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RESUMEN

Introduccion: El colera es causado por la ingesta de agua o alimentos contaminados con Vibrio cholerae, concretamente por los sero-
grupos O1 y O139. El aumento de brotes graves en diferentes Zonas de Operaciones y la posible utilizacion de esta bacteria como arma
biolodgica, refuerza la necesidad de la prevencion del cédlera para la sanidad militar y para las Fuerzas Armadas. El objetivo fue establecer
un método de deteccion de Vibrio cholerae en muestras de agua de consumo en un periodo inferior a veinticuatro horas, con bajos limites
de deteccion y simplificando la toma de muestra. Material y métodos: Para llevar a cabo este estudio se simularon muestras problema
inoculadas con Vibrio cholerae serotipo O1 y serotipo no-O1. La deteccion de Vibrio cholerae en estas muestras se llevo a cabo mediante
cultivo microbiologico y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Resultados: El enriquecimiento posterior a la filtracién no presentd
buenas recuperaciones. Sin embargo, la técnica disefiada en el laboratorio, con enriquecimiento del agua previo a la filtracion, presentod
recuperaciones satisfactorias, con concentraciones teoricas muy bajas. Esta tltima técnica de cultivo y la PCR fueron capaces de detec-
tar Vibrio cholerae en menos de veinticuatro horas. Asimismo, se consiguié reducir el limite de deteccion de la técnica prolongando el
tiempo de enriquecimiento. Conclusiones: Se ha logrado una mejora significativa en la deteccion de Vibrio cholerae, obteniendo resulta-
dos en un periodo de tiempo no superior a veinticuatro horas y en concentraciones inferiores a la dosis infectiva.

PALABRAS CLAVE: Vibrio cholerae, Agua de consumo humano, Arma biologica, Bioterrorismo, Cultivo, PCR.

Background: Cholera is caused by the ingestion of water or food contaminated with Vibrio cholerae, specifically serogroups O1 and
O139. The increase of severe outbreaks in different Operational Zones and the possible use of this bacteria as a biological weapon
reinforces the need for cholera prevention for military health and for the Armed Forces. The objective was to establish a method to
detect Vibrio cholerae in water for human consumption samples in a period of less than twenty-four hours, with low detection limits
and simplified sampling. Material and methods: To carry out this study, test samples inoculated with Vibrio cholerae serotype O1 and
serotype non-O1 were simulated. The detection of Vibrio cholerae in these samples was carried out by microbiological culture and
polymerase chain reaction (PCR). Results: Post-filtration enrichment did not show good recoveries. However, the technique designed
in the laboratory with water enrichment prior to filtration showed satisfactory recoveries with very low theoretical concentrations.
The latter culture technique and PCR were able to detect Vibrio cholerae in less than twenty-four hours. Likewise, it was possible to
reduce the detection limit of the technique by prolonging the enrichment time. Conclusions: A significant improvement in the detec-
tion of Vibrio cholerae has been achieved by obtaining result in a period of less than twenty-four hours and at concentrations below
the infectious dose.

KEYWORDS: Vibrio cholerae, Water for human consumption, Biological weapon, Bioterrorism, Culture, PCR.
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dida de liquidos corporales puede producir una deshidratacioén
severa, colapso circulatorio y shock, pudiendo matar a una per-
sona en horas'.

Un factor para tener en cuenta a la hora de estudiar el desar-
rollo de brotes de una enfermedad es el periodo de incubacién
de la misma.® En la enfermedad del cOlera este tiempo es corto,
oscilando entre pocas horas y cinco dias.”® Las enfermedades
con periodos de incubacion cortos experimentan picos mas pro-
nunciados de infectados en lapsos de tiempo mas breves.® Es por
ello que la propagacion del colera durante los brotes se agrava en
zonas muy pobladas.

Elmecanismo de trasmision es fecal-oral y se produce cuando
se ingieren altas concentraciones de Vibrio cholerae a través de
alimentos o agua contaminados con heces.

En Espaiia, el colera es una enfermedad de declaracion
obligatoria (EDO) y deben declararse tanto los casos sospecho-
sos como los confirmados.’

A nivel global, el impacto de esta enfermedad es descono-
cido. Existe una subestimacién de los casos debido a que solo
una pequefia fraccion se notifica a la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS).* 10

En octubre de 2017, el Grupo de Trabajo Mundial de la OMS
para el Control del Célera (GTFCC) inicid una lucha activa con-
tra esta amenaza: Global Cholera Epidemiology: opportunities to
Reduce the Burden of Cholera by 2030". Este grupo de trabajo
tiene como objetivo reducir las muertes por coélera en un 90 % en
todo el mundo y eliminarlo en al menos veinte paises para 2030.
Para ello, proponen una serie de intervenciones multisectoriales
especificas.

Para llevar a cabo estas propuestas es fundamental la
creacion de capacidad, investigacion, seguimiento y evaluacion,
promocién y movilizacion de recursos, asi como contar con
datos fiables necesarios para la deteccion rapida y la confir-
macion de los brotes. De esta forma estos pueden contenerse y
pueden realizarse intervenciones bien focalizadas.'

Desde el punto de vista del diagnostico en el laboratorio, la
busqueda de Vibrio cholerae se puede llevar a cabo en el agua,
que es en muchas ocasiones la fuente de contagio. Sin embargo,
a veces es dificil aislar Vibrio cholerae O1 u O139 en estas
muestras.!"'* Algunos estudios se centraron en la blsqueda de
indicadores de contaminacion fecal, como los coliformes, con-
cluyendo que, al encontrarse estos presentes, el agua potable
estaba contaminada fecalmente y, por tanto, también podria
haber Vibrio cholereae sin identificarse especificamente.!>>> En
otro estudio se detecto la presencia de bacteriéfagos especificos
de colera; indicando, por tanto, que el agua fue la responsable
de tal epidemia.?

