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SÍNTESIS 

Se presenta la distribución temporo-espacial de aislados de Vibrio cholerae 

procedentes de pacientes con enfermedad diarreica aguda (EDA) en Cuba 

(1997-2019), el potencial patogénico y la resistencia a los antimicrobianos, así 

como la relación entre ambos aspectos. La distribución de este microorganismo 

en las últimas dos décadas sugiere un patrón de heterogeneidad espacial, con 

predominio de la detección en la región oriental, a partir de brotes y de casos 

aislados, la variación de la patogenicidad en los serogrupos de V. cholerae O1 y 

no-O1/no-O139 en los últimos ocho años, alerta sobre la presencia y 

diseminación de cepas más virulentas y con un elevado potencial para generar 

brotes epidémicos. Se evidenció un incremento en la detección de aislados 

resistentes y multirresistentes entre 2012-2019, la multirresistencia  se asoció  a  

la  presencia  de enzimas extracelulares en V. cholerae O1, mientras que, la 

capacidad de formación de biopelícula fue protectora. El estudio aporta 

evidencias que constituyen elementos esenciales en la prevención y control de 

las EDA causada por este patógeno en el país. 
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INTRODUCCIÓN 

Las enfermedades diarreicas agudas (EDA) son una de las principales causas de 

morbilidad y mortalidad en el mundo, sobre todo en el grupo de niños menores de 

cinco años (Herrera-Benavente IF y col., 2018). Dentro de sus agentes causales, se 

encuentran diferentes bacterias y entre ellas sobresale Vibrio cholerae, como uno de 

los de mayor importancia médica (Hsueh BY y col., 2019; Parte AC, 2018). 

Desde el punto de vista morfológico, este microorganismo posee una estructura 

curva con la presencia de un flagelo polar (Farmer  J y col., 2015). Basado en el 

antígeno O del lipopolisacárido capsular, V. cholerae se clasifica en más de 200 

serogrupos idénticos desde el punto de vista bioquímico, dentro de los que se 

encuentran el O1 y O139, serogrupos epidémicos que causan el cólera (Shin OS y 

col., 2011), mientras que, los no-O1/no-O139, se consideran no epidémicos y 

causan brotes o casos esporádicos de diarreas, con síntomas y signos clínicos que 

difieren del cólera (Parte AC, 2018).  

La distribución de V. cholerae es mundial y se aísla de fuentes tan diversas como el 

agua, el suelo y los alimentos. El ser humano es un hospedero accidental y 

transitorio, pero es quien lo disemina hacia el ambiente (González LM y col., 2011; 

Chin J y col., 2001). Las infecciones intestinales son las de mayor relevancia clínica, 
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en particular el cólera (Olivares F y col., 2019), sin embargo, puede ocasionar 

infecciones extraintestinales como las infecciones en las heridas quirúrgicas, la 

fascitis, la bacteriemia, la meningitis y la otitis (Hirk S y col., 2016). 

En la región de las Américas, se notifican varios brotes de cólera, (Domman D y col., 

2017), así como casos esporádicos de gastroenteritis o bacteriemia causados por V. 

cholerae no-O1/no-O139 (Montero D y col., 2017; Olivares F y col., 2019; Arteaga M 

y col., 2020). En la década pasada, durante el trascurso del año 2010 se produce 

una rápida expansión de EDA provocada por V. cholerae en la República de Haití 

(Guillaume Y y col., 2019). Se establece así un nuevo escenario para la 

reemergencia y diseminación del cólera a los países de la región del Caribe, tales 

como República Dominicana, Cuba y México, donde se notifican casos positivos. 

(OPS, 2013, OPS, 2016). 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) alerta a los países de la región a 

fortalecer la vigilancia epidemiológica y la preparación nacional en función de la 

detección inmediata de los brotes epidémicos (OMS, 2012). 

El potencial patogénico de un microorganismo está relacionado con los atributos de 

virulencia que poseen y su capacidad de supervivencia en el hospedero y en el 

medio ambiente (Arteaga M et al., 2020). Una característica distintiva de los 

serogrupos de V. cholerae causantes de epidemias, es la presencia de la toxina 

colérica (TC) y la toxina corregulada por pili (TCP), factores de virulencia 

responsables de la diarrea secretora y la colonización intestinal, respectivamente 

(Dutta D y col., 2013). Para los otros serogrupos se postula una patogenia diferente, 

en la que intervienen determinantes de virulencia de naturaleza muy heterogénea 

(Shin OS y col., 2011). 



4 
 

A pesar de los estudios escasos sobre los factores de virulencia en aislados de V. 

cholerae en América Latina y el Caribe (Arteaga M y col., 2020), en la literatura 

consultada describen la presencia de productos extracelulares tales como una 

enterotoxina termoestable NAG-ST, la TCP y la producción de las siguientes 

enzimas: gelatinasa, elastasa, lecitinasa y hemolisinas (Briceño I y col., 2009). 

Diferente a muchos agentes bacterianos causantes de diarreas, V. cholerae 

manifiesta una prolongada supervivencia en los ambientes acuáticos durante los 

períodos entre epidemias y revela un rápido crecimiento dentro de su hospedero 

(Marrero K y col., 2011; Sánchez LM y col., 2016).  

Se evidencia que, como consecuencia del cambio climático, diferentes variables 

influyen sobre este patógeno, en especial la temperatura del agua de las costas, que 

se incrementa desde cuatro hasta siete veces más en las últimas décadas. Esto 

conduce al aumento del número  de bacterias en el medio ambiente y por lo tanto, 

conlleva al incremento delas enfermedades en los humanos causadas por 

microorganismos del género Vibrio (Froelich BA y col., 2020). 

Para realizar su ciclo infeccioso, la bacteria utiliza la formación de biopelícula como 

un mecanismo de supervivencia, que le favorece  evadir los mecanismos de defensa 

del hospedero y facilitar la transmisión oral-fecal (Silva AJ y col., 2016; Sánchez LM 

y col., 2016). Además, la biopelícula puede afectar la susceptibilidad de V. cholerae 

frente a los antimicrobianos administrados al hospedero durante el tratamiento 

(Gupta P y col., 2018). 

De acuerdo a las directrices de la OMS, la rehidratación oral es la terapia de 

elección para las infecciones por V. cholerae, sin tener en cuenta el serotipo. No 

obstante, es común la administración de antimicrobianos para reducir la severidad 
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de los síntomas, la duración de la enfermedad, así como la eliminación de la bacteria 

en las heces. La selección de los antimicrobianos recomendados por los organismos 

internacionales, se realiza en correspondencia con los patrones de susceptibilidad 

locales (NCCL 2003; Ceccarelli D y col., 2016; CLSI  2018). 

Después de la introducción de los agentes antimicrobianos, V. cholerae permanece 

con una relativa sensibilidad antibacteriana hasta finales de 1970. En la actualidad, 

el panorama de la susceptibilidad a los antimicrobianos con el hallazgo de aislados 

de V. cholerae resistentes, es diferente y puede  atribuirse al uso indiscriminado de 

los mismos (Gupta P y col., 2016). 

Investigaciones realizadas en diferentes áreas geográficas evidencian la resistencia 

a los antimicrobianos en porcentajes superiores al 50 % en aislados de V. cholerae 

frente a las fluoroquinolonas y a la tetraciclina (Sarkar A y col., 2019). También se 

constata una resistencia por encima del 95 % frente a las sulfonamidas y al 

trimetoprim/sulfametoxazol (Miwanda B y col., 2015; Eiback D y col., 2016).  

El uso de los betalactámicos en esta enfermedad, contribuye al incremento continuo 

de aislados resistentes de V. cholerae, debido a la diversificación y transferencia de 

genes que codifican para los determinantes de resistencia (Ceccarelli D y col., 

2016).   

La problemática creada por el uso inadecuado de los antimicrobianos asociados a 

los brotes de cólera, adquiere mayor importancia a la luz del incremento de la 

multirresistencia en las diferentes áreas geográficas. (Rashed SM y col., 2017; 

Mohammed Y y col., 2018). 

En Cuba, desde 1980 la vigilancia del V. cholerae se realiza por el Laboratorio 

Nacional de Referencia-EDA del Instituto ¨Pedro Kourí¨ (LNR/EDA) (Bravo L, 2002). 

Producto de esta vigilancia, durante el período comprendido desde 1985 hasta junio 
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de 1997 se evidencia una mayor circulación de los serogrupos no-O1/no-139, con 

predominio de toxina termoestable y la presencia del serogrupo O1 portador de la 

TC. Sin embargo, se desconocía la susceptibilidad antimicrobiana en los aislados 

circulantes en dicho período. 

A partir de todos los antecedentes referidos, surge la necesidad de conocer: ¿Cómo 

se distribuyeron en las regiones geográficas del país los serogrupos y serotipos de 

Vibrio cholerae causantes de diarrea en el período 1997-2019? ¿Qué cambios se 

produjeron en el potencial patogénico relacionado con los factores de virulencia y la 

capacidad de formación de biopelícula  en los aislados estudiados? ¿Cuál fue el 

comportamiento de la resistencia a los antimicrobianos en los aislados de Vibrio 

cholerae y su relación con el potencial patogénico?  

Hipótesis 

Los serogrupos y serotipos de Vibrio cholerae responsables de enfermedad diarreica 

en Cuba muestran heterogeneidad espacial y  cambios en el potencial patogénico y 

en la resistencia a los antimicrobianos, entre 1997 y 2019.    

Para probar esta hipótesis se formularon los siguientes objetivos: 

 

Objetivos 

 Describir la distribución temporo-espacial de los serogrupos y serotipos de V. 

cholerae en el período de estudio.  

 Explorar las variaciones en el potencial patogénico de los aislados de V. 

cholerae investigados, atendiendo a la producción de enzimas extracelulares, 

toxinas y la capacidad para formar biopelícula.  

 Identificar cambios en la resistencia a los antimicrobianos en los aislados de 

V. cholerae y su relación con el potencial patogénico. 
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Novedad científica 

La novedad científica de la presente investigación descansó en que la misma: 

- Describió por primera vez en Cuba, la distribución temporo-espacial y el 

comportamiento  de  la  resistencia frente a  los  antimicrobianos en los aislados 

objeto de estudio.  

- Aportó las primeras evidencias sobre la formación de biopelícula y la presencia 

de enzimas extracelulares en los aislados de V. cholerae con potencial patogénico.  

- Demostró cambios en la resistencia a los antimicrobianos e identificó la 

circulación de aislados con patrones de multirresistencia, que incluyen los fármacos 

utilizados en el tratamiento de las diarreas causada por este patógeno. 

- Evidenció que la multirresistencia en V. cholerae O1 se asoció  a  la  presencia  

de enzimas extracelulares, mientras que, la biopelícula demostró la capacidad de 

proteger a este microorganismo frente a la acción de los antimicrobianos. 

Valor teórico 

El estudio de los aislados a lo largo de 23 años aportó, por primera vez en Cuba, 

elementos novedosos sobre: 

- La distribución temporo-espacial de los serogrupos y serotipos de V. cholerae. 

- La detección de los factores de virulencia enzimáticos y la formación de biopelícula, 

elementos esenciales en el papel patogénico de este microorganismo. 

-Los primeros hallazgos del comportamiento de la resistencia y de la 

multirresistencia en aislados de V. cholerae. 
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Valor práctico 

El estudio propició la vigilancia de la resistencia antimicrobiana en la especie, lo que 

añadió valor al análisis de las políticas de uso de los antimicrobianos en Cuba, frente 

a las infecciones intestinales causadas por V. cholerae. De esta forma, se demostró 

la circulación de aislados patogénicos y multirresistentes en este país.  

Las ocho publicaciones sobre el tema de la tesis en revistas internacionales y 

nacionales,  la participación en eventos científicos (nueve en total), la docencia 

impartida en cursos de postgrado (Residencia en Microbiología y Maestría en 

Bacteriología-Micología), la presentación y aprobación de cinco Resultados 

Relevantes Institucionales (1997,1999, 2007, 2013,2017),  de un Premio Destacado 

de Fórum (2015), así como la realización de siete tesis, permitieron la divulgación de 

los resultados obtenidos en esta investigación.  
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I. MARCO TEÓRICO 

I.1 Historia del cólera 

En el año 1817 estalla una epidemia de cólera que persiste seis años, y causa una 

alta mortalidad en la India, y se considera la primera pandemia. Su desarrollo en 

todo el mundo se relaciona con el crecimiento del capitalismo (Schatzki S, 2015).La 

segunda pandemia, ocurre entre 1826- 1851, comienza en la India, afecta a Asia, 

Europa, África y en 1832, emerge en el continente americano (Sánchez RM y Pérez 

IA, 2014).  

La tercera pandemia, (1852-1859), afectade nuevo a Asia, África y Europa, pero 

incluye a Inglaterra, los Estados Unidos, México, Venezuela, Brasil y las Islas del 

Caribe. La cuarta pandemia, 1863-1879, se extiende por Asia, Europa y América. La 

quinta pandemia (1881-1896) se expande por Europa, Asia, África y América, pero 

permanece confinada en Francia, Italia y España (Sánchez RM y Pérez IA, 2014). 

La sexta pandemia, ocurre entre 1899-1923, pero no alcanza a América y es la isla 

de Madeira es la más afectada. Comienza en el subcontinente indio y se extiende 

por África, Asia Menor y Europa. Mientras que, la séptima pandemia, causada por 

V.cholerae O1 El Tor e iniciada en las Islas Célebes de Indonesia, se presenta en 

Asia, África, Europa y América Latina. Esta última pandemia se disemina con 

rapidez a partir de enero de 1991, año cuando se notifican los primeros casos en el 

distrito de Chancay, Perú (Sánchez RM y Pérez IA, 2014). 
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Durante el 2010, se presentan brotes en Angola, Etiopia, Somalia, Sudán, norte de 

Vietnam y la República de Zimbabue. En octubre del propio año, se diagnostica 

cólera en Haití. Ante esta situación y dado el riesgo de reintroducción del cólera a 

otros países de la región, la OMS recomienda redoblar los esfuerzos de vigilancia, 

actualizar los planes de preparación y respuesta e implementar las medidas de 

prevención y promoción de salud (González LM et al., 2011; Zelada A y col., 2015). 

En Cuba, la primera epidemia se inicia en 1833, se expande por todo el país, con la 

excepción de Pinar del Río. En 1850 reinvade a La Habana, desaparece cinco años 

después para reemerger en 1867. El último fallecido en La Habana, se informa en 

agosto de 1882 (González LM et al., 2011). 

En Cuba, en 2012, el Minsap comunica el desarrollo de brotes de cólera con un total 

de 417 pacientes confirmados y tres fallecidos en la provincia de Granma. La cepa 

causante de este brote comparte el serotipo y biotipo, así como diferentes elementos 

genéticos y un patrón de susceptibilidad frente a los antimicrobianos similar al 

identificado en Haití. En agosto de 2013 se notifican nuevos brotes en las provincias 

de La Habana, Santiago de Cuba y Camagüey (Zelada A y col., 2015).  

En la actualidad, a pesar de los conocimientos sobre la enfermedad, ocurren 

frecuentes epidemias en Afganistán, República Democrática del Congo, Ghana, Haití 

y Nigeria. (WHO, 2015; WHO, 2017). 

I.2 Aspectos microbiológicos 

V. cholerae es una bacteria gramnegativa ubicada por taxonomía en el Dominio 

Bacteria, Filo: Proteobacteria y clase Gammaproteo bacteria basada en la secuencia 

genómica del ARNr 16S. Pertenece al orden Vibrionales, familia Vibrionaceae y 

género Vibrio. En la actualidad están descritas 142 especies (Parte AC y col., 2018).  
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I.2.1 Características generales de V. cholerae 

Es un bacilo gramnegativo, anaerobio facultativo, de forma recta o curva, con un 

diámetro entre 0,5 y 0,8 μm, y un largo de 1,4 a 2,6 μm. No produce esporas y es 

móvil por medio de un único flagelo polar. Su temperatura óptima de crecimiento es 

de 37 ºC y los valores de pH oscilan entre 7,0 y 8,0 (Zelada A y col., 2015).  

El ión sodio (Na+) estimula y favorece su crecimiento. Este requerimiento es 

específico e independiente de una función osmótica, dado que es difícil de 

reemplazar por cantidades equimolares de otros cationes monovalentes. El Na+ actúa 

sobre los sistemas de permeasas existentes en la bacteria, permitiendo la entrada de 

sustratos exógenos (Parte AC y col., 2018). Vibrio se elimina con facilidad mediante 

el calor a la temperatura de 65 °C durante 10 min, la luz solar y la acidez. La 

temperatura óptima de crecimiento de las especies patógenas para el hombre, oscila 

entre 30 y 40°C (González MI y col., 2008).  

Otras especies del género Vibrio, como V. parahaemolyticus, V. alginolyticus y V. 

mimicus se asocian a infecciones intestinales y extraintestinales (Islam MT, 2017).  

