0139, a los agentes antimicrobianos azitromicina, tetraciclina y ciprofloxacino,
mediante los métodos siguientes: Sistema semi-automatizado DIRAMIC-10, Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) y por difusién en agar (Kirby Bauer)."'

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas, medios de cultivo y reactivos empleados

Las cepas bacterianas analizadas incluyeron clones de V. cholerae 638 (Serogrupo Ol, biotipo El Tor, serotipo
Ogawa, ACTX®, hap::celd) provenientes del banco maestro del Instituto Finlay, que se usé como referencia de la
cepa vacunal y de cuatro lotes vacunales producidos para ensayos clinicos en el mismo Instituto. Ademas, se utiliz6 la
cepa 81 (Serogrupo O1, biotipo El Tor, serotipo Ogawa, ACTX®), parental de 638, para evaluar si habia ocurrido
algin cambio en el patron de resistencia a los agentes antimicrobianos durante la obtencion de la cepa 638 y
adicionalmente, se utilizaron las cepas atenuadas V. cholerae TLPO1, TLP0O5 y TLP13 pertenecientes al serogrupo
0139." En todos los métodos utilizados, se emplearon tres agentes antimicrobianos: azitromicina, tetraciclina y
ciprofloxacino. Se utilizaron como control de calidad para la susceptibilidad a los agentes antimicrobianos las cepas
de referencia Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 25923 (CLSI 2010).

Procesamiento de las muestras

Para el crecimiento de las cepas bacterianas se utilizé el medio de cultivo LB (triptona, 1 %; extracto de levadura, 0,5
% y cloruro de sodio, 1 %) y para los ensayos de susceptibilidad a los agentes antimicrobianos, se emple6 el medio de
cultivo caldo Miieller-Hinton. Se evaluaron nueve cepas de V. cholerae, las cuales fueron sembradas en medio agar
LB (Luria Bertani) y se incubaron a 37 °C en aerobiosis durante un periodo de 18 a 24 h. El estudio de susceptibilidad
se realizo mediante los métodos siguientes: sistema semi-automatizado DIRAMIC-10, CMI y difusion en agar (Kirby
Bauer). Se emplearon los discos de antibidticos de OXOID [azitromicina (30 ng), tetraciclina (15 pg) y
ciprofloxacino (5 pug)] y para la CMI se emplearon los compuestos activos de estos tres antibidticos producidos por la
Empresa Farmacéutica Roberto Escudero y Reynaldo Gutierrez. Se realizaron tres réplicas por cada cepa de V.
cholerae evaluada.

Determinacion de la susceptibilidad a los agentes antimicrobianos

Sistema semi-automatizado DIRAMIC-10

Este sistema determina la sensibilidad a los agentes antimicrobianos en 4 h y detecta el crecimiento bacteriano
mediante principios fotométricos. Ademas, utiliza como medio de cultivo DKD (Caldo Miieller-Hinton, sales Ca>" y
Mg*" y Polimero) y discos de agentes antimicrobianos calidad reactivo (OXOID, Inglaterra). Esta constituido por una
bomba peristaltica, un sensor a microflujo continuo que detecta los cambios turbidimétricos del microorganismo en el
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medio de cultivo. Colonias frescas de las cepas a analizar, crecidas en LB a 37 °C durante toda la noche, se
resuspendieron en el medio DKD, a una concentracion celular correspondiente a una turbidez de 0,5 en la escala
McFarland. Estas suspensiones se inocularon por triplicado en frascos de medio DKD y posteriormente, se
distribuyeron en las tiras de antibiograma (compuestas por 24 pocillos) que contenian por cada pocillo, un disco del
agente antimicrobiano a evaluar al que se adicionaron 200 pL de la suspension del inoculo. Cada tira contd con un
control positivo (200 pL del medio de cultivo con el microorganismo sin agente antimicrobiano) y un control
negativo (200 pL del medio de cultivo solo). Las mediciones se realizaron en las primeras cuatro horas después de
realizado cada montaje e incubado a 37 °C. Seguidamente, se realizaron las mediciones de las muestras. Para ello, se
determind la densidad optica del inoculo en el pocillo control positivo y a partir de esta, se calculd el indice de
crecimiento. El Sistema DIRAMIC clasifica los resultados mediante criterios de corte establecidos de forma
cualitativa: sensible, intermedio y resistente."