IMPORTANCIA DE LA PREVENCION DEL COLERA

En cuanto a la prevencion del célera, la vacunacion consti-
tuye un papel fundamental. El mecanismo exacto por el que el
sistema inmunitario genera proteccion frente al cdlera no es del
todo conocido.? Sin embargo, las observaciones de la infeccion
natural por Vibrio cholerae han demostrado una fuerte inmu-
nidad.? Las vacunas para el colera son de administracion por
via oral, ya que las de administracion parenteral ofrecen una
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proteccién limitada y de corta duracion, no siendo eficaces
contra el colera.’ Jaime Ferran desempefio un papel pionero al
desarrollar la primera vacuna viva contra el colera en Espana.?’
No obstante, fue la concebida por el cientifico aleman Wilhelm
Kolle en 1896 la que, finalmente, se adoptd como modelo de
vacuna contra el colera.”® De las vacunas disponibles frente
al colera, en Espafa se comercializan Dukoral y Vaxchora.”
A pesar de la importancia que las vacunas han supuesto en
el control y la prevencion del colera, las fichas técnicas de
Dukoral y Vaxchora indican que no confieren proteccién com-
pleta. Por ello, la prevencion y el control sanitario del agua son
de gran importancia.

Asimismo, se dispone de estrategias para tratar el colera
como la rehidratacion oral y el uso de antibidticos, asi como
nuevas intervenciones en desarrollo como el uso de probidticos
y la terapia con fagos.’!

Durante muchos afios, las tetraciclinas y las fluoroquinolonas
han sido excelentes antimicrobianos frente a las cepas causantes
de colera.’? Sin embargo, estos tratamientos han empezado a fra-
casar debido a la aparicion de cepas resistentes.** Los serogrupos
O1 y O139 muestran resistencia a multiples medicamentos. El
desarrollo de resistencias durante los ultimos afios estd gene-
rando un riesgo para las estrategias de tratamiento.?*

El aumento de resistencias puede producir un crecimiento de
la morbilidad y mortalidad entre los pacientes. Por tanto, es fun-
damental realizar una vigilancia continua y una monitorizacioén
de la resistencia antibiotica del colera para dirigir el tratamiento
adecuado y mejorar asi.™

La adecuada terapia antimicrobiana puede disminuir la
duracién de la enfermedad, la transmision de infecciones y la
contaminacion del medio ambiente.?

REPERCUSION DE LOS CONFLICTOS ARMADOS
EN LA PROPAGACION DEL COLERA

Una situacion que valorar en el impacto del célera es la de
los conflictos armados. Durante estos, se ocasionan y agravan
situaciones debidas a la destruccion de infraestructuras necesa-
rias en el servicio y saneamiento del agua. Esto favorece la apa-
ricién de brotes de enfermedades infecciosas y, particularmente,
de cdlera.’® Ejemplo de ello es el brote masivo de esta enferme-
dad que se produjo en Yemen resultado de su guerra civil y que
afectd a mas de un millon de personas entre 2016 y 2018.7

El conflicto actual en Gaza podria tener consecuencias simi-
lares ya que, segin ha informado la OMS, la situacion sanitaria
ahi es catastrofica, habiendo colapsado los servicios de agua y
saneamiento.*

MISIONES INTERNACIONALES DE LAS FUERZAS
ARMADAS

Las Fuerzas Armadas espafiolas estan presentes en diecisiete
misiones en el exterior con hasta tres mil militares y guardias
civiles desplegados en cuatro continentes.*® En virtud de su inte-
raccioén con colectivos vulnerables en paises endémicos, las tro-
pas se encuentran expuestas a enfermedades para las que no han
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desarrollado inmunizacidén natural. Esta circunstancia sitda a
los militares en la categoria de grupo de riesgo.

La conciencia de esta vulnerabilidad refuerza la necesidad
de adoptar medidas preventivas y protocolos de salud rigurosos
para mitigar los riesgos asociados.

En este contexto, Espana ha asumido, entre otros, el lide-
razgo de la mision Coalicién contra el DAESH/ISIS - OIR y
eNM-I en Irak®. Cabe destacar que, en Irak, desde 1966, el
colera se considera una enfermedad endémica que ha afectado a
diversas regiones. En el aiio 2022 se registré un nuevo brote que
afectd a varias ciudades del pais.*' Seglin un informe de la OMS,
a fecha de 24 de julio ya habia 449 casos confirmados.*

Es esencial reconocer la responsabilidad compartida en la
proteccion de la salud y el bienestar, tanto del Ejército como de
las comunidades con las que se interactua. En este contexto, la
implementacidn de estrategias efectivas de prevencion, monito-
reo y respuesta adecuada a posibles amenazas epidemioldgicas
se erige como una prioridad ineludible para salvaguardar la
integridad de quienes participan en estas interacciones y para
fomentar un entorno de colaboracidn sostenible y saludable.

ARMAS BIOLOGICAS

Las armas de destruccién masiva son capaces de causar
enfermedades infecciosas, incapacitar o provocar muertes en
una elevada cantidad de personas, animales y plantas y ocasio-
nar dafios medioambientales y econdmicos de gran envergadura.
Incluyen armas de tipo quimico, nuclear y biologico.

Se define como arma bioldgica aquella que emplea agen-
tes bioldgicos como herramienta bélica o con fines terroristas,
siendo, consecuentemente, la guerra bioldgica aquella donde
se usan agentes bioldgicos como arma capaz de infligir dano
masivo sobre fuerzas militares y/o civiles.*

Las armas de la guerra bioldgica, ademas del componente
del agente causal, necesitan de un mecanismo de diseminacion.
El agente causal debe poseer una naturaleza patdgena y elevada
infectividad, facilidad de transmision, periodos cortos de incu-
bacion, tasas de morbimortalidad elevadas, inexistencia o baja
efectividad de vacunas y tratamientos poco efectivos o escasez
de estos.