I.2.2 Estructura antigénica 

 Antígeno O: este antígeno es de naturaleza lipopolisacarídica. Se identifican más de 

200 serogrupos basado en la presencia de antígenos somáticos termoestables O. 

Solo dos se reconocen como responsables de las epidemias de cólera, el O1 y el 

O139. Los serogrupos no-O1/no-O139, suelen aislarse de fuentes ambientales, y 

pueden producir casos esporádicos de gastroenteritis e infecciones extraintestinales 

(Hossain M y col., 2019).  

El serogrupo O1 se divide en los biotipos El Tor y Clásico y se subdivide en dos 

serotipos principales, Inaba y Ogawa, en función de sus características genotípicas y 

fenotípicas. El serotipo Ogawa difiere del Inaba, por tener un grupo 2-O-metilo en el 
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azúcar terminal no reductor de la porción de polisacárido específico de O del 

lipopolisacárido (LPS); el grupo metilo está ausente en el serotipo Inaba. La 

prevalencia de ambos serotipos fluctúa con el tiempo en áreas endémicas y puede 

cambiar entre Ogawa e Inaba durante un brote de cólera (Hossain M y col., 2019). 

 Antígeno H: el antígeno flagelar lo comparten todos los serogrupos, por lo que no se 

usa para distinguirlos. Es termolábil y su aglutinabilidad e inmunogenicidad se 

inactivan por el calentamiento a 100 °C durante 15 min y 2,5 horas, respectivamente. 

Aunque los serotipos deben darse sobre la base de sus antígenos O y H, los 

serogrupos (O) se consideran serovariedades porque todas las cepas de una especie 

dada comparten el mismo antígeno H y su determinación es de poco valor para la 

serotipificación de las especies del género Vibrio (Pumarola A y col., 1987). 

 Antígeno K: es un polisacárido capsular, termolábil. Solo está presente en V. 

vulnificus y V. cholerae no-O1/no-O139 (Pumarola A y col., 1987). 

I.3 Patogenia 

El cólera se trasmite por la ingestión de agua o los alimentos contaminados  con el 

bacilo V. cholerae. Presenta un período de incubación que oscila desde las dos 

horas hasta los 5 o 7 días (Azman AS y col., 2019). En su transición desde el 

ambiente externo hasta el cuerpo humano, la bacteria se expone a cambios, como la 

temperatura, acidez y osmolaridad. Debe sobrevivir en el intestino a un ambiente 

enriquecido con sustancias inhibitorias del crecimiento como las sales biliares y los 

ácidos orgánicos, así como también resiste a los componentes antimicrobianos del 

sistema inmune innato (Manneh-Roussel J y col., 2018). Una vez en el intestino, 

donde coloniza mediante la expresión de la TCP, se favorece su adherencia a las 

células intestinales y la secreción del factor de colonización secundario TcpF, 

secreta la TC. La subunidad B de la toxina se une al gangliósido GM1, un complejo 



14 
 

glicolípido encontrado en la membrana plasmática de las células epiteliales del 

intestino; la subunidad A atraviesa la membrana plasmática y activa a la 

adenilatociclasa, enzima que el convierte trifosfato de adenosina (ATP) en 

monofosfato de adenosina ciclíco (AMPc). La molécula de AMPc es un nucleótido 

cíclico que media diferentes sistemas reguladores en la célula, incluyendo el balance 

iónico. Un incremento en los niveles de AMPc inducido por la enterotoxina colérica 

provoca la secreción de iones cloruro y bicarbonato desde las células epiteliales 

hacia el lumen intestinal. Este cambio en la concentración iónica conlleva a la 

secreción de grandes cantidades de agua hacia el lumen intestinal (Manneh-Roussel 

J y col., 2018). Muchos productos génicos de V. cholerae son importantes para la 

colonización del intestino delgado, además de la TCP, están involucrados los 

factores de colonización accesorios, las proteínas reguladoras y proteínas de la 

membrana externa (ToxR/ToxS, TcpP, TcpH y ToxT), los factores metabólicos, la 

biotina y el antígeno O del LPS (Manneh-Roussel J y col., 2018). Los pacientes con 

cólera pueden excretar entre 107 a 109 vibrios virulentos por mL en las heces (Silva 

AJ y col., 2016).  

Los serogrupos no epidémicos de V. cholerae tienen potencial para producir diarreas 

a través de mecanismos poco conocidos. Su enteropatogenicidad parece ser de 

naturaleza multifactorial, también pueden presentar genes de virulencia y causar 

enfermedades diarreicas tan graves como el cólera. Producen su efecto por medio de 

factores tóxicos múltiples (enterotoxinas y exotoxinas) (Ulloa MT y col., 2019). 

La hemolisina producida por V. cholerae O139 y por V. cholerae no-O1/no-O139 es 

idéntica a la hemolisina El Tor de V. cholerae O1. Esta se considera un factor de 

virulencia que interviene en la producción de diarreas cuando los aislados carecen de 

toxinas bien definidas, como la TC (Ulloa MT y col., 2019). Esta hemolisina 
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termoestable es la responsable del fenómeno llamado  “de Kanagawa positivo” 

(reacción hemolítica alrededor de las colonias que crecen en agar sangre), aún no 

bien definido. En estudios de laboratorio, a la hemolisina le señalan efectos 

citotóxicos, cardiotóxicos y letales  (Manneh-Roussel J y col., 2018). 

En Cuba la prevalencia de V. choleraeno-O1/no-O139 de origen clínico que porta el 

gen para la toxina termoestable es más alta que la notificada en otras áreas 

geográficas, excepto en las epidemias (Chin J y col., 2001). 

Entre los factores de virulencia se describen productos extracelulares como las 

citolisinas VCC/HlyA y RTX, así como una enterotoxina termoestable NAG-ST, 

semejante a la producida por Shigella dysenteriae tipo 1, relacionada con la 

invasividad. Existe evidencia de una neuraminidasa codificada en los islotes de 

patogenicidad 2 (VPI-2), que separa el ácido siálico de los gangliósidos presentes en 

las células eucariotas, aumentando la sensibilidad de las células hospedadoras a la 

TC. La neuraminidasa se asocia a cepas toxigénicas; sin embargo, también se 

detecta en aislados no toxigénicos. Se describe la presencia de un sistema de 

excreción tipo III, así como de la TCP (Hackbusch S y col., 2019).  

I.3.1 Factores de virulencia 

Toxina colérica: la enterotoxina de V. cholerae está codificada por los genes ctx. El 

gen ctxA codifica la subunidad A de la toxina, y el gen ctxB codifica la subunidad B. 

Los genes se ubican en el operón ctxAB, que forma parte del genoma del 

bacteriófago filamentoso CTX, lisogenizado en la bacteria. El transcrito (ARNm) del 

operón ctxAB tiene dos sitios de unión al ribosoma (RBS), uno en el gen A y otro en 

el gen B. Este último es, al menos, siete veces más fuerte que el sitio de la región A. 

De esta forma el microorganismo es capaz de traducir más proteínas B que A, lo 
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cual se requiere para ensamblar la toxina en la proporción apropiada (1A:5B). Los 

componentes se ensamblan en el periplasma después de la traducción. La 

subunidad A intacta, inactiva desde el punto de vista enzimático, debe fraccionarse 

en los fragmentos A1 y A2, unidos mediante un puente disulfuro (Le Roux F y col, 

2015). 

Toxina co-regulada por pili: las cepas patógenas de V. cholerae producen una 

fimbria tipo IV, denominada pilus co-regulado con toxina, que es esencial en la 

colonización del epitelio intestinal y el receptor para el fago CTX (Manneh-Roussel J 

y col., 2018). 

Endotoxina de V. cholerae: el LPS de V. cholerae es una molécula anfifílica 

compleja, con un peso molecular de 10 kDa conformada por tres componentes, el 

lípido A, el núcleo polisacarídico y el polisacárido O. Constituye una barrera a los 

lisosomas y a muchos agentes antimicrobianos e impide la destrucción de la célula 

bacteriana por los componentes del suero y las células fagocíticas. (Hossain M y 

col., 2019). 

Islas de patogenicidad: las islas patogénicas (PAI) son segmentos de ADN 

bacteriano que portan uno o más genes de virulencia, adquiridos en bloque a partir 

de una fuente externa. La isla de patogenicidad 1 de V. cholerae (VPI-1) posee un 

tamaño de 39,5 kb. Todos los genes en VPI-1 son importantes para producir la 

enfermedad, ya sea que tengan un rol directo en la patogénesis o indirecto en su 

transferencia y movilidad. El elemento de la VPI-1 contiene genes como tcpA que 

codifica un importante factor de colonización y el receptor para CTXØ, y los genes 

toxT, tcpP y tcpH que codifican factores reguladores de la virulencia (Le Roux F y 

col, 2015). 
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La isla de patogenicidad2 de V. cholerae (VPI-2), es una región cromosomal de 57,3 

kb. Todas las cepas toxigénicas de V.cholerae O1 y O139 contienen la VPI-2, 

mientras que los aislados no toxigénicos no incluyen esta región. La VPI-2 codifica 

varios grupos de genes: un sistema de restricción por modificación tipo 1, que 

confiere protección a la bacteria de la infección por virus; un grupo de genes nan–

nag homólogos a los genes involucrados en el metabolismo del ácido siálico, el cual 

actúa en la obtención de la fuente de carbono y nitrógeno; así como una 

neuraminidasa que actúa en los gangliósidos de alto orden en el intestino para 

convertirlos en gangliósidos GM1 (Le Roux F y col, 2015; Hackbusch S y col., 2019).  

Toxinas relacionadas con el inhibidor de sodio: inhiben el transporte de sodio en 

la membrana celular  (Qadri F y col., 2003). 

Enterotoxina accesoria (ACE): provoca un incremento de la diferencia de potencial 

a ambos lados de la membrana de las células epiteliales. Es codificada por el gen 

ace (cBriquaire R y col., 2017). 

Toxina zonula ocludens (ZOT): es una enterotoxina termolábil, actúa en las uniones 

intercelulares y provoca un aumento de la permeabilidad de la membrana intestinal 

(Preeprem S y col., 2014). 

Enterotoxina termoestable (ST): es la enterotoxina más estudiada de V. cholerae 

no-O1, constituida por un péptido de 17 aminoácidos, presenta similitud con la toxina 

termoestable de Escherichia coli enterotoxigénica y Yersinia enterocolítica (Qadri F y 

col., 2003; Chen A y col.,  2004). 

Proteínas de la membrana externa: entre las que se pueden mencionar OmpV de 

25 kDa y OmpW de 22 kDa que facilitan la adherencia a las células epiteliales (Mey 

AR y col., 2012). 
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Cápsula de polisacáridos: evita la fagocitosis (Cárdenas-Perea ME y col., 2014). 

Adhesinas: favorecen la adhesión de los microorganismos a la mucosa intestinal, un 

paso importante en la colonización y el desarrollo del proceso infeccioso (Cárdenas-

Perea ME y col., 2014). 

Hemaglutinina-proteasa: esta proteasa tiene una destacada función lisando el moco 

intestinal, al romper importantes sustancias como la mucina y lactoferrina (Basu P y 

col., 2017). 

Otros factores de virulencia que pueden desempeñar un papel crucial en la 

patogénesis (Cárdenas-Perea ME y col., 2014) se describen a continuación: 

a) Lecitinasa: hidroliza la lecitina, fosfolípido más abundante de la membrana 

celular y constituye la reserva corporal más importante de la colina, se localiza en 

casi todas las células corporales, pero predomina en el tejido nervioso, la bilis, la 

sangre y el músculo, principalmente en el cardiaco (Cárdenas-Perea ME y col., 

2014). 

b) Desoxirribonucleasa (DNasa): despolimeriza el ácido desoxirribonucleico (DNA, 

por sus siglas en inglés), produciendo una mezcla de mono y polinucleótico (Chen A 

y col.,  2004). 

c) Gelatinasa: hidroliza la gelatina, proteína de la membrana basal y del colágeno 

a péptidos y aminoácidos (Cárdenas-Perea ME y col., 2014). 

d) Elastasa: solubiliza la elastina, proteína del tejido conjuntivo responsable de las 

propiedades de la extensibilidad y el retroceso elástico de los tejidos, además 

degrada el colágeno I, II, III, activa el factor XII de la coagulación, se adhiere e 

inactiva lisozimas, se adhiere a la inmunoglobulinas IgG, IgA sérica e IgA secretora, 

inactiva el complemento, inhibe la quimiotaxis de los leucocitos polimorfonucleares, 

file://///pubmed
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inhibe la proliferación de linfocitos humanos, se adhiere a la interleucina y es 

inmunogénica (Chen A y col., 2004). 

e) β-hemolisina: produce la lisis de los eritrocitos (Ruenchit P y col.,   2017). 

f) Proteasas: causan daños, afectando las células de defensa del hospedero, 

suministran nutrientes. Se identifican tres tipos: proteasas de serina termoestable, 

termolábiles y sensibles a EDTA (Shinoda S y Miyoshi SI, 2011). 

Biopelícula: la  biopelícula se define como una comunidad de microorganismos que 

crecen embebidos en una matriz de exopolisacáridos y adheridos a una superficie 

inerte o un tejido vivo. Dentro de la  biopelícula, las bacterias se protegen de la acción 

de los anticuerpos, del ataque de las células fagocíticas y de los tratamientos 

antimicrobianos (Marrero K y col., 2011; Wang Y y col., 2015). 

El desarrollo de la biopelícula representa el crecimiento habitual de las bacterias en la 

naturaleza, ya que potencia su multiplicación, supervivencia, les da acceso a los 

nutrientes y protección ante los depredadores.  De hecho, los microorganismos que 

forman biopelícula causan grandes problemas ambientales, industriales y clínicos 

(Saxena P y col., 2018). 

Aunque la composición de la biopelícula es variable, su componente mayoritario es el 

agua, además de las células bacterianas. La matriz de la misma es un complejo 

formado por exopolisacáridos, en menor cantidad se encuentran otras macromoléculas 

como las proteínas, el ADN y productos diversos procedentes de la lisis bacteriana 

(Marrero K y col., 2011). La composición de este exopolisacárido o glucocálix es 

diferente en cada bacteria y hongo, y varía desde: alginato en Pseudomonas 

aeruginosa, celulosa en Salmonella Typhimurium y rico en galactosa en V. cholerae 

(Castrillon LE y col., 2010).  
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La biopelícula puede ser  muy heterogénea, siendo una comunidad organizada. Los 

factores que la afectan son las condiciones ambientales, el tipo de superficie, los 

factores biológicos y las propiedades físicas (Saxena P y col., 2018). 

Junto al papel beneficioso de la biopelícula bacteriana, existen numerosas evidencias 

epidemiológicas que la relacionan con distintos procesos infecciosos. La característica 

que distingue las infecciones crónicas relacionadas con la biopelícula de las 

infecciones agudas es su respuesta a los tratamientos antimicrobianos. Mientras que 

las infecciones agudas pueden eliminarse tras la administración de un tratamiento 

antimicrobiano breve, las infecciones por bacterias que forman biopelícula no lo 

consiguen por completo y se producen episodios recurrentes. Esto se debe a que las 

bacterias dentro de la biopelícula pueden ser hasta 1000 veces más resistentes a los 

antimicrobianos (Sanchez LM y col., 2016). 

Aquellas infecciones donde está presente la producción de biopelícula tienen una alta 

prevalencia y se consideran un reto importante para la comunidad médica. Algunos 

estudios estiman que entre el 65 al 80% de las infecciones humanas están 

provocadas por bacterias productoras de biopelícula (Peach KC y col., 2013). 

La base de esta resistencia bacteriana  aún se  investiga. Entre las razones 

observadas se incluyen: la barrera de difusión física y química a la penetración de los 

antimicrobianos que constituyen la matriz de los exopolisacáridos, el crecimiento lento 

de las bacterias dentro de la biopelícula, la existencia de microambientes antagonistas 

a la acción del antimicrobiano,  la activación de respuestas de estrés que provocan 

cambios en la fisiología de la bacteria y a la aparición de un fenotipo especifico de 

biopelícula que combata los efectos negativos de las sustancias antimicrobianas 

(Saxena P y col., 2018). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peach%20KC%5Bauth%5D
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Métodos de estudio de la biopelícula: la evolución de los métodos analíticos de los 

estudios de imágenes permiten diseñar diferentes estrategias para el estudio de la 

biopelícula, entre las cuales se encuentran varios modelos específicos como los 

catéteres en disco, la tira de acrílico, microplaca de titulación y biopelícula prefundida, 

entre otros. Estos ensayos se acompañan de estudios de ultraestructura 

microscópica donde se puede ver en tercera dimensión la formación de la biopelícula, 

lo que permite la descripción de los diferentes modelos de organización entre ellos. 