Método de difusion en agar (Kirby-Bauer)

El estudio de la sensibilidad de las cepas vacunales se realizd ademas, mediante el método de difusion en agar, de
acuerdo con las recomendaciones del CLSI 2010.” Se preparé un indculo con una turbidez de 0,5 en la escala
McFarland en caldo Miieller-Hinton, mediante resuspension directa de dos o tres colonias crecidas en medio LB
durante 24 h. Las suspensiones se extendieron por triplicado, de forma homogénea por toda la superficie de placas de
agar de Miieller-Hinton, con ayuda de un hisopo estéril. Las placas inoculadas se dejaron secar durante 15 min y se
colocaron en la superficie de ellas los discos de azitromicina (15 pg), tetraciclina (30 pg) y ciprofloxacina (5 pg).
Estas se incubaron a 37 °C durante 24 h en condiciones aerobicas y se realizd la medicion de los halos de
inhibicion, los resultados se compararon con los reportados por CLSI 2010.

Concentraciéon Minima Inhibitoria mediante microdilucion en placa

Se utilizaron placas (NUNC de 96 pocillos) que contenian concentraciones decrecientes (512 - 0,025 mg) de los tres
agentes antimicrobianos, las cuales se prepararon a partir de las disoluciones madre y luego, se diluyeron en caldo
Miieller-Hinton hasta obtener las concentraciones establecidas. Para la preparacion del inoculo se ajustd la turbidez a
0,5 en la escala McFarland, se diluy6 para que la concentracion final fuese 5 + 10° Unidades Formadoras de Colonias
(UFC/mL) y se inocularon cuidadosamente en las placas con las diferentes concentraciones del agente
antimicrobiano. A continuacion, las placas se incubaron a 37 °C durante 24 h. La CIM correspondi6 a la minima
concentracion de antibiotico a la que no se observé crecimiento bacteriano (turbidez), otro método empleado para
realizar la evaluacion fue la medicion de la densidad optica a 630 nm.

RESULTADOS y DISCUSION

En el inicio del tercer milenio, el célera continta siendo un problema de salud para muchos paises del mundo, es una
enfermedad que evoluciona con una infeccidn intestinal aguda.'* Cuando se utiliza un agente antimicrobiano es
crucial elegir aquel para el cual el microorganismo sea susceptible. Los agentes antimicrobianos de primera linea
recomendados por la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) para el tratamiento del colera son: doxiciclina
(para adultos) y azitromicina o eritromicina en caso de embarazadas o nifios. Las drogas de segunda linea son:
ciprofloxacino o azitromicina para adultos y ciprofloxacino o doxiciclina para nifios.''® La evaluacién del patrén de
susceptibilidad de las cepas vacunales mediante el sistema semiautomatizado DIRAMIC-10 mostré que las cepas
evaluadas son susceptibles a la azitromicina, tetraciclina y ciprofloxacino (Tabla 1). Los resultados informados por
Garcia y cols", mostraron que las cepas atenuadas y sus parentales fueron sensibles a tetraciclina, doxiciclina,
cloranfenicol, estreptomicina, rifampicina, kanamicina, eritromicina, acido nalidixico y ciprofloxacino mediante el
sistema semiautomatizado DIRAMIC-10. Estos resultados sugieren que este sistema puede ser utilizado para
determinar el patrén de susceptibilidad a diferentes agentes antimicrobianos de cepas atenuadas de V. cholerae Ol y
0139, incluidas como ingredientes farmacéuticamente activos en candidatos vacunales orales contra el colera.