Los agentes de guerra bioldgica ganaron notabilidad con
las dos guerras mundiales del siglo XX. Su capacidad destruc-
tiva condujo a su prohibicion mediante tratados internaciona-
les. En 1925 se establecio el Protocolo de Ginebra, que entr6 en
vigor en 1928 y prohibe el uso de armas bioldgicas, aunque no
su produccion y almacenamiento. Como consecuencia, algunos
estados continuaron desarrollando programas de armamento
bioldgico.®

En 1972 se firmo6 la Convencion sobre la Prohibicion del
Desarrollo, la Produccion y el Almacenamiento de Armas
Bacterioldgicas y Toxinicas y sobre su destruccion (CABT).
Desde su implementacion, el uso de armas bioldgicas en con-
flictos ha disminuido significativamente. Sin embargo, no se ha
observado la misma reduccidn en ataques de grupos terroristas.
Los analistas de inteligencia tienen en cuenta este posible esce-
nario debido al potencial uso criminal o terrorista de este tipo
de agentes**.

Ante este nuevo tipo de amenazas para la salud publica, surge
la necesidad de actualizar el modo de vigilancia y la capacidad de
responder ante ellas. A nivel nacional se han llevado a cabo dife-
rentes estrategias para lograr este objetivo. Ejemplo de esto es la
aprobacién de un anteproyecto de ley por el que se crea la Agencia
Estatal de Salud Publica, cuyo objetivo sera la prevencion, detec-
cion y respuesta rapida frente a amenazas y riesgos para la salud
de la poblacion. Asimismo, en Espafia existe la unidad de Alertas y
Emergencias en el Instituto de Salud Carlos I11 y el Centro Nacional
de Microbiologia perteneciente también a dicho instituto. Existe
también la Red de Laboratorios de Alerta Biologica, RE-LAB
(creada mediante Orden PRE/ 305/2009, de 10 de febrero). El obje-
tivo de esta infraestructura de naturaleza cientifico-técnica consiste
en proporcionar una respuesta rapida ante situaciones de emergen-
cia debidas a incidentes con agentes biologicos.

A su vez, existe normativa y recomendaciones a seguir para
el control, evaluacion y vigilancia de una optima calidad del
agua en los contingentes desplegados en el exterior como la
STANAG 2136 en misiones OTAN y la instruccion técnica de
la Inspeccion General de Sanidad, por la que se regula la toma
de muestras y requisitos de potabilidad del agua de consumo
humano en operaciones.***

Por todo ello y en vista de la importancia que supone para
las Fuerzas Armadas una rapida identificacién de Vibrio cho-
lerae en las fuentes de agua potable, se planted como objetivo
principal de este estudio la busqueda de un método de deteccion
de la bacteria en muestras de agua en un periodo inferior a vein-
ticuatro horas. Como objetivos secundarios se plantearon, por
un lado, lograr que esta metodologia tuviera limites de deteccion
muy reducidos para poder detectar muestras de agua con escasa
concentracion de Vibrio cholerae y, por otro, que la técnica dise-
nada permitiera facilitar la realizacion de la toma de muestra
con la menor cantidad de material posible.

MATERIAL Y METODOS
Material biologico

Se emplearon dos cepas comerciales de Vibrio cholerae adqui-
ridos en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) de la
Universidad de Valencia: serotipo O1 CECT 512 (NCTC 7254)
y serotipo noO1 CECT 655 (TK 17121).

Como control positivo de PCR se empled ADN gendémico de
Vibrio cholerae (CECT 512).

Preparacion de reactivos y medios de cultivo

La solucion Ringer (BR0052 G, OXOID) se prepara segun
las instrucciones del fabricante disolviendo una pastilla en
500 ml de agua destilada. A continuaciodn, se reparte en tubos de
10 ml y se esterilizan mediante autoclave.

La preparacion de placas de Agar Triptona Soja (TSA) se
realiza empleando medio TSA soélido (074-BA1008, Scharlau).
Para ello, en condiciones de esterilidad, se funde TSA y se
reparte en placas Petri de 100 mm de diametro.

El agua de peptona alcalina (CM1028B, OXOID) se prepara
segun instrucciones del fabricante.
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Cultivo de cepas biologicas
Activacion de las cepas y preparacion de stock

Cada liofilo de Vibrio cholerae se resuspende en 300 pl de
medio liquido estéril (solucion Ringer) y la suspension se siem-
bra en superficie en agar TSA con un asa de Digralsky estéril.
Las placas se incuban veinticuatro horas a 36 £ 2 °C y se con-
firma la identidad de las colonias obtenidas utilizando un espec-
trémetro MALDI-TOF (MALDI Biotyper® Sirius, Bruker).

Para la criopreservacion de las cepas, las colonias obtenidas
se reparten en viales tipo Cryoinstant (409113/1, Deltalab) y se
almacenan a -80 °C.

Cultivo de Vibrio cholerae

Para el trabajo de rutina con Vibrio cholerae se descongela un
criovial de la cepa de interés y se deposita una perla sobre placa
de agar TSA, extendiéndola con un asa de siembra estéril por
toda la superficie de la placa. La placa se incuba durante 20 h a
36 £2°C.

Preparacion de las muestras de agua problema

Se preparan muestras de agua inoculadas con Vibrio chole-
rae para simular muestras problema con distinta concentracion
bacteriana. De cada dilucion se siembran distintos voliimenes
(de 100 ul a 500 pl) en placas de agar MacConkey (032227020,
Bioagar), TCBS (032218020, Bioagar) y Columbia (43041,
Biomerieux) para realizar recuentos iniciales. Estos recuentos se
siembran por triplicado para cada volumen y la media constituye
el recuento de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) en placa.