Es reciente el desarrollo de estudios in vivo para la detección temprana de 

infecciones en los tejidos e implantes biomédicos donde está presente la biopelícula 

bacteriana (Saxena P y col., 2018). 

Las placas de microtitulación representan una herramienta importante para el estudio 

de las etapas de formación de la biopelícula. Las publicaciones indican que la 

biopelícula formada en placas de microtitulación desarrolla algunas características de 

la biopelícula madura, como la tolerancia antibiótica y la resistencia al sistema 

inmune (O'Toole GA y col., 2011). 

Variantes de este método están publicadas para el estudio de la formación de la 

biopelícula en varios microorganismos, dentro de ellos: V. cholerae, Escherichia coli, 

Staphyloccocus spp., y micobacterias. En este método la formación de la biopelícula 

se mide utilizando el cristal violeta, aunque otros productos colorimétricos y 

metabólicos se emplean para la cuantificación de la biopelícula en las placas de 

microtitulación. La facilidad, el bajo costo y la flexibilidad de este método, lo hace una 

herramienta de gran utilidad en el estudio de la biopelícula (O'Toole GA y col., 2011). 
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I.4 Respuesta inmunitaria 

Aunque los genomas de las cepas de V. cholerae O139 y El Tor O1 son parecidos, 

incluyendo genes idénticos de la TC, la infección por la cepa O1 proporciona una 

protección escasa contra la cepa O139, y viceversa. Del mismo modo, aunque las 

respuestas inmunitarias dirigidas contra la TC son frecuentes después del cólera, no 

proporcionan una inmunidad protectora de larga duración (Weil AA y col., 2019). Por 

tanto, parece que la inmunidad protectora contra el cólera es en gran parte 

independiente de la toxina y del serogrupo específico, y la especificidad del 

serogrupo está determinada por el antígeno O del LPS (OSP) (Azman AS y col., 

2019). La repuesta vibriocida se usa a menudo como calibrador de la inmunidad 

protectora frente al cólera (Weil AA y col., 2019). Este análisis cuantifica una 

respuesta de anticuerpos bactericida dependiente del complemento en la sangre que 

presumiblemente es un marcador secundario de respuestas mucosas aún poco 

comprendidas. Cada aumento por dos en la respuesta vibriocida se asocia a una 

reducción aproximada del 40% en el riesgo de cólera en Bangladesh (Waldor MK y 

Rya ET, 2016). La respuesta vibriocida depende en gran medida de anticuerpos de 

inmunoglobulina M (IgM) dirigidos contra el LPS y las respuestas anti-LPS se  

relacionan a protección frente al cólera en los contactos familiares de los pacientes 

originalmente afectados en Bangladesh. Del mismo modo, las respuestas de células 

B de memoria anti-LPS se asocian a protección contra el cólera entre estos contactos 

familiares (Karlsson EK y col., 2013). Las respuestas del OSP y del LPS guardan una 

estrecha correlación y las respuestas vibriocidas se absorben alejándose por el OSP, 

lo cual sugiere la importancia del OSP en la mediación de la inmunidad protectora 

frente al cólera (Weil AA y col., 2019). Los niños pequeños desarrollan respuestas 
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inmunitarias después del cólera, comparables a las manifestadas en los niños 

mayores y en adultos (Ritter AS y col., 2019). 

Los estudios de pacientes con cólera agudo severo han demostrado que los niveles 

sanguíneos de mediadores de la respuesta inmune innata, incluyendo leucotrieno B4, 

lactoferrina, mieloperoxidasa y óxido nítrico, están elevados en la fase inicial de la 

infección en ambos niños y adultos. Otros mediadores de la respuesta innata, 

incluidos citocinas como TNF-α e IL-1b, así como proteínas bactericidas, incluida 

lactoferrina, la mieloperoxidasa y las defensinas también están elevadas. Los 

estudios histopatológicos de biopsias duodenales demuestran que, durante la 

convalecencia, los neutrófilos se infiltran en la mucosa, seguido de un aumento de 

mastocitos desgranulados y eosinófilos (Leung DT y col., 2012). 

La IgA secretora (sIgA) es un marcador importante de inmunidad humoral. En la 

superficie intestinal, sIgA es la inmunoglobulina predominante, existiendo como una 

forma dimérica producida en la mucosa que puede neutralizar patógenos. A nivel 

sistémico, los niveles de IgA aumentan progresivamente en la infancia, desde el 1 % 

de niveles de adultos en el recién nacido al 20 % al año, 50 % a los 5 años y 75  % a 

los 16 años (Leung DT y col., 2012). 

I.5 Cuadro clínico 

El cuadro clásico del cólera se caracteriza por el desarrollo brusco de una diarrea 

acuosa intensa, casi siempre indolora y acompañada de vómitos. Las heces son 

líquidas, con presencia de mucus, pero sin sangre, pero tienen un aspecto 

característico denominado como “heces de agua de arroz”. Estas diarreas producen 

una disminución del volumen sanguíneo circulante, acidosis metabólica y el 

agotamiento del potasio, cuyo déficit provoca, calambres musculares y arritmias 
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miocárdicas (Davies HG y col., 2017). El estado de compromiso hemodinámico 

establecido en pocas horas, asociado o no a los calambres abdominales, al 

desequilibrio ácido-básico y a la acidosis pueden llevar al paciente a un colapso 

vascular y, en último término, a la muerte (Somarriba L y col., 2013). No todas las 

personas infectadas desarrollan el cuadro clásico de cólera, las infecciones pueden 

ser asintomáticas hasta en un 75 % de los pacientes (Davies HG y col., 2017).  

La manifestación clínica más frecuente de V. cholerae no-O1/no-O139 es la diarrea, 

bien como casos aislados o como brotes epidémicos y su espectro abarca desde la 

diarrea leve hasta la deposición acuosa y severa, indistinguible de la clásica diarrea 

colérica. Son frecuentes el dolor abdominal, las náuseas y los vómitos. Es variable la 

presencia de fiebre, que en algunos brotes se detecta entre el 43 a 71 % de los 

enfermos, un signo raro en el cólera clásico. De manera ocasional produce diarreas 

con sangre, hecho atribuido a la producción de toxinas disenteriformes o a su 

capacidad invasiva. La recuperación suele ser la norma, incluso sin el empleo de 

antimicrobianos, aunque estos últimos se recomiendan en los casos graves, pues 

disminuye la duración y severidad de la enfermedad (Ulloa MT y col., 2019). 

Puede ocasionar manifestaciones clínicas extraintestinales, como la otitis media,  las 

infecciones del tracto biliar, apendicitis aguda, colecistitis aguda, neumonía, 

meningoencefalitis, septicemia, bacteriemias (asociadas a factores predisponentes 

como la cirrosis hepática y las enfermedades malignas hematológicas) y las celulitis 

inferiores (CDC., 2014). En la infección de la piel y las partes blandas puede haber el 

antecedente de heridas o pequeños traumatismos y contacto con el agua salada o 

dulce (CDC., 2014). En los seres humanos se describe el estado de portador 

asintomático (Davies HG y col., 2017). 
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I.6 Tratamiento 

El tratamiento principal para el cólera es la rehidratación oral o intravenosa con 

soluciones que contienen glucosa, cloruro de sodio, cloruro de potasio y citrato de 

trisodio. Los antimicrobianos se aplican para reducir la duración de la enfermedad, en 

alrededor de un 50 % de los pacientes, y la liberación de V. cholerae en  las heces. 

Además, disminuye la gravedad de los síntomas al reducirse el volumen de las 

diarreas y de esa manera la pérdida de los fluidos requeridos para mantener la 

hidratación del paciente (Bhattacharya D y col., 2015). En la actualidad, se 

recomienda la doxiciclina como el antimicrobiano de primera línea para el tratamiento 

de las infecciones por V. cholerae O1 u O139 en los adultos, mientras que la 

eritromicina o azitromicina se administran a los niños ya las embarazadas. Se 

proponen otros antimicrobianos como la ciprofloxacina o las cefalosporinas de tercera 

generación (ceftazidima o ceftriaxona) para tratar la infección (Ceccarelli D y col., 

2016). 

El Instituto de Normas Clínicas y de Laboratorio (CLSI, por sus siglas en inglés) de 

2018, recomienda algunos antimicrobianos para el tratamiento de las infecciones por 

V. cholerae, los cuales no distinguen entre los serogrupos. Entre los recomendados 

están la ampicilina, que actúa como un inhibidor del crecimiento celular; la 

azitromicina, la doxiciclina y el cloranfenicol que inhiben la síntesis de las proteínas; 

y trimetoprim/sulfametoxazol que inhibe el metabolismo del ácido fólico (WHO, 2015; 

CLSI, 2018). 

I.7 Aspectos epidemiológicos 

Se demuestra que bajo ciertas condiciones de laboratorio, algunos cultivos de V. 

cholerae no-O1 pueden adquirir las propiedades antigénicas del serogrupo O1, lo que 

denominan fenómeno de conversión del serogrupo. Esto tiene importancia desde el 
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punto de vista sanitario, debido a las implicaciones que representa en la transmisión 

del cólera y su epidemiología a partir de los ecosistemas acuáticos (González MI y 

col., 2008). V. cholerae tiene una amplia distribución mundial y su presencia en el 

agua no siempre se asocia con la contaminación fecal. En su estado viable y 

cultivable estos microorganismos pueden sobrevivir en aguas dulces y marinas, así 

como puede, frente a las condiciones adversas convertirse en una forma viable pero 

no cultivable. Estudios ecológicos realizados en diferentes países muestran la 

influencia que ejerce el agua a una temperatura mayor de 20 °C, la salinidad entre 

0,4 a 1,7 %, la concentración de sustancias orgánicas y la asociación con las 

superficies quitinosas de los organismos superiores, en el número de V. cholerae 

presentes en el ambiente (Baker-Austin C y col., 2017). 

La principal fuente de trasmisión es la ingesta de alimentos crudos de origen marino 

(CDC, 2014).   La enfermedad es más frecuente durante el verano, lo que puede 

reflejar el incremento de la presencia del microorganismo en el ambiente marino 

durante estos meses. No obstante, los productos marinos, bien cocinados no deben 

presentar problemas (González MI y col., 2008). 

La trasmisión de persona a persona es poco probable que ocurra. Los brotes 

hospitalarios están proporcionados por comida o agua contaminada, siendo en estos 

casos el ser humano la única fuente de infección (González MI y col.,  2008).Sin 

tratamiento, cerca del 50 % de los pacientes excretan el bacilo hasta por cinco días; 

sin embargo, muchos casos con manifestaciones leves o asintomáticos pueden 

eliminar V. cholerae en las heces por períodos de hasta dos semanas, cuando no se 

les administra terapia antimicrobiana. El portador crónico es raro (CDC, 2014). 
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I.7.1 Prevención y control 

Están disponibles dos tipos de vacunas contra el cólera y todas se administran por 

vía oral: (i) Dukoral y (ii) Shanchol y mORCVAX. Las dos últimas se elaboran a partir 

de la misma cepa vacunal, pero están formuladas por dos fabricantes que utilizan 

diferentes métodos de obtención (OMS, 2010). 

Dukoral se desarrolla en Suecia, se aprueba en 1981 y es una vacuna monovalente 

obtenida a partir de células enteras de V. cholerae O1 inactivadas con formalina y por 

calor (de las cepas clásicas, El Tor, Inaba y Ogawa) y la subunidad B de TC 

recombinada. Las vacunas se suministran en viales de una dosis, (3 mL), junto con el 

amortiguador de bicarbonato (OMS, 2010). 

Las vacunas orales bivalentes Shanchol y mORCVAX son muy similares e incluyen 

los serogrupos O1 y O139. A diferencia de Dukoral, no contienen la subunidad B de 

la TC y, por tanto, no protegen contra Escherichia coli enterotoxigénica (ECET). De 

acuerdo con el fabricante, Shanchol se debe administrar por vía oral en dos dosis 

(OMS, 2010). 

Las vacunas anticoléricas disponibles son seguras, su protección en poblaciones de 

zonas endémicas es superior al 50 % durante dos años. Está demostrado que 

Shanchol y mORCVAX protegen durante mayor plazo a los niños menores de cinco 

años y no requieren dosis de refuerzo cada seis meses. No obstante, en Bangladesh, 

en el seguimiento a los individuos ya vacunados entre 4- 6 meses con Dukoral, se 

observa una protección eficaz a corto plazo contra el cólera. En relación con la 

manipulación, la pauta de administración de las vacunas es de dos dosis (3 dosis con 

Dukoral para los niños de 2- 5 años) y todas requieren de cadena de frío para su 

transportación (OMS, 2010). 
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En Cuba, el Centro Nacional de Investigaciones Científicas, desde 1992 inicia un 

proyecto de colaboración con el Instituto Finlay de Vacunas y el Instituto de Medicina 

Tropical “Pedro Kourí”, para desarrollar un candidato vacunal oral contra el cólera, 

basado en cepas vivas atenuadas, derivadas de V. cholerae serogrupo O1 aisladas 

en la epidemia latinoamericana de 1991. Como resultado del proyecto, se obtuvo un 

conjunto de cepas atenuadas, y tras su evaluación preclínica y clínica, se seleccionó 

la identificada como V. cholerae 638, por ser la más promisoria en sus resultados de 

seguridad, reactogenicidad, inmunogenicidad y protección frente al cólera, 

evidenciado en un reto con una cepa homóloga (Zelada A y col., 2015). La 

evaluación preclínica y clínica de este candidato confirma su seguridad,  

reactogenicidad e inmunogenicidad en Cuba y Mozambique (García H y col., 2011; 

Díaz-Yidi M, 2012), una región donde el cólera es endémico. No obstante, el 

proyecto se detiene en el 2010, dado que se requiere la evaluación de la eficacia del 

CV 638, mediante un ensayo clínico Fase III, en una región endémica, con la 

inclusión de niños y adultos. Estos requerimientos los hacen muy costoso y después 

de realizar negociaciones con varios países africanos, no se logra su ejecución. Se 

realizaron varias negociaciones con países africanos que no resultaron exitosas. 

Tras la introducción del cólera en el 2012, se reinicia el proyecto, con la ejecución 

dos ensayos clínicos: uno en niños y adolescentes (mayores de 5 años hasta 17 

años) y otro en una población en régimen ambulatorio (más de 400 personas), 

confirmándose la seguridad e inmunogenicidad del CV 638, así como la colonización 

de los voluntarios (García H, 2017). El registro de la vacuna no fue posible, por 

necesitar de un ensayo de reto en humanos, encontrarse el país en una situación 

epidemiológica que no justifica la inversión y en consecuencia, se cancela el 
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proyecto en enero de 2020, recomendándose activar las negociaciones para 

transferir la tecnología (Registro público cubano de ensayos clínicos, 2020). 

I.8 Diagnóstico microbiológico 

Muestra: durante la fase aguda de la enfermedad la obtención, el transporte y el 

procesamiento de la muestra son válidos para establecer el diagnóstico a partir de las 

heces diarreicas, esta última debe obtenerse en el período agudo de la enfermedad, 

antes de iniciar el tratamiento con los antimicrobianos. Para obtener buenos 

resultados debe recolectarse 1 g de heces frescas y procesarse dentro de las dos 

primeras horas después de ser emitidas; de no procesarse de manera inmediata  

deben colocarse en un medio de transporte (Cary–Blair), que permite la conservación 

de la muestras hasta cinco días, siempre mantenida en refrigeración. (Koneman E y 

col., 2008). 

I.8.1 Examen directo 

Dentro de los procedimientos que permiten establecer un diagnóstico rápido de 

presunción se utilizan: la coloración de Gram. Mediante la observación en un 

microscopio de fondo oscuro o de contraste de fases, se observa que los 

microorganismos se mueven con rapidez, como bandadas de peces. (Koneman E y 

col., 2008). 

I.8.2 Cultivo 

Se siembra de 0,5-1 mL o 1g de muestra de heces en 10-15 mL de medio de 

enriquecimiento (agua de peptona alcalina). Después de una incubación de 4 a 6 

horas a 37 ºC de temperatura, se inocula en el medio selectivo de agar de tiosulfato-

citrato-sales biliares-sacarosa (TCBS). De forma simultánea, se siembra en los 

medios generales y selectivos (agar sangre, agar MacConkey y agar TCBS). Estos 

medios se incuban a 37 ºC durante 18–24 horas. Posteriormente, se realiza la lectura 
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de las placas inoculadas y se seleccionan las colonias características del género 

Vibrio (Koneman E y col.,2008). 

La concentración de sal requerida para cada especie del género Vibrio es diferente y 

constituye uno de los parámetros utilizados en su identificación (García B y col., 

2014). 

Las colonias representativas del género Vibrio se inoculan en los medios de agar 

hierro y dos azúcares de Kligler (AHK) y agar hierro y lisina (AHL). Estos se incuban a 

37 ºC durante 18–24 horas (Koneman E y col., 2008). 