Tablal. Susceptibilidad de las cepas vacunales de V. cholerae a diferentes antibioticos, de acuerdo con los resultados
del analisis con el Sistema DIRAMIC-10
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Discos de antibioticos
Cepas evaluadas

Ciprofloxacino Tetraciclina Azitromicina
638, Banco maestro S S S
638, lote vacunal 207 S S S
638, lote vacunal 209 S S S
638, lote vacunal301 S S S
638, lote vacunal302 S S S
81 S S S
TLPO1 S S S
TLPO5 S S S
TLP13 S S S
E. coli 25922 S S S
S.aureus25923 - — S

La técnica de difusion en agar es el método mas comiinmente usado para las pruebas de susceptibilidad a los agentes
antimicrobianos. Mediante los método de difusion en agar y CMI se comprobd que las cepas evaluadas eran sensibles
a todos los agentes antimicrobianos, teniendo en cuenta lo establecido por el CLSI (2010) (Tablas 2 y 3)."" Estos
criterios de interpretacion de la zona de inhibicion del crecimiento (halo) de las cepas de V. cholerae solo para la
ampicilina, cloranfenicol, sulfonamidas, tetraciclina y trimetoprim-sulfametoxazol y no para el ciprofloxacino y la
azitromicina. En este ensayo, se determind la susceptibilidad a ciprofloxacino y azitromicina mediante los criterios
para las enterobacterias. Segun CLSI 2010, los resultados relacionados con la susceptibilidad de las cepas obtenidos
con los discos de tetraciclina pueden ser utilizados para predecir la susceptibilidad a la doxiciclina, o a los antibidticos
estructuralmente relacionados; si la cepa es susceptible a tetraciclina, también sera susceptible a doxiciclina.'*"’?

Tabla 2. Susceptibilidad a diferentes antibioticos de las cepas atenuadas de V. cholerae segin el método de difusion
en agar (Kirby-Bauer)

Antibiotico (hal
Cepas Evaluadas ntibidtico (halo en mm)

Ciprofloxacino (>21) Tetraciclina (>19) Azitromicina (21-26)

638, banco maestro 32 S 21 S 24 S
638, lote vacunal 207 31 S 23 S 25 S
638, lote vacunal 209 30 S 22 S 25 S
638, lote vacunal 301 33 S 23 S 26 S
638, lote vacunal 302 32 S 22 S 26 S
81 32 S 26 S 27 S
TLPO1 31 S 22 S 28 S
TLPO5 31 S 21 S 26 S
TLP13 29 S 23 S 22 S
E. coli 25922 32 S 27 S - -
S. aureus 25923 - - - 32 S
S Sensible

Punto de corte: > 21 para Ciprofloxacino; > 19 para Tetraciclina y > 21-26 para Azitromicina.

Tabla 3. Susceptibilidad a diferentes antibioticos de las cepas vacunales de V. cholerae segun el método de
evaluacion de la CMI.

Cepas Evaluadas Concentracion Minima Inhibitoria (ug/mL)

Ciprofloxacino Tetraciclina Arzitromicina
638, Banco maestro I 1 4
638, lote vacunal 207 I 4 8
638, lote vacunal 209 I 2 16
638, lote vacunal 301 I 1 4
638, lote vacunal 302 0,25 1 4
81 0,25 1 8
TLPO1 0,5 1 8
TLPO5 0,5 1 2
TLPI13 0,5 1 4
E. coli 25922 I 0,5

I Indeterminado
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos por los métodos para determinar la susceptibilidad antimicrobiana empleados en el presente
trabajo evidenciaron que las cepas 638, 81 y TLP son susceptibles a los antibidticos ciprofloxacino, tetraciclina y
azitromicina, por lo que su uso resulta efectivo para erradicar la colonizacion intestinal remanente en los voluntarios
seleccionados después de su participacion en los ensayos clinicos con las cepas vacunales de Vibrio cholerae O1.
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