Con este valor de recuento, se calcula la concentracion ted-
rica de UFC de Vibrio cholerae que existe por mililitro en la
solucion Ringer, que es con la que se dopara el agua. De cada
una de estas diluciones seriadas, se inocula 1 ml en 1 1 de agua
o cantidades proporcionales si es necesario mayor volumen de
agua para los ensayos.

Las aguas empleadas fueron de consumo humano de la red
de distribuciéon. En cada ensayo se proceso un blanco sin inocu-
lar para verificar la ausencia de la bacteria.

Con el volumen que se introduce en el agua de la solucion
Ringer con Vibrio cholerae, se calcula la concentracion tedrica
de esta en el agua en UCF en 100 ml.

Deteccion de Vibrio cholerae mediante cultivo microbiologico

Inicialmente, se plantean dos posibles técnicas de cultivo
microbioldgico.

Recuperacion mediante filtracion por membrana
y enriquecimiento del filtro

Se realiza la filtraciéon de distintos volimenes de agua
empleando filtros de membrana de 0,22 um (1226157, GVS) y de
0,45 um (MIHAWG100, Millipore).

Se filtran desde el agua problema distintos volimenes de
agua: 100 ml, 250 ml y 500 ml. Estos filtros se colocan en tubos
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con agua de peptona y se incuban tres horas a 36 = 2 °C. Después
se procede a su sonicacion para desprender las bacterias del filtro
y se realiza una siembra directa de 100 pl, 300 ul y 500 pl en agar
selectivo TCBS y agar Columbia. En las diluciones de 10-* hasta
10 se siembran para los recuentos solo 500 ul. A partir de los
recuentos iniciales se calcula la recuperacion.

Recuperacion mediante enriquecimiento y filtracion por membrana

Con el fin de enriquecer el cultivo de Vibrio cholerae y pro-
mover su multiplicacion, distintos volumenes de agua problema
se mezclan con el mismo volumen de agua de peptona y se incu-
ban tres horas a 36 £ 2 °C. Todo el contenido se filtra a través
de un filtro de membrana de 0,45 pm y el filtro se deposita agar
TCBS. Las placas se incuban 362 °C durante 20 horas. A partir
de los recuentos iniciales se calcula la recuperacion.

Deteccion de Vibrio cholerae mediante PCR
Extraccion de ADN genémico

Previo a la extraccion, se realiza un enriquecimiento de 5 ml
de muestra con 5 ml de agua de peptona en un tubo de 15 ml
y se incuba 3 h a 36 + 2 °C. Tras esto, los tubos se centrifugan
diez minutos a 3800 rpm y el sedimento celular se resuspende en
1 ml de tampodn fosfato salino (PBS) 1x (P4417-100TAB, Sigma
Aldrich).

La extraccion de ADN genomico se realiza empleando el kit
comercial MagNA Pure 96 DNA and Viral NA Large Volume Kit
(06374891001, Roche) en una estacion robotica de alto rendi-
miento (MagNAPure 96, Roche). La cantidad de ADN se cuanti-
fica en un espectrofotometro NanoDrop™ One (ThermoFisher).

Deteccion mediante reaccion en cadena de la polimerasa

Tras una revision bibliografica, se seleccionan dos cebado-
res que amplifican selectivamente una regién de doscientos seis
pares de bases del gen GbpA* de Vibrio cholerae.

Para la realizacion de la PCR a tiempo
real se emplea la sonda marcada con GbpAd Pr
(5-FAM-AACCCAGCAGGTCAAATCATTCCAAA-BBQ)
Los cebadores y las sondas son sintetizados por Tib Molbiol.
La reacciéon de PCR se realiza empleando los reactivos DNA
Process Control Kit (07339542001, Roche) en un termociclador
LightCycler 480 II (Roche).

RESULTADOS

En primer lugar, se realizaron recuentos de las diluciones
decimales en solucion Ringer. Cuando las muestras se dopan
solo con Vibrio cholerae se puede utilizar agar Columbia como
medio para el recuento, ya que la bacteria crece adecuadamente.
Se selecciona este como medio de referencia para recuentos
posteriores.

Los recuentos realizados desde las diluciones seriadas en
agar Columbia, permiten calcular la cantidad teodrica de bacte-
rias con la que se inoculan las muestras.
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Los recuentos desde las soluciones Ringer en la dilucion de
107 fueron detectables en tres de los diez ensayos y en la dilucion
108 en uno de los diez ensayos realizados. En los ensayos de 10?
y 107° no se detectd crecimiento de Vibrio cholerae.

Recuperacion mediante filtracion por membrana
y enriquecimiento del filtro

Se realizaron cinco ensayos para la deteccion de Vibrio cho-
lerae en agua.

Se filtraron alicuotas de 100, 250 y 500 ml (segun la dilucion
empleada) de las aguas problema, con el filtro de 0,22 pm y 0,45 pm.

En la dilucién 107 y empleando el filtro de 0,22 pm, con una
concentracion teorica en el agua superior a 300 UFC/100 ml, no
se detectd crecimiento de Vibrio cholerae en cuatro de los cinco
ensayos. Solo en uno ellos se detectd crecimiento, con 5 UFC
en la placa de TCBS. Empleando el filtro de 0,45 pm se detectd
crecimiento en cuatro ensayos, unicamente en los volumenes de
500 ml (257UFC, 125UFC, 22UFC, 7UFC).

En las aguas dopadas con dilucion 10, no se detect6 creci-
miento en ningun ensayo. Las concentraciones tedricas calculadas
desde los recuentos fueron superiores a 300 UFC/100 ml en tres
ensayos y 210 y 58 UFC en 100 ml en los dos ensayos restantes.

En las diluciones posteriores no se detectd crecimiento.