I.8.2.1 Pruebas bioquímicas preliminares 

A los tubos de AHK y AHL, con las imágenes típicas del género Vibrio se les realizan 

las siguientes pruebas: oxidasa, catalasa y cuerda: positivas, sensible al compuesto 

vibriostático O/129, prueba de tolerancia al NaCl con crecimiento hasta la 

concentración de 6 % NaCl. La descarboxilación de la lisina y la ornitina, la no 

hidrolización de la arginina, la utilización del manitol pero no del inositol y la 

positividad del Voges–Proskauer son pruebas que forman parte del estudio fisiológico 

que confirman el género y la especie (Koneman E y col.,2008). 

I.8.3. Identificación de los serorupos y serotipos 

Una vez identificado el microorganismo dentro de la especie V. cholerae se realiza el 

estudio antigénico con el suero polivalente O1. Los aislados  positivos se enfrentan a 

los sueros monovalentes de los serotipos Ogawa e Inaba (Koneman E y col., 2008). 

Aquellos aislamientos que no aglutinen con el suero polivalente O1 se  enfrentan al 

antisuero monovalente O139, la no aglutinación permite la clasificación como  V. 

cholerae no-O1/no-O139. 
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I.8.4. Prueba de biología molecular para el diagnóstico y la caracterización 

 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR): mediante el método de la PCR se 

confirma el diagnóstico bioquímico y serológico de V. cholerae. Uno de los 

métodos de la PCR utilizados para la confirmación es el que amplifica un 

fragmento específico del genoma de V. cholerae, perteneciente a una región del 

operón rRNA, de las regiones espaciadoras intergénicas (IRS), localizadas entre 

16S y 23S ribosomal del rRNA (Koneman E y col., 2008). 

 PCR múltiple: detecta la presencia de la TC y amplifica un fragmento del gen ctxA 

que codifica para la subunidad A de la toxina. Por otro lado, se amplifica un 

fragmento del gen tcpA que codifica para la proteína efectora (subunidad del pili) 

específico del biotipo El Tor, ya que esta proteína es polimórfica. Si se determina la 

presencia de la toxina, se necesita conocer su expresión (actividad biológica) y 

para ello se hace un método de cultivo en tejido de células suprarrenales Y-1 de 

ratón y de ovario de hámster chino, donde se busca el efecto citopático 

característico producido por esta toxina (Koneman E y col., 2008). 

 Electroforesis de campo pulsado: constituye un método de subtipificación 

molecular cuya finalidad es la obtención de patrones de restricción genómica 

(huellas dactilares) de los agentes causales de los brotes epidémicos. El método 

se reconoce  como el de mayor poder discriminatorio en bacterias, además, 

constituye una importante herramienta para definir la posible fuente y vía de 

transmisión utilizada por el agente bacteriano. Mediante el análisis y la 

comparación de los patrones de restricción genómica obtenidos, se puede 

determinar la variabilidad genética circulante en el país y su relación con los 

aislados en otras regiones del mundo (Sharma Ch y col., 1998). 
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I.9. Susceptibilidad a los antimicrobianos 

La OMS recomienda estudiar la susceptibilidad a los antimicrobianos de V. cholerae. 

Los criterios interpretativos en cuanto al  tamaño de la zona de inhibición alrededor 

del disco de antibiograma de este patógeno se establecen por el CLSI, por lo que 

están disponibles las directrices para la ampicilina, el cloranfenicol, las sulfonamidas, 

la tetraciclina, el trimetoprim/sulfametoxazol y las fluoroquinolonas. Los resultados de 

la susceptibilidad frente a estos antimicrobianos por el método de difusión en agar 

para el estudio de la concentración mínima inhibitoria (CMI), determinada por 

microdilución en caldo. Los resultados obtenidos por el método de difusión con el 

disco de tetraciclina pueden predecir la susceptibilidad a la doxiciclina. La resistencia 

frente a la azitromicina se determina mediante el método etest, empleado para 

predecir la CMI frente a la eritromicina. El método de etest es costoso, por lo que su 

uso se puede limitar a los antimicrobianos cuyos valores de susceptibilidad en disco 

no están establecidos (Mohanraj RS y col., 2020). 

I.9.1 Resistencia a los antimicrobianos 

Tan pronto como se descubren los antimicrobianos y su provechosa aplicación en la 

medicina, comienza a identificarse la resistencia en muchos microorganismos, 

aunque V. cholerae se mantiene sensible por un largo período. Un estudio realizado 

en 1976, en Bangladesh, muestra que, el 3 % de los aislados de V. cholerae son 

resistentes a los antimicrobianos más aplicados. Sin embargo, este escenario cambia 

de forma rápida, pues tres años después, la cifra de resistentes se eleva al 18 %. Se 

informan aislados de V. cholerae resistentes en Argentina, Ecuador, México, 

Guatemala, Brasil, Venezuela y Cuba (Chin J y col., 2001). 

En la literatura científica se explican determinados mecanismos detrás de esta 

problemática, que tiene importancia global y conducen a infecciones que pueden ser 

file:///D:/search
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severas y difíciles de tratar. Las infecciones por microorganismos resistentes pueden 

conllevar a altas tasas de mortalidad, hospitalización prolongada, más probabilidad 

de infecciones secundarias e incremento del costo de los servicios de salud (Marín 

MA y col., 2013). 

En Tailandia, Dalsgaard y col., plantean una heterogénea proporción de aislados 

multirresistentes de V. cholerae no-O1/no-O139 procedentes de muestras clínicas 

obtenidas en niños ingresados en el Hospital Infantil de Bangkok. Los autores del 

trabajo recomiendan que estos serogrupos deben monitorearse para detectar la 

circulación de nuevas cepas con un posible potencial epidémico, y para determinar el 

desarrollo de los mecanismos de resistencia a los antimicrobianos (Dalsgaard A y 

col., 1999). 

I.9.2 Mecanismos de resistencia 

V. cholerae se convierte en resistente a los antimicrobianos mediante el rechazo de 

los mismos a través de bombas de expulsión, mutaciones cromosómicas o 

desarrollando resistencia genética por el intercambio de plásmidos, transposones, 

integrones o un por elemento conjugativo integrador (Ghosh A y col., 2011). 

 Mutaciones cromosómicas: la resistencia a las quinolonas está generalmente 

asociada a mutaciones en los genes gyrA y parC, llamadas regiones determinantes 

de resistencia a las quinolonas (QRDRs)  y a la actividad de bombas de eflujo (Ghosh 

A y col.,  2011). 

 Integrones: son sistemas de adquisición natural de genes que ayudan a la 

bacteria a capturar genes exógenos e incorporarlos a su genoma. Juegan un papel 

en la diseminación de la resistencia porque con frecuencia cargan genes asociados a 

esta junto a elementos genéticos móviles (Feglo PK y Sewurah M, 2018). En aislados 
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de V. cholerae O1 de Brasil y Vietnam, se encuentra un integrón qnr como el 

responsable de la resistencia a la ciprofloxacina (Ghosh A y col., 2011). 

 Elemento conjugativo integrador (ICE): en V. cholerae SXT es un tipo de ICE, 

que carga genes de resistencia para el trimetoprim/sulfametoxazol, la estreptomicina 

y el cloranfenicol (Ghosh Ay col.,  2011). 

 Plásmidos: confieren resistencia a la tetraciclina, la ampicilina, el cloranfenicol, 

la kanamicina, la gentamicina y el trimetoprim/sulfametoxazol (Ghosh A y col., 2011). 

 Sistema de eflujo: la bacteria presenta bombas de eflujo que expulsan a los 

agentes antibacterianos antes de que ellos lleguen a su diana y ejerzan su efecto. En 

V. cholerae se demuestra la responsabilidad de las bombas de eflujo para la 

resistencia a varios antimicrobianos (Ghosh A y col., 2011). 

 β-lactamasas de espectro extendido: en las bacterias gramnegativas el 

mecanismo de resistencia a los betalactámicos más común e importante es la 

producción de betalactamasas, enzimas capaces de hidrolizar el anillo betalactámico, 

inactivando a los antibióticos. Un grupo importante de estas enzimas son las BLEE 

(betalactamasas de espectro extendido), que tienen la capacidad de hidrolizar y 

causar resistencia a las penicilinas, oximino-cefalosporinas y a los monobactámicos, 

pero no a las cefamicinas ni a los carbapenémicos, siendo inhibidas por el ácido 

clavulánico. Los genes que las codifican se encuentran en elementos móviles que 

facilitan su diseminación y con frecuencia presentan co-resistencia a otros 

antibacterianos como los aminoglucósidos, el trimetoprim/sulfametoxazol y las 

quinolonas (Francisca G y col., 2017).  
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II. MATERIALES Y MÉTODOS 

II.1 Tipo de estudio y horizonte temporal 

Se realizó un estudio analítico de corte trasversal que abarcó 23 años, desde julio de 

1997 hasta diciembre de 2019. El horizonte temporal del estudio se subdividió en 

cuatro períodos: P1: 1997-2001, P2: 2002-2006, P3: 2007-2011 y P4: 2012-2019. 

Para la presentación de este trabajo se siguió la metodología propuesta  en la 

Declaración STROBE (Vandenbroucke JP y col., 2009). 

La investigación comenzó en 1997, momento cuando se introdujeron en la vigilancia 

los estudios de susceptibilidad antimicrobiana y los periodos se establecieron por 

quinquenios, excepto en el último que se extendió a ocho años, por conveniencia 

para incluir los resultados más recientes. 

II.2 Universo y muestra 

El universo abarcó 1 483 aislados de V. cholerae pertenecientes a la colección de 

cultivos del  LNR/EDA/IPK, remitidos desde los 15 Centros Provinciales de Higiene, 

Epidemiología y Microbiología (CPHEM) del país y el Centro Municipal de Higiene, 

Epidemiología y Microbiología (CMHEM) de la Isla de la Juventud. 

Desde el punto de vista geográfico, los centros emisores de los aislados se 

agruparon en regiones. En la región Occidental se ubicaron los CPHEM de Pinar del 
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Río, Artemisa, Mayabeque, La Habana, Matanzas, y el CMHEM del municipio 

especial Isla de la Juventud (o las provincias que ocupaban estos territorios según la 

división político administrativa anterior al año 2010). La Región Central abarcó a 

Cienfuegos, Ciego de Ávila, Villa Clara, Sancti Spíritus y Camagüey, y en la Oriental 

se incluyeron Las Tunas, Holguín, Granma, Santiago de Cuba y Guantánamo. 

Se estudiaron 1 060 aislados viables, a todos se les realizó la confirmación de 

género, especie y  el serotipo. Además, se particularizó en describir los relacionados 

con brotes, considerando como brote aquellos donde la unidad emisora de los 

aislados de V. cholerae refirió que pertenecieron a un episodio en el cual hubo dos o 

más enfermos relacionados entre sí; se tuvo en cuenta el momento de inicio de los 

síntomas, el lugar donde ocurrieron o las características de las personas enfermas 

(Peláez O y Mas P, 2020). 

II. 3 Caracterización fenotípica 

II.3.1 Comprobación de la viabilidad 

Los aislados preservados en el medio de conservación para enterobacterias 

“Pasteur” (Mc Faddin JF  y col., 2003), se inocularon en caldo cerebro-corazón 

(BIOLIFE, Italia) y se incubaron en aerobiosis a 37°C, durante 18-24 h. Transcurrida 

la incubación, una asada del cultivo en caldo se sembró por agotamiento en placas 

de agar TCBS, agar MacConkey y agar sangre con un 5 % de sangre de carnero 

(BIOLIFE, Italia), incubándose bajo las mismas condiciones ya descritas. 

Después de transcurrir 24 h de incubación, se seleccionaron al menos tres colonias 

según sus características en los medios correspondientes: i) convexas, de bordes 

regulares y fermentadores de la sacarosa en agar TCBS, ii) translúcidas, convexas y 

de bordes regulares en agar MacConkey y iii) hemolíticas o no, convexas y de 
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bordes regulares en el agar sangre. Todas las colonias se inocularon por punción y 

estría en los medios de diferenciación primaria: AHK (BIOLIFE, Italia), para 

determinar si el microorganismo utilizaba la glucosa y la lactosa oxidativa y 

fermentativamente, producía o no gas y sulfuro de hidrógeno, y en AHL (BIOLIFE, 

Italia), para conocer si decarboxilaba o no la lisina. Ambos se incubaron en 

aerobiosis a 37 °C, de 18 a 24 h (Koneman E y col., 2008). 

Transcurrido ese período se seleccionaron los cultivos que mostraron las siguientes 

características (Koneman E y col., 2008, Carnahan A y Joseph S, 2005): 

AHK: no oxidación ni fermentación de la lactosa, oxidación y fermentación de la 

glucosa, ausencia de gas y ausencia de producción de sulfuro de hidrógeno (fondo 

amarillo/cuña roja). 

AHL: decarboxilación de la L- lisina (fondo y cuña morados). 

En todos los aislados se comprobó la presencia de la enzima citocromoxidasa, 

según el método de Kovacs (OXOID, Estados Unidos). Los que fueron oxidasas 

positivas se sometieron a un estudio fisiológico complementario para  su 

confirmación en género Vibrio y especie V. cholerae.  

II.3.2 Confirmación en género y especie 

El estudio incluyó la utilización de aminoácidos y carbohidratos mediante el método 

de Möller, las pruebas de tolerancia al NaCl y la de Voges-Proskauer (Koneman E y 

col., 2008, Carnahan A y Joseph S, 2005). Los aislados que presentaron las 

siguientes características, se identificaron como V. cholerae: 

 Decarboxilación de la L-lisina. 

 Decarboxilación de la L-ornitina. 



39 
 

 No dihidrolización de la L-arginina. 

 Utilización del manitol. 

 No utilización del inositol. 

 Prueba de la tolerancia a diferentes concentraciones de NaCl hasta el 6 %. 

(Koneman E y col., 2008, Carnahan A y Joseph S, 2005) 

 Prueba de Voges–Proskauer: positiva 

II.3.3 Identificación de los serogrupos y serotipos 

Para la identificación de los serogrupos y serotipos de los aislados confirmados por 

las pruebas fenotípicas como V. cholerae, se utilizaron los sueros para serogrupos: 

monovalente O139 y polivalente O1. Los que fueron  positivos a este último, se 

enfrentaron a los sueros monovalentes para la determinación de los serotipos 

Ogawa e Inaba. El estudio se  realizó por el método de aglutinación en lámina 

portaobjeto (Koneman E y col., 2008). Aquellos que no aglutinaron con los 

antisueros se identificaron como V. cholerae no-O1/no-O139.    

II.4 Identificación de los factores de virulencia 

Para la identificación de las enzimas extracelulares se sembró por agotamiento una 

asada del microorganismo en los medios recomendados, a partir de un cultivo puro 

de 18 - 24 h de incubación en el medio de AHK. 

II.4.1 Determinación de la enzima DNasa 

Se utilizó el medio agar ADN, suplementado con el indicador azul de toluidina al 2 %, 

el cual se incubó 24 h a 37 °C. Se consideraron positivos aquellos aislados que, tras 

la incubación, se observó una zona rosada alrededor de la colonia (Karagozova A y 

Salnikova O, 2000). 
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II.4.2 Determinación de la enzima gelatinasa 

Se sembró en el medio agar gelatina, incubándose 24 h a 37 °C. Se consideraron 

como positivos los aislados que, tras la incubación, se observó un halo transparente 

alrededor de la colonia (Karagozova A y Salnikova O, 2000). 

II.4.3 Determinación de la enzima lecitinasa 

Se realizó la siembra en agar lecitina, y se incubó 48 h a 37 °C. Se consideraron 

como positivos los aislados que, tras la incubación, se observó un halo transparente 

alrededor de la colonia (Karagozova A y Salnikova O, 2000). 

II.4.4 Determinación de la enzima elastasa 

Se realizó la siembra en agar elastina, y se incubó hasta siete días a 37 °C. Se 

consideraron como positivos los aislados que, tras la incubación, se observó un halo 

transparente alrededor de la colonia (Karagozova A y Salnikova O, 2000). 

II.4.5Determinación de la actividad hemolítica  

Se sembró en agar triptona–soya suplementada con sangre de carnero al 5 %. Se 

incubaron las placas durante 24 h a 37 °C. Se consideraron positivos aquellos 

aislados, en los que tras la incubación se observó una zona clara de betahemólisis 

alrededor de la colonia (Robinson J, 1986). 

II.4.6 Detección de la toxina colérica y la toxina corregulada por pili 

Para  la detección de los genes de virulencia de V. cholerae se aplicó la PCR 

múltiple.  

Para la presencia de la TC se amplificó un fragmento del gen ctxA que codifica para 

la subunidad A de la toxina. Por otro lado, se amplificó un fragmento del gen tcpA 
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que codifica para la proteína efectora (subunidad del pili) específico del biotipo El 

Tor. 

II.4.6.1 Extracción de ADN a partir de un aislado 

Para la extracción de ADN de V. cholerae, se utilizó el golpe térmico. Para ello se 

tomaron 3 o 4 colonias a partir de un aislado en una placa de agar triptona soya, y 

se diluyeron en 500 µL de agua de calidad molecular en un microtubo de 1,5 mL. 

Esta suspensión se sometió a 100 ºC durante 10 min. Después de enfriar se 

centrifugó para precipitar los detritos celulares y se trasvasó el sobrenadante a un 

nuevo microtubo para la reacción de la PCR. Los templados así preparados se 

conservaron a -20 ºC (Caffer M y col., 2010). 

Se utilizaron las cepas controles de V. choleraeO1 569 B, biotipo Clásico y V. 

cholerae O1, biotipo El Tor, Perú, a las que se les extrajo el ADN mediante el 

procedimiento descrito anteriormente. Como control negativo se utilizó el agua 

destilada estéril. 

II.4.6.2 Cebadores utilizados y condiciones de la mezcla y amplificación 

Los cebadores empleados en la amplificación se describen en la tabla 1. 

Tabla 1. Cebadores utilizados para la identificación y caracterización de V. cholerae 

 

Cebadores 

 

Secuencia (5`-3`) 

Talla del 

Amplicon 

(pb) 

Secuencia 

blanco/ 

referencia 

TC 94F CGCGCAGATTCTAGACCTCCTG  

564 

ctxA 

(Rivera IN y col., 

2003) 

TC614R CGATGATCTTGGAGCATTCCCAC 

TCP-72F CACGATAAGAAAACCGGTCAAGAG  

451 

tcpA 

(Rivera IN y col., 

2003) 

TCP-477R CGAAAGCACCTTCTTTCACGTTG 

Leyenda: pb: pares de bases 
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La preparación de la mezcla y las condiciones de reacción se aplicaron según los 

protocolos descritos por Talkington D y col., 2011. La mezcla se preparó para un 

volumen final de 25 μL (20 µL de mezcla más 5 µL de ADN de la muestra) 

conteniendo 1,25 unidades de enzima HotStarTaq Plus DNA Polymerase (Qiagen, 

Alemania), 1X de tampón de PCR (2mM de MgCl2), 0,4 µM de cada cebador, 0,2 

mM de cada dNTP  (Qiagen, Alemania) y suficiente agua ultrapura estéril hasta 

alcanzar el volumen final. Se utilizó el siguiente programa de amplificación: 94 ºC 

durante 2 min, seguido de 40 ciclos de 94 ºC durante 45 seg, 60 ºC durante 45 seg y 

72 ºC por 45 seg, y una extensión final a 72 ºC de 10 min (Talkington D y col., 2011).   

II.4.6.3 Electroforesis en gel de agarosa 

El análisis de los fragmentos amplificados se realizó mediante la electroforesis 

submarina en gel de agarosa al 2 % con solución amortiguadora de Tris-borato-

EDTA (TBE) teñida con bromuro de etidio (0,5 mg/L) en una cámara electroforética 

(Sigma LX300+II). Los resultados se visualizaron con un sistema de documentación 

de geles UVIsave D-55/20M (UVItec, Inglaterra) para el posterior análisis 

digitalizado. 

II.5 Determinación de la biopelícula en los aislados de V. cholerae 

A partir de un cultivo puro en AHK se realizó la siembra del aislado en agar triptona 

soya, se incubó a 18 0C durante 24 h. A continuación, a partir del cultivo obtenido se 

tomó una asada con 3 o 4 colonias y se inoculó en 10 mL de caldo triptona soya, 

incubándose en iguales  condiciones. Luego  se transfirieron 3 mL del caldo por cada 

cepa problema a  dos pocillos de una placa de 24 pocillos, incubándose a 28 °C 

durante 72 h.  
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A continuación, se retiró el medio con una pipeta y se lavaron las placas de forma 

manual con agua destilada, se fijó con glutaraldehído al 2,5 % durante 3 min. Se lavó 

con agua destilada y se añadió la solución de cristal violeta al 0,4 % de manera tal que 

cubriera todo el fondo del pocillo y se esperó 10 min. Luego, se desechó el exceso de 

colorante y se procedió a la lectura de las placas.  

La  aparición de color azul indicó la formación de la biopelícula. Se clasificaron en 

cuatro categorías desde una cruz (25  %) hasta cuatro cruces (100  %) de acuerdo al 

área de teñido del pocillo.  Además, se estableció una correlación entre el sistema 

de cruces y la clasificación de formación de biopelícula en débil, moderado, fuerte y 

muy fuerte (figura 1) (O'Toole GA y col., 2011).  

Tabla 2. Criterio de clasificación de la biopelícula, según la concordancia con el valor visual 

(sistema de cruces) 

 

 

II.6 Determinación de la susceptibilidad a los antimicrobianos 

Se determinó la susceptibilidad de cada uno de los aislados, frente a cinco 

antimicrobianos (ampicilina, tetraciclina, trimetoprim/sulfametoxazol, cloranfenicol y 

ciprofloxacina). En los aislados obtenidos durante el período transcurrido entre 2012-

2019 se investigaron además, la susceptibilidad frente a otros cuatro antimicrobianos 
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(gentamicina, kanamicina, doxiciclina y  azitromicina). Se utilizó el método de 

difusión en agar Kirby–Bauer para la ampicilina, la tetraciclina, el 

trimetoprim/sulfametoxazol, el cloranfenicol, la ciprofloxacina, la gentamicina y la 

kanamicina. Para la doxiciclina y la azitromicina se utilizó el método de dilución en 

agar, determinando la CMI de cada antimicrobiano mediante el sistema comercial 

prueba de Épsilon (etest, por sus siglas en inglés), recomendado por el CLSI (CLSI, 

2018). 

Criterio de multirresistencia: se consideraron como multirresistentes aquellos 

aislados de V. cholerae que mostraron resistencia a tres o más familias de 

antimicrobianos diferentes (CLSI, 2018). 

II.6.1 Método de difusión en agar o Kirby-Bauer (Bauer A y col., 1966) 

Preparación del inóculo: a partir de un cultivo puro de V. cholerae, mediante un asa 

o de una aguja se tocaron entre 4 a 5 colonias aisladas y con la misma morfología. 

Se inocularon en 5 mL de caldo Mueller–Hinton 2. Se incubaron a 35 °C (de 2 a 5 h) 

hasta la obtención de una opacidad visible. Esta opacidad se correspondió con la 

fase exponencial del crecimiento bacteriano y se comparó con la suspensión 

estándar (densidad 0,5 de la escala de MacFarland).  

Siembra: se introdujo un aplicador en el tubo inoculado. Para evitar el exceso de 

inoculo se presionó el aplicador contra las paredes del tubo. A continuación se 

extendió el inóculo sobre todo el agar, girando la placa 60 grados para asegurar una 

siembra uniforme. Se dejó secar la placa, sin pasar de 15 min y se aplicaron los 

discos.  

Colocación de los discos: estos se colocaron sobre el agar ayudados por una pinza, 

con la precaución de que los discos quedaran bien adheridos y dispuestos de tal 

manera que, las zonas de inhibición no se entrecruzaran (6 discos por placas). 
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Después de una predifusión de 15 min a la temperatura ambiente, se colocaron 

durante una hora en refrigeración.  

Incubación: durante 18 - 24 h a 37 °C.  

Lectura: se midió el diámetro de la zona de inhibición del crecimiento con un pie de 

rey. 

Para comprobar la calidad de los discos de los antimicrobianos, se emplearon las 

siguientes cepas controles: 

Escherichia coli ATCC® 25922 

Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853 

Staphylococcus aureus ATCC® 25923 

 

II.6.2 Método de concentración mínima inhibitoria (etest) 

Se siguió la metodología para la preparación del inóculo y la siembra de las placas, 

según lo descrito en el acápite II.6.1. 

Se colocaron dos tiras de etest por placas y se incubaron a 37 °C durante 18 a 24 h. 

Interpretación: para la interpretación de los valores de los halos de inhibición en el 

método de difusión en disco, se utilizaron los valores recomendados para cada 

antimicrobiano establecidos por el CLSI de 2010, en el documento M45_A2, 2010 

para V. cholerae (CLSI, 2010). La medida de los diámetros de la zona de inhibición 

permitió definir la categoría de cepa resistente. De acuerdo con los resultados 

obtenidos por el método de CIM, cada aislamiento se interpretó como  resistente, 

según los puntos de corte establecidos por el CLSI, 2018 (tabla 3). 
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Tabla 3. Antimicrobianos empleados en las pruebas de susceptibilidad 

 

Familia de 

antimicrobianos 
Antimicrobianos 

Concentración 

Disco 

Diámetro de la zona 

de inhibición (mm) 

 Resistente 

Betalactámicos Ampicilina  10 µg ≤ 13 

Tetraciclinas Tetraciclina  30 µg ≤ 11 

Sulfonamidas Trimetoprim/Sulfametoxazol  1,25/ 23,75µg ≤ 10 

Fenicoles Cloranfenicol  30  µg ≤ 12 

Fluoroquinolonas Ciprofloxacina  5 µg ≤ 15 

Aminoglucósidos 
Gentamicina  10 µg ≤ 12 

Kanamicina  30  µg ≤ 13 

Familia de antimicrobianos Antimicrobianos 

Criterios de interpretación 

MIC (µg/mL) 

Resistente 

Tetraciclinas  Doxiciclina  ≥ 16 

Macrólidos Azitromicina  ≥ 2 

Fuente: CLSI, 2018; M45_A2, 2010 

II.7 Variables estudiadas 

Tabla 4. Variables utilizadas en la investigación 

Variables Tipo Escala Descripción  Indicador 

Viabilidad Cualitativa 

nominal  

dicotómica 

Sí 

No  

Según resultado Acápite II.3.1 

Tiempo Cualitativa 

continua 

1997-2001 

2002-2006 

2007-2011 

2012-2019 

Períodos de 

tiempo 

Frecuencia de 

aislamientos 

según 

períodos de 

tiempo 

Área geográfica Cualitativa 

nominal 

politómica 

Occidental 

Central 

Oriental 

Según regiones 

de Cuba 

Frecuencia de 

aislamientos 

según 

regiones 

geográficas 

Factores de virulencia 

(presencia de elastasa, 

gelatinasa, DNasa, 

lecitinasa, hemolisina, 

biopelícula) 

 

Cualitativa 

nominal  

dicotómica 

Sí 

No  

Según resultado 

de la prueba 

Acápite II.3.2 

Clasificación de 

formación de biopelícula, 

según intensidad de color 

Cualitativa 

nominal 

politómica 

Débil, 

Moderado, 

Fuerte, Muy 

Según resultado 

de la prueba 

Acápite II.3.2 
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fuerte. 

Presencia de TC y TcpA 

 

Cualitativa  

nominal  

dicotómica  

 

Positiva, 

Negativa  

 

Según  

aparición o no  

de fragmento  

de 564-bp para la 

TC y 451 bp para 

TcpA 

Presencia del 

gen de la TC y 

TcpA 

Categoría de resistente Cualitativa  

nominal  

dicotómica  

Resistente 

Sensible 

Según resultado 

de la prueba 

Acápite II.3.3 

 

II. 8 Análisis estadístico 

Los datos se archivaron y procesaron en una base de datos con el uso del programa 

Excel de Microsoft Office. Se utilizaron medidas estadísticas descriptivas como la 

frecuencia y el porcentaje para el análisis y la presentación de los resultados. Para el 

análisis de las variables cualitativas se emplearon las pruebas de comparación de 

proporciones y chi-cuadrado (Χ2) en muestras independientes.  

Para evaluar la asociación de los factores de virulencia enzimáticos, la formación de 

la biopelícula y el serotipo con la presencia de la multirresistencia, se realizó un 

análisis bivariado. Se empleó la prueba de chi cuadrado para comparar los grupos 

multirresistentes (MR) y no MR o la prueba exacta de Fisher, si alguna de las celdas 

(en las tablas tetracóricas construidas) tenía algún valor esperado menor de 5. Se 

calcularon los valores de odds ratio (OR) con sus intervalos de confianza al 95 % (IC 

95 %) para la evaluación de riesgo. Posteriormente, se realizó una regresión 

logística binaria para minimizar los sesgos y ver la influencia de conjunto de todas 

las variables estudiadas en los aislados MR. 

II.9 Consideraciones éticas 

Se cumplieron las medidas de bioseguridad establecidas para el trabajo y la 

manipulación de los microorganismos y las muestras, según los niveles de riesgo 
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establecidos por la Comisión Nacional de Seguridad Biológica, en correspondencia 

con las siguientes resoluciones: 

- Resolución No. 8 de 2000 “Reglamento general de seguridad biológica para las 

instalaciones en las que se manipulan agentes biológicos y sus productos, 

organismos y fragmentos de estos con información genética”, que estableció el 

Ministerio de Ciencia, Tecnología y Medio Ambiente (Citma), el 17 de enero de 2000 

(Gaceta Oficial de la República de Cuba, 2000). 

- Resolución Nº 103 de 2002 “Reglamento para el establecimiento de los requisitos y 

procedimientos de seguridad biológica en las instalaciones en las que se hace uso 

de agentes biológicos y sus productos, organismos y fragmentos de estos con 

información genética” que estableció el Citma, el 9 de octubre de 2002 (Gaceta 

Oficial de la República de Cuba, 2002). 

- Resolución No. 38 con la “Lista oficial de los agentes biológicos que afectan al 

hombre, los animales y las plantas”, también del Citma del 24 de marzo de 2006 

(Gaceta Oficial de la República de Cuba, 2006).  

De igual forma, para el trabajo en el laboratorio se tuvieron en cuenta las prácticas y 

procedimientos establecidos y se utilizaron los equipos de seguridad que 

corresponden al nivel de seguridad biológica II, ya que V. cholerae está incluido 

entre los agentes biológicos que afectan al hombre en este grupo de riesgo, puesto 

que representa un riesgo individual moderado y comunitario limitado (Resolución Nº 

38, 2006). 

Los experimentos se realizaron cumpliendo los principios de las Buenas Prácticas de 

Laboratorio. La ejecución de los mismos no significó un riesgo para el personal 

involucrado en el laboratorio ni para la comunidad. El LNR/EDA/IPK es un 

laboratorio convencional que satisface los requisitos mínimos indispensables para el 
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trabajo con gérmenes patógenos, diseñado para el trabajo con agentes de los 

grupos de riesgo de un nivel de bioseguridad I y II. Cuenta además, con los equipos 

y materiales correspondientes para el trabajo con V. cholerae. 

En el estudio fue innecesario utilizar el consentimiento informado de los pacientes ya 

que se trabajó con aislados bacterianos enviados por los laboratorios de 

microbiología de la Red Nacional de Salud, pero se tuvieron en cuenta los principios 

de la bioética de beneficencia y justicia, y se cumplió el Código Internacional de la 

Ética Médica. 

Los resultados de este estudio se procesaron por el personal del laboratorio 

autorizado e informado a las autoridades pertinentes. La investigación formó parte 

del Proyecto Asociado al Programa titulado "Estudios de caracterización fenotípica y 

de mecanismos de resistencia antimicrobiana en enteropatógenos oxidasa positivos" 

(código 1701032), y aprobado en el IPK por la Comisión Científica Especializada del 

Centro de Investigaciones, Diagnóstico y Referencia, y por el Comité de Ética de las 

Investigaciones (CEI-IPK 20-16).  

II.10 Limitaciones de la investigación 

La autora de la tesis reconoce la existencia de determinadas limitaciones en los 

estudios realizados: 

•  Se estudió un limitado  número de factores de virulencia. 

•  No se incluyeron estudios genéticos de los mecanismos de virulencia y 

resistencia a los antimicrobianos. 

• Limitada la investigación causal por ser un estudio de corte transversal. 
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III. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

III. 1 Distribución temporo-espacial de V. cholerae en Cuba  

Los 1 060 aislados del estudio correspondieron a bacilos gramnegativos anaerobios 

facultativos, oxidasa positiva, con reacción positiva a las pruebas de lisina y ornitina 

decarboxilasa y negativa para la arginina dihidrolasa. Todos  crecieron en caldo 

triptona soya con una concentración del 6 % de NaCl, utilizaron la sacarosa y el 

manitol y no así el inositol, por lo que se confirmaron como V. cholerae. 

La distribución por regiones de los aislados investigados demostró que el mayor 

porcentaje se correspondió al período 2012-2019, con diferencias significativas. Se 

evidenció además, que en todos los períodos la  región oriental aportó el mayor 

número de aislados de V. cholerae (tabla 5).  
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Tabla 5. Distribución por regiones geográficas de los aislados de Vibrio cholerae confirmados. 