Recuperacion mediante enriquecimiento y filtracion
por membrana

Se realizaron diez ensayos. Se tomaron cantidades iguales de
muestra problema y de agua de peptona por triplicado. Dos ali-
cuotas se incubaron durante tres horas a 36 + 2 °C. Transcurrido
este tiempo, una de las alicuotas se proceso para enriquecimiento,
filtracion y posterior cultivo y la segunda se emple6 para la detec-
ciéon mediante PCR.

En paralelo se realizo el mismo procedimiento con un periodo
de enriquecimiento de veinticuatro horas en lugar de tres horas,
logrando de esta forma recuperar Vibrio cholerae en las aguas
inoculadas con diluciones hasta 10~.

Segun las concentraciones teoricas de la bacteria en el agua
problema, calculadas a partir de los recuentos, se obtuvo el dato
de la recuperacion cualitativa para tres horas de incubacion.

En los diez ensayos realizados a partir de la dilucion 10, con
volimenes de procesamiento de 5 ml del agua problema y 5 ml
de agua de peptona se detectd crecimiento en todos los ensayos.
En el caso de esta dilucion, no pudieron cuantificarse todos los
recuentos de UFC por ser muy elevado.

En nueve de los diez ensayos se obtuvo recuperacion hasta la
muestra inoculada con la dilucion 10-° empleando volimenes de
muestra y de agua de peptona de 15 ml mas 15 ml. En los ensa-
yos que emplearon esta dilucion, la concentracion tedrica de
Vibrio cholerae en las aguas problema en 100 ml osciléd entre 11
y 298 UFC. La muestra problema que no detectd crecimiento,
correspondia con una concentracién teérica de 11 UFC en 100 ml.

En las aguas procedentes de las diluciones de 10, en tres
de los diez ensayos no se recuperd Vibrio cholerae tras el pro-
cesamiento de las muestras problema. Las concentraciones teo-
ricas del agua problema en estos diez ensayos oscilaron entre
0y 29 UFC/100 ml, puesto que en uno de los recuentos en placa

no se detecto crecimiento y se atribuyé al agua problema una con-
centracion teorica de 0 UFC/100 ml. Las concentraciones teori-
cas de agua problema donde tras el procesamiento no se detectd
Vibrio cholerae, correspondian a valores de 0 UFC/100 ml,
2 UFC/100 ml y 3 UFC/100 ml de Vibrio cholerae en el agua
problema.

En los restantes siete ensayos en los que se emplearon las
diluciones de 10, se detectd Vibrio cholerae en el procesamiento
de las muestras cuando se emplearon volimenes de 50 ml de
agua problema y 50 ml de agua de peptona. Las concentracio-
nes teodricas de las aguas problema fueron de 2 UFC/100 ml,
5 UFC/100 ml, 6 UFC/100 ml, 10 UFC/100 ml, 12 UFC/100 ml,
15 UFC/100 ml y 29 UFC/100 ml. En dos de ellas también se
detect6 crecimiento de con volimenes de 15 ml de agua pro-
blema y 15 ml de agua de peptona.

En tres ensayos en los que se utilizaron las diluciones de
107, los recuentos procedentes de la siembra de 500 uL desde
la solucidon Ringer, fueron de 2 UCF en un caso y de 1 UFC
en dos ensayos. Estos datos corresponderian con una con-
centracion tedrica en el agua problema de 4 UFC y 2 UFC
en un litro respectivamente. Tras el procesamiento de estas
aguas, en ninguno de los diez ensayos se detectd Vibrio cho-
lerae. De los ensayos realizados a partir de las diluciones de
10 del agua problema, ninguno de ellos detectd crecimiento
de Vibrio cholerae. Los volimenes de agua problema mas
agua de peptona procesados en esta dilucion fueron en ml de
50 + 50, 250 + 250 y 500 + 500. El valor obtenido a partir de
los recuentos de 500 uL desde la solucion Ringer, fue en uno
de los ensayos de 1 UFC.

En los ensayos realizados a partir de las diluciones de 10y 101
no se obtuvieron ni recuentos en placa desde la solucién Ringer ni
se detecto Vibrio cholerae tras el procesamiento de la muestra.

Deteccion selectiva de Vibrio cholerae mediante qPCR

Con el objetivo de mejorar los tiempos de respuesta para un
positivo por coélera se explord la técnica de PCR como herra-
mienta complementaria al cultivo microbioldgico.

En primer lugar, se comprobdé que los cebadores seleccionados
en base a la bibliografia para la deteccion de la bacteria funciona-
ban correctamente y eran especificos para los serogrupos O1 y no

Amplificotion Curvca

Figura 1. Curvas de amplificacion mediante PCR de ADN de Vi-
brio cholerae, Vibrio vulnificus, vacuna Vaxchora. Como control
negativo se utilizo agua. En verde se representa tanto el control ne-
gativo como el Vibrio vulnifucus. Las curvas en rojo corresponden a
Vibrio cholerae y a la vacuna

Sanid. mil. 202480 (4) 111



Rodriguez-Aranda, et al.

Ol. Para ello, se realiz6 una PCR empleando ADN genémico de
Vibrio cholerae como control positivo, ADN de Vibrio vulnificus y
ADN extraido de la vacuna comercial Vaxchora.

Como se puede observar en la figura 1, mediante PCR a
tiempo real se pudo detectar tanto Vibrio cholerae, con un Cp de
24, como ADN extraido de la vacuna, con un Cp de 18. No se
observé amplificacion de Vibrio vulnificus.

A continuacion, se realizaron analisis mediante PCR de las
muestras problema inoculadas Vibrio cholerae y enriquecidas
con agua de peptona, tal y como se detalla en el apartado de
materiales y métodos.

Se detectd Vibrio cholerae hasta la dilucion 107, con un Cp
de 36 (figura 2). Los valores de Cp por encima de 40 se conside-
raron negativos.