Cuba (1997-2019) 

Periodos 

Aislados según regiones geográficas; n (%) 
Total 

n (%) 
Occidental Central Oriental 

1997-2001 20 (8,9) 105 (46,7) 100 (44,4) 225 (21,2) 

2002-2006 14 (7,1) 80 (40,6) 103 (52,3) 197 (18,6) 

2007-2011 8 (13,8) 14 (24,1) 36 (62,1) 58 (5,5) 

2012-2019 187 (32,2) 157 (27,1) 236 (40,7) 580 (54,7)* 

Total  229 (21,6) 356 (33,6) 475 (44,8) 1 060 

Leyenda: *p<0,05 

Las especies de Vibrio muestran una amplia distribución en ambientes acuáticos de 

todo el mundo (Baker-Austin C y col. 2010). Se sugiere que el incremento en la 

temperatura de los océanos como consecuencia del cambio climático, puede ser 

responsable de los brotes de infección por Vibrio en países como Israel, Dinamarca, 

España, Chile y los Estados Unidos (Di DYW y col., 2017). 

En Latinoamérica, de acuerdo con los datos publicados por el Comité de Carga 

Mundial de Enfermedades Diarreicas (GBDDC, por sus siglas en inglés), las EDA 

persisten como un problema de salud pública (GBDDC, 2017). Gracias a los 

programas de control de las EDA auspiciados por la OMS y la OPS como oficina 

regional, la incidencia de esta entidad mantiene una relativa estabilidad en las tres 

últimas décadas, y varios países disminuyen la mortalidad por diarreas durante este 

mismo periodo (Herrera-Benavente IF y col., 2018). 

En la presente investigación se evidenció la circulación de aislados de V. cholerae 

procedentes de pacientes con EDA en las tres regiones del país. 
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Desde la década de los ´80 hasta 1998 en Cuba, evidencian la circulación de V. 

cholerae no-O1/no-O139 en pacientes con EDA (Bravo L, 2002). Entre los años 

1986 a 1997, demuestran la presencia de V. cholerae O1 en muestras de heces 

obtenidas de enfermos, en portadores, y en muestras ambientales, y con el 

predominio del serotipo Ogawa. Estos estudios evidencian una mayor circulación de 

V. cholerae en la región oriental y sus autores sugieren la posible existencia de un 

nicho ecológico que favorece la persistencia de las diarreas causadas por este 

agente (Bravo L, 2002).  

Posterior a 1997, no se aísla V. cholerae O1 en el país hasta junio de 2012, cuando 

el Minsap de Cuba notifica un evento epidemiológico de esta entidad en la provincia 

de Granma (Minsap, 2016). 

Según estudios internacionales, el agente causal del cólera no puede eliminarse del  

medio ambiente, por considerarse una  especie nativa  del  mismo y asociarse a 

habitantes marinos como las algas y los crustáceos. Además, los cambios en los 

patrones climáticos favorecen el crecimiento de V. cholerae en los ecosistemas 

acuáticos, y por lo tanto contribuyen a la ocurrencia de brotes y epidemias  

(Chowdhury FR y col., 2017; Froelich BA y col., 2020). 

En Cuba, el comportamiento de las EDA se asocia a los meses de verano, donde se 

observa un aumento del número de brotes y casos de diarreas influenciado por las 

altas temperaturas y las lluvias propias de esta estación (Battle MC y col., 2014; 

Sarab K y col., 2016). Sin embargo, no hay investigaciones en el país que 

evidencien el efecto de la variabilidad climática sobre el comportamiento espacio-

temporal en V. cholerae, por lo que se sugiere incluir esta temática en futuros 

estudios. 
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De la totalidad de los aislados de V. cholerae estudiados, 677 (63,9 %) procedían de 

brotes. La figura 1 muestra la proporción en cada período, según las regiones 

geográficas. Para el período de 1997 a 2001 la región occidental aportó el menor 

porcentaje (5 %) de aislados relacionado con brotes. Sin embargo, entre los años 

2012 y 2019, el mayor número de aislados causantes de eventos epidemiológicos 

(95 %) se identificó en esa misma región. Ambos valores fueron significativos 

cuando se compararon con los identificados en las regiones central y oriental 

(p<0,05).  

 

 

Figura 1. Proporción de los aislados de Vibrio cholerae procedentes de brotes de enfermedad 

diarreica en Cuba (1997-2019), según regiones geográficas. (n= 677)  

Leyenda: (*p<0,05) 

 

 

Los serogrupos epidémicos V. cholerae O1 y V. cholerae O139 producen la 

enfermedad del cólera, causante de estragos durante siglos en los países en vías de 

desarrollo debido a su poca infraestructura, saneamiento e insuficiente acceso a 

agua potable (Hsueh BY y Waters CM, 2019; OMS, 2019) mientras que los 

serogrupos no-O1/no-O139, se aíslan con frecuencia del medio ambiente y se 
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asocian a casos esporádicos de gastroenteritis e infecciones extraintestinales (Ulloa 

MT y col., 2019). 

Desde el año 2012 hasta 2016 ocurren diferentes brotes en este país, asociados a la  

circulación  de V. cholerae O1, serotipos Ogawa e Inaba (Zelada A y col., 2015; 

Minsap, 2016).  

En el presente estudio entre los años 2012-2019, se observó un aumento de los 

aislados procedentes de brotes ocurridos en la región occidental de Cuba. Este 

comportamiento pudo relacionarse con la circulación conjunta de los serotipos 

epidémicos, los cuales provocan brotes de una mayor dimensión (OMS, 2019). 

Investigaciones realizadas en Cuba, durante el año 2012 por Romero-Placeres para 

conocer si las deficiencias en la calidad del agua potable y el saneamiento influyen 

en la carga de EDA en Cuba, evidencia la existencia de un mayor número de 

municipios del occidente con un alto riesgo en la ocurrencia de brotes diarreicos 

debido a ambos aspectos (Romero-Placeres M, 2015). Además, en el occidente del 

país está incluida La Habana, provincia con la mayor población e intercambio 

comercial, turístico y personal, con el interior y exterior del país. Los brotes de cólera 

en La Habana durante los años 2012 y 2013, se asocian a centros de venta de 

alimentos, donde se comprueba la presencia de portadores asintomáticos en los 

manipuladores de alimentos (OPS, 2013). También se conoce que el 96,8 % de las 

viviendas en la capital reciben el agua por acueducto, el servicio de suministro del 

agua es discontinuo y en algunos lugares con bajas presiones, lo que unido al 

estado actual de las redes de distribución condicionan el riesgo de contaminación 

del agua, que favorece la propagación  de esta enfermedad (Battle MC y col., 2014).  



56 

 

En Cuba, según el censo realizado por la Oficina Nacional de Estadísticas e 

Información (ONEI) en el 2012,  a pesar de una alta cobertura de servicios de agua y 

saneamiento, aún existen deficiencias por el deterioro de la infraestructura sanitaria 

debido a la antigüedad de las redes, con una posibilidad de contaminación 

microbiológica muy alta (ONEI, 2012; Romero-Placeres M, 2015). 

Del total de aislados estudiados, 560 (52,8 %) no aglutinaron con el antisuero 

polivalente O1, ni con el antisuero O139,  por  lo que se identificaron como V. 

cholerae no-O1/no-O139. En los restantes, el 47,2 % se identificó como V. cholerae 

O1, 482 (96,4 %) fueron del serotipo Ogawa y 18 (3,6 %) del serotipo Inaba. Por otra 

parte, ninguno de los aislados se identificó como V. cholerae O139. 

El serogrupo O1 contiene tres serotipos, aunque los más comunes Ogawa e Inaba, 

son capaces de producir brotes de cólera. La diferencia entre uno u otro radica en la 

metilación del LPS, que ocurre por la presencia de la enzima metiltransferasa la cual 

actúa como catalizador y es codificada por el gen webT. Cuando el aislado posee el 

LPS metilado pertenece al serotipo Ogawa y cuando no, al serotipo Inaba (Liang W y 

col., 2013).  

En las áreas endémicas el cambio de un serotipo a otro no es un proceso aleatorio, 

sino que depende de varios factores (Karlsson SL y col., 2016). Estudios genéticos 

sugieren que los elementos móviles presentes en el genoma de V. cholerae, tales 

como los relacionados con la virulencia (CTXØ), con la resistencia a los antibióticos 

(SXT ICE) y a los fagos, y su consiguiente expansión clonal, pueden contribuir al 

predominio de un serotipo particular durante un período de tiempo determinado. 

Además, la presión generada por el sistema inmune puede desempeñar un papel 

importante en el cambio de estos, ya que la inmunidad del hospedero inducida por 
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un serotipo específico estará presente si el serotipo circula mucho tiempo en la 

población. Algunos autores plantean desconocer el impacto que ejercen los factores 

ambientales sobre la viabilidad de estos dos serotipos (Baddam R y col., 2020). 

Estudios realizados en muestras de heces obtenidas de pacientes con diarreas entre 

los años 2006- 2016 en centros centinelas de Nepal, demuestran la circulación de V. 

cholerae O1, con predominio del serotipo Ogawa (Rijal N y col., 2019).  

Investigaciones realizadas en Ghana durante los años 2015-2016, en muestras de 

heces obtenidas de pacientes con EDA y del ambiente, evidencian la presencia de 

V. cholerae O1, serotipo Ogawa, y su coexistencia con los serogrupos no-O1/O139 

(Abana D y col, 2019). Los resultados de la presente investigación relacionados con 

la circulación de los serogrupos y serotipos coincidieron con los trabajos antes 

citados. 

La  figura  2 muestra la distribución temporal de los serogrupos de V. cholerae en el 

período 1997- 2019. Durante toda esta etapa se mantuvo la circulación de V. 

cholerae no-O1/no-O139. El serogrupo O1 comenzó a circular en el año 2012, y 

presentó un alza en los años 2013 y 2014, y  desde el año 2017 no se identificó este 

serogrupo.  
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Figura 2.  Distribución  en  el  tiempo  de  los  serogrupos  de  Vibrio  cholerae  O1  y  

Vibrio cholerae no-O1/no-O139 responsables de enfermedad diarreica en Cuba (1997-2019).  

(n= 1 060)  

 

 

En enero de 1991, ocurre un brote epidémico de cólera en las costas de Perú 

causado por el serogrupo O1 que se extiende con rapidez a casi todos los países de 

América Latina. Varios años después, en octubre de 2010 este agente se introduce 

en Haití, y desde sus inicios hasta el año 2018 notifican casos sospechosos de esta 

enfermedad. Los autores plantean las pobres condiciones de saneamiento y acceso 

al agua potable de esa población contribuye a la persistencia de los brotes de cólera 

(Guillaume Y y col., 2019).  

En Cuba, investigaciones realizadas en 2002, evidencian la circulación de los 

serorupos epidémicos y no epidémicos como agentes causales de diarreas durante 

de 13 años (Bravo L, 2002).   

En  la presente investigación científica  se  evidenció que, durante el período 

epidémico comprendido entre los años 2012-2016 se constató la circulación de V. 
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cholerae O1 y V. cholerae no-O1/no-O139, resultado que coincidió con la literatura 

consultada.  

La figura 3 muestra la distribución porcentual de los serogrupos según regiones 

geográficas. Nótese que en el occidente se identificó el menor porcentaje de 

aislados de V. cholerae no-O1/no-O139 en todos los períodos, excepto durante el 

2012-2019.  En relación a V. cholerae O1 se identificó en menor porcentaje en la 

región central. 

 

Figura 3. Distribución porcentual de los serogrupos Vibrio cholerae O1 y Vibrio cholerae no-

O1/no-O139 responsables de enfermedad diarreica en Cuba (1997-2019), según regiones 

geográficas. (n= 1 060) 

 

En Cuba, según los estudios realizados en la década de los 90, se demostró la 

circulación de los serogrupos epidémicos y no epidémicos en las tres regiones del 

país (Bravo L, 2002).  

Como está descrito en la literatura internacional, durante los brotes de cólera 

circulan junto con V. cholerae O1, los serogrupos no epidémicos. Así lo notifican en 
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Tailandia, Iraq y Japón (Wang H y col., 2020). Los autores exponen que la 

coincidencia de los serogrupos toxigénicos y no toxigénicos representan una 

emergencia de salud para el mundo debido a la  transferencia horizontal de genes 

que aportan virulencia y resistencia antimicrobiana entre los serogrupos de la misma 

especie, lo cual favorece la aparición de cepas más virulentas (Froelich BA y col., 

2020). 

III.2. Factores de virulencia y formación de biopelícula en los aislados estudiados 

III. 2.1 Factores  de virulencia  enzimáticos y  presencia  de toxinas  en V. cholerae 

En todos los aislados estudiados se demostró la presencia de dos o más  factores 

de virulencia. En la tabla 6 se muestra la frecuencia de aislados que expresaron 

enzimas extracelulares como atributos de virulencia, según los períodos de tiempo 

investigados. Las  enzimas identificadas fueron DNasa, lecitinasa, gelatinasa, 

elastasa y hemolisina. En todos los períodos,  se observó el mayor porcentaje de 

aislados positivos para las enzimas gelatinasa y lecitinasa. En el último período se 

evidenció en los serogrupos no-O1/no-O139 un incremento en la variación 

porcentual para todos los factores de virulencia enzimáticos. 
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Tabla 6. Variación porcentual de positividad para la presencia de las enzimas extracelulares en 

los aislados de Vibrio cholerae. Cuba. 1997-2019. 

Factores 
de 
Virulencia 

V. cholerae no-O1/no-139 V. cholerae O1 

P1  
 

N=22
5 

n (%) 

P2  
 

N=197 
n (%) 

Δ 

P1;P2 

P3 
 

N=58 
n (%) 

Δ 

P2;P3 

P4  
 

N=80 
n (%) 

Δ 

P3;P4 

P4 
 

N=500 
n (%) 

DNasa 
138 

(61,3) 

118 

(59,8) 
-14,6 % 

34 

(58,6) 
-71,1 % 

61 

(76,2) 
79,4 % 390 (78,0) 

Lecitinasa 
175 

(77,7) 

153 

(77,6) 
-12,6 % 

45 

(77,5) 
-70,6 % 

76 

(95,0) 
69,1 % 475 (95,0) 

Gelatinasa 
203 

(90,2) 

178 

(90,3) 
-12,3 % 

52 

(89,6) 
-70,8 % 

75 

(93,7) 
44,2 % 480 (96,0) 

Elastasa 
110 

(48,9) 

96 

(48,7) 
-12,8 % 

28 

(48,2) 
-70,9 % 

37 

(46,2) 
32,2 % 240 (48,0) 

Hemolisina 
139 

(61,7) 

120 

(60,9) 
-13,6 % 

35 

(60,3) 
-70,8 % 

64 

(80,0) 
83,0 % 410 (82,0) 

 

Los aislados de V. cholerae no-O1/no-O139, a pesar de no poseer los genes que 

codifican para la toxina colérica, son capaces de causar enfermedad en el humano 

mediante la colonización del intestino delgado y la producción de enzimas 

extracelulares tales como las hemolisinas, lecitinas, elastasa, DNasa y gelatinasa, 

entre otras, todas involucradas en su patogenicidad (Valariková J y col., 2019). 

Pionero en esta área, el grupo de Mekalanos, describe por primera vez en el año 

2002 una cepa de origen clínico de V. cholerae no-O1/no-O139 que portaba en su 

genoma un segmento homólogo de la isla de patogenicidad VPaI-7 de V. 

parahaemolyticus. Este segmento génico codifica para un sistema de secreción tipo 

III (T3SS) funcional, descrito como un importante factor de virulencia (Shin OS y col., 

2011; Alam A y col., 2015). Se describen en este segmento una serie de genes 

denominados “Vibrio cholerae secretion” (vcs), que codifican para varios 

componentes estructurales del sistema de secreción tipo III (T3SS), que en su 

conjunto otorgan un mayor grado de virulencia (Shin OS y col., 2011). Además, el 
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gen denominado vopF, localizado también en la misma isla, juega un papel 

importante en el fenómeno de la colonización intestinal por parte de V. cholerae no-

O1/ no-O139 (Shin OS y col., 2011).  

En la presente investigación el estudio de las enzimas extracelulares evidenció que 

los factores de virulencia gelatinasa y lecitinasa estuvieron presentes en la mayor 

cantidad de aislados, seguidos de las hemolisinas, DNasa y elastasa.  

En Cuba, varios estudios evidencian la presencia de enzimas extracelulares en los 

aislados de V. cholerae no-O1/no-O139. Pérez. C y col.  en 2013 demuestra que la 

mayoría de los aislados no toxigénicos de esta especie producen la enzima 

gelatinasa (Pérez C y col., 2013).  

De igual forma, Cabrera y col. en el año 2006, en un estudio realizado a 65 aislados 

procedentes de muestras de heces obtenidas de pacientes con EDA, informan al 

menos dos factores de virulencia presentes en todos los aislados, donde el 100 % 

de los mismos son positivos a las enzimas hemolisina y gelatinasa; seguido de 

DNasa (73,8 %), lecitinasa (80 %) y elastasa (86,1 %) (Cabrera LE, 2008). Por otro 

lado, Bueno en 2011  obtiene de igual manera, un mayor porcentaje para las 

enzimas gelatinasa y hemolisina en aislados de V. cholerae no-O1/no-O139 

obtenidos de pacientes con diarreas en el país (Bueno Y, 2011).  

La presencia de enzimas extracelulares en los aislados estudiados entre 1997- 

2019, obtenidos en la presente investigación, coincidieron con los mencionados en 

los artículos anteriores. 

Saleh y col., encuentran en Iraq durante el período 2007-2009, que el 100 % de los 

aislados de V. cholerae no-O1 obtenidos de pacientes con EDA producían lecitinasa 

(Saleh TH y col., 2011). Por otra parte, Bidinost y col., en Argentina, publican que, en 
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un total de 15 aislados de V. cholerae no-O1/no-O139, el 100 % producen 

hemolisinas (Bidinost C y col., 2004).  

Los resultados de la presente investigación se correspondieron con los ya expuestos 

en diferentes áreas geográficas. 

Al revisar la bibliografía científica internacional, se describe que en el género Vibrio, 

están presentes enzimas extracelulares y citotoxinas, implicadas en la aparición de 

hemorragia, edema y la alteración de los sistemas de defensa en el organismo 

(Cárdenas-Perea ME y col., 2014). 

El resultado en esta investigación referente a la presencia de los factores de 

virulencia enzimáticos en los aislados puede vincularse con la posibilidad que tienen 

estos microorganismos de producir varias proteínas extracelulares e intracelulares 

para invadir el sistema inmunológico del hospedero y lograr su colonización, ya que 

V. cholerae tiene varias “herramientas” en su arsenal que le permiten colonizar e 

infectar al hospedero. Además de la TC, numerosas son las proteínas extracelulares 

e intracelulares responsables de la virulencia/patogenicidad/citotoxicidad de los 

aislados de V. cholerae (Lackova D y Sojka M, 2018).  

Está demostrado que la circulación de aislados de V. cholerae no-O1/O139  

causantes de brotes de gastroenteritis y casos esporádicos de diarreas,  representan 

un problema para la salud pública (Arteaga M y col., 2020), lo cual justifica la 

permanente vigilancia de este patógeno en Cuba. 

El porcentaje de las enzimas extracelulares detectadas en el presente estudio 

coincidieron con los obtenidos por Francisca y col.,  durante 2017 en Brasil, quienes 

demuestran que el 100 % de los aislados de V. cholerae O1 estudiados, presentan 

codificación genética para las enzimas gelatinasa, elastasa y la  betahemolisina 

(Francisca G y col., 2017).  
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Las frecuencias de las enzimas extracelulares identificadas en esta investigación 

mostraron un porcentaje inferior al descrito por Motaweq y col en 2017, en Najaf 

(India), quienes al estudiar  27 aislados procedentes de muestras clínicas obtienen 

un 100 % de positividad a la betahemolisina (Motaweq Z, 2017).  

En los aislados de V. cholerae O1 correspondientes al período 2012-2016, se 

evidenció que el 100 % presentó codificación genética para la TC y la Tcp.  

V. cholerae O1 y O139 son los serotipos reconocidos como epidémicos por tener la 

capacidad de expresar factores de virulencia extracelulares,  la TC y el Tcp, entre 

otros, que son los responsables del cuadro clínico de la enfermedad del cólera. El 

gen que codifica para la TC se encuentra en un fago que puede transferirse de 

manera vertical, mientras que el Tcp es un pilus tipo IV, cuyos genes se encuentran 

en la isla de patogenicidad de V. cholerae  y dentro de sus funciones está la de 

colonizar el intestino y es el receptor del fago que contiene la TC (Abana D y col., 

2019). 

La presencia de TC en los aislados del presente estudio, es de gran valor 

(microbiológico, clínico, epidemiológico), por coincidir con los resultados descritos 

por  Bravo en Cuba, que demuestra por primera vez en este país la presencia de la 

TC en V. cholerae O1 procedentes de muestras ambientales y humanos, sin existir 

notificación de la enfermedad del cólera (Bravo L., 2002). 

Estos resultados, son similares a los publicados en Ghana, Irán y Haití, donde 

evidencian la presencia de TC en aislados de V. cholerae O1 procedentes de 

pacientes con diarreas y de muestras ambientales  (Naha A y col., 2012; Abana D, y 

col, 2019). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Naha%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22357499
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 De manera general, en la especie se reconocen a la TC y Tcp como los principales 

factores de virulencia (Zeb S y col., 2019; Froelich BA y Daines DA, 2020). 

Estudios recientes constatan la circulación de  aislados de V. cholerae que albergan 

el gen de tcpA de ambos biotipos El Tor y Clásico (Das A, y col., 2016). Se conoce 

que el biotipo El Tor tiene una mejor adaptabilidad en el medio ambiente y mayor 

capacidad y efectividad de colonización que el biotipo Clásico. Sin embargo, el 

biotipo Clásico puede causar mayor acumulación de líquido en el desarrollo de la 

enfermedad. Los aislados que poseen ambos genes, se conocen también como 

"híbrido de El Tor" y son más virulentos  (Eiback D y col., 2014; Ramamurthy T y 

col., 2019). Además, la adquisición del bacteriófago que codifica el gen ctx puede 

asociarse con la derivación de aislados toxigénicos de V. cholerae de progenitores 

no toxigénicos. De ahí que, cuanto mayor sea la presencia del gen ctx en ambos 

biotipos circulantes, es probable la aparición de brotes de cólera donde los pacientes 

presenten un cuadro clínico grave (Abana D y col., 2019). 

Estudios realizados en Bangladesh durante 2018, en aislados de V. cholerae  O1 

procedentes de muestras clínicas y ambientales  circulantes entre los años 2015- 

2016 en ese país. Los autores de este estudio evidencian la presencia de ambos 

factores de virulencia (TC y Tcp) (Rahman Z y col., 2018). 

El hecho de que en Cuba se demostró la presencia de V. cholerae O1, con 

codificación genética para la TC y la Tcp entre los años 2012 al 2016, pudo 

relacionarse con varios factores. En primer lugar, hay que considerar las condiciones  

epidemiológicas de la región ya mencionadas. Dentro de dichas condiciones, fue 

determinante la circulación del serogrupo en varios países, con gran peso en Haití, 

por la cercanía geográfica y el elevado intercambio humano y comercial de ese país 
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con Cuba. En segundo lugar, las condiciones ambientales difieren de un año a otro, 

debido al cambio climático experimentado en el mundo. Cuando se revisó la 

literatura científica internacional, varios artículos refieren que el calentamiento global 

provoca un aumento de la temperatura oceánica (Halpern BS y col., 2019; IPCC, 

2019). Se reconoce a su vez, que este aumento puede relacionarse con el 

incremento de las infecciones causadas por Vibrio spp., ya que el hombre interactúa 

cada vez más con el océano para satisfacer fines comerciales y de recreo (Logar-

Herderson, C y col., 2019; Froelich BA y Daines DA, 2020).  

III.2.2 Formación de biopelícula en la especie V. cholerae 

En relación con la formación de biopelícula, en las cuatro etapas estudiadas el 

porcentaje de positividad  superó el 54 % (figura 4), aunque el mayor número de 

aislados con esta capacidad correspondió al período del 2012- 2019, con un 

incremento en la variación porcentual de 18,1 %. En dicho período, este factor de 

virulencia se identificó en el 67,5 % de los serogrupos no epidémicos, mientras que, 

en el serogrupo O1, la formación de biopelícula se identificó en el 54,6 %.  

  

Figura 4. Proporción de aislados de  Vibrio cholerae con capacidad de formación de 

biopelícula. Cuba. 1997-2019 (n=1 060) 
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Un factor clave para la supervivencia ambiental y transmisión de V. cholerae es su 

capacidad para formar biopelícula. La formación de esta estructura está bien 

estudiada, tanto en los ambientes naturales como en las condiciones de laboratorio 

(Jung JC y col., 2019). Diferentes investigaciones sugieren que el desarrollo de la  

biopelícula por V. cholerae puede ser importante durante el desarrollo de la infección 

en los humanos (Fong JC y col., 2010; Almagro-Moreno A y col., 2015). 

Se reconoce que V. cholerae asociado a la biopelícula exhibe una hipervirulencia y 

aptitud superior de supervivencia contra las condiciones adversas durante su ciclo 

infeccioso. Las investigaciones resaltan la importancia de estudiar las relaciones 

entre el mecanismo de regulación del desarrollo de la biopelícula y su adaptación 

ambiental en el nicho del hospedero y el hábitat acuático (Wang Q y col., 2017). 

Está documentado que una vez formada la biopelícula, los microorganismos resisten 

a la acción de las defensas inmunes del hospedero y a la acción de los antibióticos, 

haciendo recurrente la infección (Kaur S y col., 2018).  

La capacidad de V. cholerae de causar epidemias, está unida a su habilidad para 

sobrevivir por largos períodos de tiempo en los ambientes acuáticos. Se propone 

que la biopelícula es crucial para su supervivencia en estos ambientes, en los 

períodos entre las epidemias, así como para la transmisión de hospedero a 

hospedero durante ellas (Hsieh ML y col., 2018). 

Estudios realizados en Alemania, Austria y Eslovaquia ponen de manifiesto que la 

presencia de biopelícula es más común en los serogrupos no epidémicos (Fong JC y 

col. 2010; Schirmeister F y col., 2014; Valáriková J y col., 2019).  

Los resultados obtenidos en la presente investigación se correspondieron con los 

antes mencionados.  
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De igual forma, coincidieron con los resultados descritos por Rahman M y col., en 

Haití quienes obtienen un 46,5 % de los aislados positivos a la formación de 

biopelícula (Rahman M y col., 2014).  

Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo no se correspondieron con los 

encontrados en una investigación realizada en la India,  donde al estudiar  aislados 

clínicos de V. cholerae encuentran una positividad del 77,4 % (Balaji K y col., 2013).  

En la tabla 7  se presenta la distribución de los aislados según la intensidad  del 

color de la biopelícula formada en cada uno de los períodos estudiados. Se observó 

que, entre los aislados positivos predominaron los clasificados con 2 cruces en los 4 

períodos estudiados. Los porcentajes de positividad se mostraron por encima de 43 

%, seguidos por los catalogados con una cruz, cuyos valores superaron al 30 %. En 

los aislados clasificados con 3 y 4 cruces los valores de positividad fueron inferiores 

al 9 % y 5 %, respectivamente. En ninguna de las categorías de clasificación se 

encontró diferencias significativas entre los valores. 

Tabla 7. Porcentaje de aislados de Vibrio cholerae  con capacidad de formación de la 

biopelícula, según el sistema de clasificación de O´Toole, 2011.  

 

Períodos 

Débil 

(1+) 

Moderado 

(2+) 

Fuerte 

(3+) 

Muy fuerte 
(4+) 

1997-2001 

(n= 121) 

43 (35,5 %) 

 

59 (48,8 %) 

 

11 (9,1 %) 

 

8 (6,6 %) 

 

2002-2006 

(n=107) 

41 (38,3 %) 

 

50 (46,7 %) 

 

9 (8,4 %) 

 

7 (6,5 %) 

 

2007-2011 

(n=32) 

11 (34,3 %) 

 

14 (43,7 %) 

 

5 (15,6 %) 

 

2 (6,2 %) 

 

2012-2019 

(n=54) 

21 (38,9 %) 

 

25 (46,3 %) 

 

5 (9,2 %) 

 

3 (5,5 %) 

 

(n=273)* 109 (39,9 %) 125 (45,8 %) 25 (9,1 %) 14 (5,1 %) 

Leyenda: * V. cholerae O1 
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Diferentes autores demuestran la importancia de la intensidad de la biopelícula 

relacionada con la patogenicidad en este microorganismo, ya que este hecho puede 

condicionar el pronóstico y el tratamiento de la infección causada por V. cholerae 

(Valáriková J y col., 2019). 

En el estudio realizado por Schirmeister F y col., en Alemania y Austria, en aislados 

de V. cholerae procedentes de pacientes con EDA, evidencian la formación de 

biopelícula con predominio en la intensidad de dos cruces, o sea moderada (33,3 %) 

(Schirmeister F y col., 2014). Los resultados obtenidos en la presente investigación 

coincidieron con los mostrados por el autor antes mencionado.  

Sin embargo, los resultados del presente estudio discreparon de los informados por 

Valáriková y col.,  en Eslovaquia, donde predomina la presencia de biopelícula en V. 

cholerae clasificado como muy fuerte (cuatro cruces) (Valáriková J y col., 2019). 

Resultados similares obtienen Balaji y col., en la India donde el 33.3 % de los 

aislados de V. cholerae se clasifican como fuertes formadores de biopelícula (Balaji 

K y col., 2013). 

III.3. Resistencia a los antimicrobianos y su relación con la virulencia 

En todos los períodos estudiados, se demostró la resistencia de V. cholerae frente a 

la ampicilina y  al trimetoprim/sulfametoxazol, con los porcentajes más altos en los 

aislados correspondientes al período 2012-2019. Para la tetraciclina, el cloranfenicol 

y la ciprofloxacina, los valores de resistencia, fueron inferiores al 7 % (figura 5). 

Entre los años 2012- 2019, el estudio de la resistencia a los antimicrobianos 

empleados en el tratamiento de primera línea (doxiciclina y azitromicina) mostró 

porcentajes por debajo del 3 %. Así mismo, para los aminoglucósidos (gentamicina y 

kanamicina) los valores de resistencia fueron inferiores al 5 % (figura 5). 
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Figura 5. Resistencia de Vibrio cholerae a los antimicrobianos, según los períodos de tiempo. 

(Sección A: antimicrobianos de elección, sección B: antimicrobianos de la vigilancia).  

Cuba. 1997-2019. 

 

El no cumplimiento de los regímenes de tratamiento antimicrobiano prescritos  

conduce con frecuencia a la aparición de resistencia antimicrobiana, lo que favorece 

la persistencia clínica de las cepas de V. cholerae y empeora el escenario para el 

tratamiento de la enfermedad. La resistencia a los antimicrobianos en los aislados de 

la séptima pandemia de V. cholerae biotipo El Tor, es una de las preocupaciones 

más serias en el manejo de la enfermedad en los países en vías de desarrollo (Weill 

FX y col., 2017). Está demostrado que los aislados de V. cholerae adquieren 

resistencia a casi todos los antimicrobianos después de su uso para el tratamiento 

del cólera. La OMS recomienda la doxiciclina y la ciprofloxacina como medicamentos 

de elección para el tratamiento de los casos graves de cólera. Además, la 

azitromicina se incluye en las pautas y en los regímenes de tratamiento para el 

manejo efectivo del cólera (Kumar P y col., 2020). 

El incremento de la resistencia antimicrobiana frente a los antimicrobianos de uso 

común entre los aislados de V. cholerae, conlleva a serios problemas en el 

tratamiento de los casos de cólera en el mundo (Gupta P y col., 2016).  
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Según la literatura médica consultada, para determinar la susceptibilidad a los 

antimicrobianos no se tienen en cuenta los diferentes serogrupos de V. cholerae. 

Los puntos de corte según la CLSI se determinan para la especie, 

independientemente de los serogrupos, teniendo en cuenta que la resistencia 

intrínseca a los antibióticos está asociada a la adquisición de determinantes 

genéticos de resistencia y mutaciones dentro de la misma especie y entre los 

enteropatógenos en general (CLSI, 2010). 

En el presente estudio los aislados presentaron un  porcentaje de resistencia menor 

del 5 % frente a las tetraciclinas.  

En Cuba, Majano en un estudio en aislados de V. cholerae no-O1/no-O139 

evidencia un 5,5 % de resistencia a la tetraciclina (Majano A, 2009). 

De igual forma, investigaciones realizadas en Hangzhou, provincia de China, 

detectan en aislados de V. cholerae O1 toxigénicos y no toxigénicos causantes de 

EDA entre los años 2001- 2012,  valores de resistencia de 1 % frente a la tetraciclina 

(Wang H y col., 2020). 

Sin embargo, cifras de resistencia a la tetraciclina en aislados de V. cholerae que 

superen a las de la presente investigación, se muestran en estudios realizados en 

Nigeria y Ghana, donde los valores de resistencia superan al 60 % (Marin M y col., 

2013; Abana D y col., 2019). Por su parte Bakhshi  y col., en Irán durante el año 

2014 no detectan resistencia a la tetraciclina (Bakhshi B y col., 2014).  