40,00 3

g 3000 ;
lor 20,00
Cp 1000 E
0,00
10-4 10-5 10-6 10-7 108

Diluciones en agua problema

Figura 2. Andlisis mediante qPCR de la amplificacion de Vi-
brio cholerae. Representacion de los valores de Cp obtenidos en
muestras problema inoculadas con diluciones decrecientes de
Vibrio cholerae desde 107 hasta 107°. Los valores representan la
media de, al menos, cuatro réplicas independientes. Las barras de
error muestran la desviacion estandar

Paralelamente se realizo una PCR empleando las muestras
que habian sido enriquecidas con agua de peptona e incubadas
tanto a tres horas como veinticuatro horas. En la figura 3 se pue-
den observar las curvas de amplificacion. Aproximadamente
en el ciclo 13 amplifican las muestras mas concentradas, que
habian sido incubadas durante veinticuatro horas. El control
positivo amplifica sobre el ciclo 24 y el resto de las muestras
entre 34 y 37 ciclos, en funcién de la concentracién y las horas
de incubacion.

Rmplifisatian Curves

Figura 3. Curvas de amplificacion mediante PCR de distintas
muestras de agua dopada con concentraciones decrecientes de Vi-
brio cholerae. En verde se representa el control negativo (agua) y en
rojo tanto las muestras como el control positivo

Deteccion de Vibrio cholerae en distintas condiciones
de almacenamiento

La PCR presenta la ventaja fundamental sobre el cultivo tra-
dicional de permitir la deteccién de especies en estado VBNC.
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En este sentido, se plantearon una serie de experimentos que
abarcaban diferentes tiempos y condiciones de almacenamiento
de las muestras. El objetivo primordial fue la evaluacién de la
capacidad del laboratorio para detectar Vibrio cholerae en dis-
tintas condiciones de almacenamiento de muestras.

Las muestras de agua se inocularon con concentraciones
bacterianas de 103, 10, 10° y 10 y se almacenaron en nevera
a 4 °C durante dos, cuatro, siete y ocho semanas. Transcurrido
este tiempo se tomo una alicuota de cada agua y se mezclo con
la misma cantidad de agua de peptona y se dejo incubar durante
tres horas a 36 £ 2 °C. Los resultados obtenidos mediante anali-
sis de PCR se representan en la figura 4.
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Figura 4. Andlisis mediante qPCR de la amplificacion de Vi-
brio cholerae en distintas condiciones de almacenamiento. Repre-
sentacion de los valores de Cp obtenidos en muestras problema
inoculadas con diluciones decrecientes de Vibrio cholerae desde
107 hasta 10°°

DISCUSION

El colera sigue siendo endémico en, al menos, 47 paises del
mundo.® Esta dolencia es una de las que causa mayor mortali-
dad por enfermedad gastrointestinal, adquirida tras la ingestion
de agua y alimentos contaminados en muchas areas de Asia,
Africa y Sudamérica.'?

Por otra parte, en 1999 los centros para el control y la pre-
vencion de enfermedades (CDC) categorizaron los agentes bio-
logicos que podrian ser liberados deliberadamente bajo tres
denominaciones: A, By C.* El potencial letal y/o incapacitante
inherente a ciertas enfermedades infecciosas ha sido objeto de
explotacion en el ambito militar, donde se han desarrollado estra-
tegias para utilizar patdégenos o toxinas como armas biologicas.*

El concepto de bioterrorismo se define como la liberacion
intencionada de virus, bacterias, toxinas u otros agentes biologi-
cos con el proposito de inducir enfermedades o causar la muerte
en seres humanos, animales o plantas.”!

La conjuncion de estos factores subraya la necesidad impe-
rante de adoptar medidas eficaces para salvaguardar la seguridad
sanitaria y nacional y subrayar la importancia de la cooperacion
internacional en la prevencion y mitigacion de posibles amena-
zas derivadas del uso indebido de agentes biologicos.*



Premio Fidel Pagés Miravé en su XIII edicidon. Deteccion de cdlera en muestras de agua de consumo...

Vibrio cholerae pertenece a la categoria B, que incluye
agentes moderadamente faciles de difundir, con una morbili-
dad moderada y tasas de mortalidad bajas pero que requieren
mejorar la capacidad central de diagnostico y vigilancia de las
enfermedades.*

Las Fuerzas Armadas espanolas han estado y estan involu-
cradas en numerosas misiones internacionales. Durante 2024 se
participara en diecisiete misiones en el exterior, con una media
de tres mil militares desplegados en cuatro continentes, incluida
la continuidad en el mando de UNIFIL Libano, EUTM Mali,
EUNAVFOR Atalanta y NMI en Irak. En el Libano, bajo man-
dato de la ONU, militares espanoles forman parte de esta mision,
en la que lideran el sector este. Ademas, también se participa en
la mision de la ONU en Colombia. En el marco de la OTAN, en
el despliegue actual dentro del territorio Euro-Atlantico corres-
pondera a Espaiia el liderazgo del battlegroup de la operacion
Efp-Eslovaquia, suponiendo el incremento de hasta mil sete-
cientos militares. A estos despliegues hay que afadir la contri-
bucion a las fuerzas navales permanentes de la OTAN (SNMG
y SNMCMGQG), los dispositivos de policia y vigilancia aérea
(EapRumania) y el apoyo a la defensa antiaérea en los paises
balticos (BAP) y en A/T-Turquia.¥

Espaifia esta presente en todas las misiones militares que la
Union Europea desarrolla en Africa, con despliegues en Mali,
Republica Centroafricana, Somalia y Senegal, asi como en la
operacion Atalanta.’*

Por todo ello, se debe tener en cuenta el posible uso intencio-
nado del cédlera como arma bioldgica para disminuir la capaci-
dad de combate de las fuerzas situadas en zona de operaciones,
asi como en territorio nacional para colapsar el sistema sanitario
y desestabilizar politicamente el pais.

El Instituto de Toxicologia de la Defensa (ITOXDEF),
creado por la Orden Ministerial 28/2011 de 2 de junio de 2011,
es el 6rgano técnico superior en el ambito toxicoldgico dentro de
las Fuerzas Armadas. Como laboratorio de referencia de agua,
asume las competencias y responsabilidades que se indican en la
Instruccion Técnica de Aguas de Consumo y asume la determi-
nacion de los parametros incluidos en el RD 03/2023 por el que
se establecen los criterios sanitarios de la calidad del agua, en los
analisis de aguas de las unidades, centros y organismos (UCO)
de las Fuerzas Armadas.

Si se produjera una contaminacion intencionada del agua
usando Vibrio cholerae como agente causal u otro agente biolo-
gico, no incluido en los pardmetros microbioldgicos que deben
analizarse actualmente segun la legislacion vigente, podria no
ser detectado por los procedimientos rutinarios que marca la
normativa. Para poder detectar Vibrio cholerae tanto en agua
como en muestras clinicas, es necesario realizar una busqueda
dirigida con las técnicas y medios especificos para este fin.

En algunos de los estudios publicados, la deteccion de Vibrio
cholerae en agua se suele realizar mediante cultivo microbiolo-
gico y posterior confirmacion mediante técnicas especializa-
das, como la PCR. La obtencion de un resultado fiable puede
demorarse hasta mas de 48 horas, debido al tiempo necesario
para el procesamiento de la muestra y su posterior cultivo. En
determinados escenarios el tiempo de respuesta del laborato-
rio de microbiologia es crucial para evitar posibles brotes de
colera. 3%

Para el control analitico de las aguas de consumo humano
en las Fuerzas Armadas, las UCO’s envian a los laboratorios
correspondientes muestras desde territorio nacional, asi como
desde el exterior en zona de operaciones. El transporte de estas
muestras desde zonas alejadas conlleva una demora desde unas
horas hasta varios dias, dependiendo de la distancia y la logis-
tica desde el punto de origen, hasta la llegada al laboratorio en
territorio nacional.

La demora en el transporte y su llegada al laboratorio para
cualquier analisis microbiolégico es un problema para la confia-
bilidad de los resultados microbiologicos. Sin embargo, algunos
estudios han descrito que un retraso en condiciones favorables
para Vibrio cholerae puede aumentar la recuperaciéon de la bac-
teria.> Ese inevitable lapso de tiempo empleado en el transporte,
desde zonas incluso a miles de kilometros, se ha intentado apro-
vechar en este estudio para favorecer el crecimiento de Vibrio
cholerae y su recuperacion. De esta forma, el propio tiempo de
transporte forma parte del tiempo de analisis, antes de su recep-
cién en el laboratorio. Este hecho ha sido descrito y evidenciado
por otros estudios.’’

Por todo lo descrito, es necesario disponer de un método de
deteccion para identificar el origen de la contaminacion, ya sea
natural o intencionada. Ademas, si se disefia la técnica de tal
manera que se pueda procesar la muestra y obtener informacion
mediante la realizaciéon de PCR y cultivo, se produce una siner-
gia y una potenciacion en las herramientas necesarias para abor-
dar el problema.

Las técnicas llevadas a cabo en el laboratorio de microbiolo-
gia mediante cultivo fueron dos. Se traté de verificar si alguna de
ellas obtenia resultados satisfactorios de recuperacion, ademas
de complementarse con la PCR. Son estudios preliminares enca-
minados a obtener informacion que ayude a disefiar un método
con el que lograr los objetivos propuestos e identificar la posible
presencia de Vibrio cholerae en agua potable, en un periodo no
superior a veinticuatro horas desde que se recibe la muestra y en
bajas concentraciones.

En los ensayos de cultivo, como medio selectivo y diferencial
para Vibrio cholerae se empled agar TCBS. Su eficacia radica en
la capacidad para inhibir el desarrollo de otras bacterias, permi-
tiendo asi la proliferacion de las especies de Vibrio presentes en
la muestra.

Una de las técnicas de cultivo empleadas pretende recuperar
Vibrio cholerae mediante una filtracion por membrana de distin-
tos volumenes y enriquecimiento posterior del filtro. Mediante
la filtracion se pretende concentrar el mayor nimero de bacte-
rias posible, y, a través del enriquecimiento en agua de peptona,
multiplicarlas para asi poder aumentar la posibilidad de recupe-
racion en la posterior siembra en placa de TCBS. Esta técnica no
obtuvo recuperaciones satisfactorias, puesto que en concentra-
ciones tedricas de mas de 300 UCF/100 ml y filtrando volimenes
de 500 ml donde las concentraciones teéricas de Vibrio cholerae
serian superiores a 1500 UCF, no se detecto en cuatro de cinco
ensayos. El filtro de 0,45 um recuperd mejor que el de 0,22 um,
pero ninguno de los dos obtuvo recuperaciones satisfactorias
segun los objetivos planteados.

La segunda técnica de cultivo disefiada introduce una ven-
taja que puede utilizarse incluso antes de su llegada al labora-
torio. La posible mejora en la recuperacion de Vibrio cholerae
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en las muestras de aguas residio en disefiar un paso previo de
enriquecimiento que se puede realizar durante el transporte de la
muestra de agua o en su recepcidn en el laboratorio y asi obtener
el resultado en menos de veinticuatro horas.

Este enriquecimiento precede a la filtracion del agua para
intentar incrementar los valores de recuperaciéon. Con esta
técnica, en las aguas inoculadas con una dilucion de 10, se
consiguid detectar Vibrio cholerae en siete de los diez ensayos
realizados. En estos siete ensayos donde se recuperd Vibrio cho-
lerae, la concentracion teorica en el agua problema oscild entre
2 UFC/100 ml y 29 UFC/100 ml.

A su vez, no solo usando volimenes mayores de la alicuota
se mejora el limite de deteccion. El tiempo de incubacién es un
factor determinante. En general, se repite un patrén de recupe-
racion de tres diluciones superior, es decir, diluciones en las que
no se detectd crecimiento con pretratamientos de tres horas, si
hubo crecimiento pasadas veinticuatro horas de pretratamiento.
Con este aumento en las horas de incubacion, se incrementa
el tiempo de respuesta en la deteccion de Vibrio cholerae por
encima de las veinticuatro horas, pero al mejorar los limites de
deteccion, puede ser usada complementariamente en casos en
los que se sospeche de bajos niveles de contaminacion.

Este breve tiempo de respuesta por parte del laboratorio en
el analisis de agua es un factor determinante ante un posible
brote de colera. Ademas del reducido tiempo de identificacion
de Vibrio cholerae en las muestras de agua, la técnica que imple-
menta el pretratamiento en tres horas posibilita limites de detec-
ciéon muy inferiores a la dosis infectiva necesaria para producir
enfermedad en humanos.™

La PCR emerge como una alternativa mas fiable, ofreciendo
resultados precisos de manera inmediata sin la necesidad de esperar
los resultados del cultivo. No solo acelera el proceso de deteccion,
sino que también mejora la fiabilidad de los resultados, resaltando
asi la eficacia y eficiencia de esta metodologia avanzada.

Teniendo esto en cuenta, se propuso como método de deteccion
complementario al cultivo microbioldgico la PCR. Tras el pretra-
tamiento y enriquecimiento de las muestras desarrollado anterior-
mente, se extrajo ADN gendémico y se realizo la técnica de la PCR,
empleando cebadores que amplificaban selectivamente especies de
Vibrio cholerae. Ante los datos obtenidos, todo parece indicar que
la técnica disefiada consta de una gran versatilidad, ya que se puede
adaptar con facilidad ante las diferentes circunstancias y objetivos
de analisis, pudiendo asi emplear diferentes tiempos de pretrata-
miento y volimenes de alicuotas. Ademas, al combinar la técnica de
cultivo y PCR se evitan los posibles falsos positivos e interferentes
en aguas muy contaminadas por otros microrganismos.

Vibrio cholerae es capaz de sobrevivir en condiciones ambien-
tales que le son desfavorables, entrando en estado viable pero
no cultivable (VBNC).* Este estado supone un desafio para los
laboratorios de analisis de agua y alimentos, que podrian no ser
capaces de detectarla por métodos convencionales de cultivo.
No obstante, mediante PCR es posible identificar bacterias en
el estado VBNC, lo que supone una ventaja mas a la hora de
su implementacion en el analisis de estas muestras. En vista
de los resultados obtenidos se podria concluir que, mediante
PCR, se detecta hasta una dilucion 10 "'° desde el indculo inicial
preparado, con un limite de detecciéon muy inferior al logrado
mediante la técnica de cultivo.
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Por ultimo, otra de las vias de estudio iniciadas en el labora-
torio de microbiologia, trat6 de identificar la presencia de Vibrio
cholerae en muestras almacenadas durante distintos periodos de
almacenamiento desde su inoculacién. Los resultados indican
que, sometiendo a las muestras a distintos periodos de almace-
namiento, se detecta la presencia de Vibrio cholerae mediante
PCR incluso tras dos meses en refrigeracion. Los Cp obtenidos
se encontraron entre 31 y 35. Cabe sefialar que la técnica de PCR
puede detectar bacterias viables y no viables y que se necesitan
mas ensayos para evaluar esta linea de estudio.

En el ITOXDEF se ha disenado una técnica de cultivo que
tiene en cuenta las dificultades a las que estan sometidas las tro-
pas y UCO,s de las Fuerzas Armadas y aprovecha la dificultad que
supone el tiempo de transporte para multiplicar y mejorar su recu-
peracidn, posibilitando asi la deteccion de Vibrio cholerae en aguas
de consumo humano con bajas concentraciones de este posible
agente de guerra biolégico. En futuros estudios se pretende verificar
con mayor numero de ensayos la validez de la técnica que emplea el
enriquecimiento y posterior filtracion, que es la que reflejo recupe-
raciones satisfactorias, asi como utilizar aguas con mayor contami-
nacion para evaluar los posibles interferentes en el cultivo y PCR.

CONCLUSION

La amenaza de uso de armas bioldgicas por parte de los
Estados en conflictos bélicos, grupos terroristas o grupos aisla-
dos es real y preocupa a las autoridades de los diferentes paises.
Vibrio cholerae toxigénico esta catalogado como agente de bio-
terrorismo de categoria B y podria emplearse con fines terro-
ristas mediante la contaminacion del agua de consumo, con la
finalidad de causar bajas militares y civiles tanto en territorio
nacional como en misiones internacionales.

En el laboratorio, se ha diseiado una metodologia con el
objetivo de detectar e identificar Vibrio cholerae en aguas de con-
sumo en un periodo de tiempo no superior a veinticuatro horas
y en concentraciones incluso inferiores a la dosis infectiva. Todo
ello facilitaria la deteccion temprana y el establecimiento precoz
de medidas adecuadas en territorio nacional o zona de operacio-
nes ante un posible brote de colera.

Lo anteriormente descrito representa una mejora estratégica
en relacion con las metodologias de deteccion de Vibrio cholerae
publicadas. Por un lado, se ha optimizado la deteccion de este
microorganismo y, por otro, ha supuesto una mejora significativa
en los tiempos de obtencion de resultados en el analisis, con la muy
probable mitigacién de la morbimortalidad asociada al colera.

Desde el ITOXDEF muestran su compromiso para continuar
perfeccionando y creando nuevas metodologias para garantizar
un servicio eficaz y satisfactorio a nuestras Fuerzas Armadas en
el desarrollo de sus cometidos.
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