Otras investigaciones realizadas en V. cholerae evidencian valores de resistencia 

superiores a los encontrados en este trabajo: una realizada en Nueva Guinea (41,1 

%) durante los años 2009 y 2011 y otra en la India (75 %) (Murhekar M y col., 2013; 

Raytekar NA y col., 2012).  
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La tetraciclina fármaco de poco uso por sus efectos adversos gastrointestinales y el 

depósito de este fármaco en los dientes y huesos, puede ser la causa del porcentaje 

de aislados resistentes frente a este antimicrobiano.  Además, está documentado 

que la resistencia a esta familia de antibióticos está mediada por la presencia de 

plásmidos y del elemento conjugativo integrador SXT/391 (Abana D y col., 2019). 

En Cuba, el comportamiento de la susceptibilidad antimicrobiana en V. cholerae 

antes del evento epidemiológico de 2012, mostró un bajo porcentaje de la 

resistencia a la tetraciclina, lo que contribuyó al manejo terapéutico de esta entidad 

en el país. 

El 1,4 % de los aislados resistentes a la doxiciclina en el período estudiado, fue 

similar al obtenido por Abana y col., en 2019 en Ghana, quienes al investigar 

aislados de V. cholerae de origen clínico y ambiental, no evidencian resistencia a 

este antimicrobiano, al detectar un 15 % de sensibilidad reducida (Abana D y col., 

2019). De igual forma, en Australia al estudiar serogrupos no epidémicos, señalan 

una baja resistencia frente a este antimicrobiano (Lepuschitz S y col., 2019). 

Sin embargo, investigaciones realizadas en Mozambique en aislados circulantes y 

causantes de brotes de cólera entre 2012- 2015 detectan un 56 % de resistencia 

para la doxiciclina (Dengo-Baloi LC y col., 2017).  

En relación con la susceptibilidad antimicrobiana frente a la azitromicina, la presente 

investigación identificó un 2,6 % de resistencia entre 2012-2019, etapa con una 

circulación de los serogrupos epidémicos y no epidémicos  de V. cholerae. Según la 

literatura consultada, la resistencia para este antimicrobiano está mediada por la 

presencia de plásmidos adquiridos de manera horizontal o vertical (Abana D y col., 

2019). 
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Esto puede relacionarse con la mayor actividad demostrada por la azitromicina 

contra V. cholerae (Calvo-Barbado DM y col., 2014), ya que su uso se recomienda 

para los pacientes en edades pediátricas o mujeres embarazadas como la primera 

opción terapéutica para el cólera en Cuba, así como para la quimioprofilaxis a los 

contactos. 

Los resultados de la presente investigación no coincidieron con los obtenidos por 

Abana D y col., en 2019 en Ghana, quienes en aislados de origen clínico detectan 

valores de resistencia de un 42 % para este antimicrobiano (Abana D y col., 2019). 

Tampoco coincidió  con las investigaciones realizadas en Mozambique en aislados 

circulantes entre 2012 – 2015, causantes de brotes de cólera en dicho país, donde 

evidencian un 13 % de resistencia para la azitromicina (Dengo-Baloi LC y col., 

2017). 

Estudios previos a los años 2000- 2012, en Bangladesh, notifican un 5 % de 

resistencia a la azitromicina (Kumar S y col., 2013). Valores inferiores obtienen en 

2012, en Sierra Leona, donde no detectan aislados resistentes (Mahmud ZH y col., 

2014). En el presente trabajo, los resultados obtenidos no coincidieron con los antes 

expuestos. 

En esta investigación, la resistencia frente a la ciprofloxacina, fue inferior al  3 %, 

resultado que pudo relacionarse con la posible ausencia de mutaciones en los genes 

gyrA y parC (Ottaviani D y col., 2018), o con la política de antibióticos aplicados en 

Cuba para el tratamiento de las EDA causadas por V. cholerae, pues la 

ciprofloxacina se indica en aquellos pacientes adultos con la vía oral comprometida o 

presenten antecedentes de alergia al medicamento de elección.  

Valores similares publican Cabrera y col., en 2008, quienes al no identificar aislados 

resistentes frente a este antimicrobiano en Cuba (Cabrera LE., 2008). 

file:///D:/pubmed/
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De igual forma, investigaciones realizadas en Ghana en el año 2018, no detectan 

aislados de V. cholerae resistente a la ciprofloxacina (Feglo PK y Sewurah M, 2018). 

Resultados similares notifican en aislados de origen clínico de V. cholerae en Italia 

durante 2018, donde menos del 10 % de los mismos son resistentes a este 

antimicrobiano (Ottaviani D y col., 2018). 

Así mismo, investigaciones realizadas en Mozambique durante el año 2017 en 

aislados de V. cholerae circulantes entre 2012- 2015, no evidencian resistencia para 

este antimicrobiano (Dengo-Baloi LC y col., 2017). 

Los valores de resistencia a la ciprofloxacina obtenidos en este trabajo, no se 

correspondieron con los identificados en Ghana durante  los años 2011, 2012 y 

2014, donde no evidencian resistencia a este antimicrobiano en 2011. Sin embargo, 

en los dos años siguientes que incluye este estudio, el incremento de aislados 

resistentes corresponden al 91 % y 98 %, respectivamente (Eibach D y col., 2016). 

Entre los antimicrobianos estudiados en esta investigación, el mayor porcentaje de 

resistencia para V. cholerae se observó frente a la ampicilina y al 

trimetoprim/sulfametoxazol.  

Los valores de resistencia al trimetoprim/sulfametoxazol se pueden atribuir a la 

posibilidad que tiene V. cholerae de portar el elemento SXT, perteneciente a una 

clase de ICE, descrito por vez primera por Waldor y col., en 1996, como un elemento 

que le confiere la habilidad de adquirir genes de resistencia provenientes de 

enterobacterias resistentes al sulfametoxazol, el trimetoprim y la estreptomicina. En 

la actualidad, muchos aislados de los serogrupos O1 y O139 del mundo adquieren el 

elemento SXT a través de la diseminación natural (Sarkar A y col., 2019; Kumar P y 

col., 2020).  
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En relación con la ampicilina, el resultado obtenido pudo relacionarse con la 

producción de BLEE. La presencia de esta enzima se demuestra en el estudio de 

Gosh y col., donde en el 92,8 % de los aislados evidencian la presencia de esta 

enzima. Así mismo, al igual que otros autores, sugieren la presencia de diferentes 

mecanismos de resistencia tales como las mutaciones cromosomales y las bombas 

de eflujo (Ghosh A y col., 2011, Raipara N y col., 2018). 

En Cuba, resultados similares evidencian Majano y Cabrera, en aislados de V. 

cholerae, al notificar el 55,5 % y 57 % de resistencia para la ampicilina, y 44,9 % y 

41 % para el trimetoprim/sulfametoxazol, respectivamente (Majano A, 2009; Cabrera 

LE, 2008). 

Investigaciones en aislados de V. cholerae causantes de brotes en 2016 en Solapur, 

India, manifiestan la resistencia de este microorganismo frente al 

trimetoprim/sulfametoxazol. Los autores confirman la presencia del integrón SXT que 

porta genes capaces de conferir resistencia al trimetoprim/sulfametoxazol y al 

cloranfenicol (Kumar P y col., 2020).  

De igual forma, Sarkar y cols., en 2019, en Kolkata, la India al estudiar aislados de 

V. cholerae O1 circulantes en el período 2008- 2015, evidencian que la resistencia a 

la ampicilina aumenta hasta un 94 %, en el período 2008- 2010, pero entre los años 

2011- 2015 disminuye hasta un 0 % de resistencia. Sin embargo, en el 

trimetoprim/sulfametoxazol observan una tendencia a la disminución de la 

resistencia hasta el año 2011 desde un 92 % hasta 31 %, pero entre 2012- 2015 

aumenta de nuevo por encima del 90 % (Sarkar A., y col 2019).  

Valores inferiores a los obtenidos en el presente trabajo, publican investigadores de 

Ghana en 2019, cuando al estudiar aislados clínicos y ambientales, y demuestran un 

40 % de resistencia al trimetoprim/sulfametoxazol (Abana D y col., 2019). 
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Los estudios de susceptibilidad antimicrobiana obtenidos en el presente trabajo, 

coincidieron con los de Nepal, donde en 31 aislados de V. cholerae O1, detectan un 

100 % de cepas resistentes a la ampicilina y al trimetoprim/sulfametoxazol (Gupta P 

y col., 2016). 

Estudios realizados en la India demuestran un 100 % de aislados resistentes al 

trimetoprim/sulfametoxazol, cifra idéntica a la obtenida en el presente estudio; sin 

embargo, los valores de susceptibilidad observados en la ampicilina son opuestos, 

pues no detectan resistencia a dicho antibiótico (Jain M y col., 2013). 

Investigaciones realizadas por Dutta y col., en la India, notifican un 55,5 % de 

aislados resistentes a la ampicilina (Dutta D y col., 2013). Estas cifras son inferiores 

a las obtenidas en el presente estudio. Sin embargo, Talkington y col., en Haití, no 

detectan resistencia a la ampicilina (Talkington D y col., 2011), resultado diferente al 

identificado en este estudio.  

La sensibilidad al cloranfenicol en este estudio fue de un 3,4 % en el período 2006-

2011, pero se incrementó hasta el 6,5 % en la etapa 2012-2019.  

El comportamiento de la resistencia frente al cloranfenicol detectado en el presente 

estudio, puede explicarse por su poco uso en Cuba,  asociado a serios efectos 

adversos hematológicos, por lo tanto, lo reservan para el tratamiento de infecciones 

severas que amenazan la vida, siempre y cuando no existan otras alternativas de 

tratamiento eficaces y menos tóxicas (Calvo-Barbado DM y col., 2014). A pesar del 

poco uso del cloranfenicol en Cuba, el ligero incremento observado en la resistencia, 

pudo relacionarse con la presencia en dichos aislados del elemento conjugativo 

integrador SXT/391 (Abana D y col., 2019). 
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Este resultado coincidió con los publicados en Italia en el año 2018, donde 

demuestran que menos del 10 % de los aislados de V. cholerae estudiados 

muestran resistencia a este antimicrobiano (Ottaviani D y col., 2018). 

Así mismo, Mahmud y col., durante el año 2014 en Sierra Leona no informan 

resistencia al cloranfenicol (Mahmud ZH y col., 2014). Por su parte Murhekar y col., 

en Nueva Guinea, durante el período 2009–2011 detectan un 4,7 % de resistencia 

(Murhekar M y col., 2013).  

Sin embargo, los resultados de la presente tesis no se correspondieron con los 

demostrados en Ghana: donde en el año 2019, detectan un 52 % de resistencia en 

aislados de muestras clínicas, y en una segunda investigación realizada en 2018, 

identifican un 35 % de V. cholerae resistentes (Abana D y col., 2019; Feglo D y 

Sewurah M, 2018). 

Tampoco coincidió con los resultados publicados por Dengo-Baloi LC y col., quienes  

al estudiar en Mozambique aislados de V. cholerae identificados entre 2012- 2015, 

causantes de brotes de cólera en dicho país,  obtienen un 89 % de resistencia para 

el cloranfenicol (Dengo-Baloi LC y col., 2017). 

De igual forma no hubo correspondencia con los resultados señalados por Ismail y 

col., en Sudáfrica durante los años 2008-2009 y Raytekar y col., en la India entre 

2009-2012, donde evidencian 41,6 % y 71,4 % de aislamientos resistentes, 

respectivamente (Ismail H y col., 2013; Raytekar NA y col., 2012).  

Frente a los aminoglucósidos el porcentaje de resistencia obtenido fue inferior al 5 

%. Resultados similares muestran Válariková J y col., 2019, quienes no obtienen 

aislados resistentes a la gentamicina (Válariková J y col., 2019). 

Hallazgos inferiores publican Raytekar y col., en la India, al mostrar valores de 35,7 

%, incluso los informados por Bakhshi  y col., en Irán, con un 8,3 % de sensibilidad 
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en los aislados de V. choleraeno-O1/no-O139 (Raytekar NA y col., 2012; Bakhshi B 

y col., 2014).  

Los aminoglucósidos son antimicrobianos de uso habitual y eficaz en la práctica 

clínica. A pesar de existir diversos mecanismos de resistencia como la presencia de 

plásmidos, aún se consideran activos frente a una gran parte de los bacilos 

gramnegativos aerobios. La amikacina tiende a ser efectiva contra organismos 

resistentes (Calvo-Barbado DM y col., 2014), pero es potencialmente nefrotóxica. 

Por lo que, en las enfermedades donde es frecuente el deterioro de la función renal, 

los riesgos superan los posibles beneficios de su empleo. Aun así, se mantiene 

como terapia alternativa, por lo que se incluyó en esta investigación, quedando 

sujeto a la valoración del médico su empleo en las situaciones excepcionales.  

La resistencia bacteriana a los agentes antimicrobianos persiste como un serio y 

creciente problema de salud en el mundo, en especial para los países en vías de 

desarrollo, donde muchos factores contribuyen a originar y extender esta situación. 

La adquisición de genes de resistencia en aislados de V. cholerae constituye un 

importante fenómeno desde el punto de vista clínico, ya que se incrementan los 

enfermos con fallo terapéutico y por ende, la estancia hospitalaria (Feglo D y 

Sewarah M, 2018).  

En relación con la multirresistencia, en los períodos desde 1997 hasta 2011, no se 

demostró la circulación de aislados resistentes a tres o más familias de 

antimicrobianos. Sin embargo, entre 2012- 2019, del total de 580 aislados 

investigados, 58 (10 %) fueron MR.  

La figura 6 muestra la distribución porcentual de los aislados MR en el período 2012-

2019. Se evidenció que, luego de la ocurrencia de los eventos epidemiológicos de 
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cólera, se mantuvo la circulación de V. cholerae MR en todos los años, tanto para 

los serogrupos O1 como los no-O1/no-O139, excepto en el año 2017. 

 

Figura 6. Distribución porcentual de los aislados de Vibrio cholerae multirresistentes, según 

períodos de tiempo. Cuba. 2012-2019 

 

Está demostrada la emergencia de aislados de esta especie con fenotipos de 

resistencia que adquieren el elemento SXT. Este es un plásmido móvil que incluye 

genes que aportan resistencia a varias familias de antimicrobianos, y hacen MR a 

los aislados que lo portan (Wang R y col., 2016; Abana D y col., 2019). 

Los patrones de multirresistencia en V. cholerae no-O1/no-O139 están menos 

estudiados que los serogrupos epidémicos (Baron S y col., 2017). Investigaciones 

realizadas en países del continente asiático, evidencian que la resistencia de estos 

serogrupos generalmente se asocia a los brotes de cólera, demostrándose 

resistencia a varios antimicrobianos y a la circulación de aislados MR (Válariková J y 

col., 2019).  

Cuando se hace un análisis de los antibiogramas de V. cholerae O1 realizados en 

varias regiones del mundo entre los años 1938- 1993, se observa resistencia que 

abarca desde 1 hasta 3 antimicrobianos, mientras que, los aislados en el período 
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1994 - 2005 poseen entre 3 a 8 marcadores de resistencia, incluyendo a las 

fluoroquinolonas (Ghosh A y col., 2011). 

Como se puede apreciar, en esta investigación se demostró que a partir del 2012, 

comenzaron a circular aislados de V. cholerae de los serogrupos O1 y no-O1/no-

O139 MR. Este trabajo es el primero en notificar la circulación de aislados MR de 

este patógeno en Cuba. 

Es probable que estos resultados se relacionen con la política de antibióticos 

establecida en cada país, por lo que en cada región debe predominar el patrón de 

resistencia relacionado con los antibióticos más utilizados. El hecho de que, en 2017 

no se identificaron aislados MR pudo relacionarse con el número pequeño de 

aislados confirmados en ese año. El porcentaje de los aislados MR detectados en 

este trabajo, constituye un llamado de alerta y ratifica la necesidad de mantener la 

vigilancia de la susceptibilidad de los aislados de V. cholerae circulantes en el país.  

En la presente investigación se obtuvieron 21 patrones de multirresistencia en los 

aislados de V. cholerae estudiados. Se evidenció que los patrones AMP/SXT/K y 

AMP/C/SXT/DXT/TE coincidieron en ambos serogrupos. En las tablas 8 y 9 se 

expone la distribución de los aislados epidémicos y no epidémicos, respectivamente, 

según los patrones de multirresistencia. En los mismos se observan patrones que 

incluyen a la doxiciclina, la azitromicina y la ciprofloxacina, antimicrobianos hoy 

integrantes de la primera y segunda línea de tratamiento del cólera. 
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Tabla 8. Distribución porcentual de los patrones de multirresistencia en los aislados de   

Vibrio cholerae O1. Cuba. 2012-2016 

Patrones de multirresistencia 

Total de aislados 52 (10,4 %) 

 

No. 

 

% 

AMP/SXT/K 8 15,4 

AMP/SXT/TE 6 11,5 

AMP/SXT/AZM 5 9,6 

AMP/C/SXT/DXT 5 9,6 

AMP/SXT/DXT/TE/K 4 7,7 

AMP/SXT/CIP/K 4 7,7 

AMP/C/SXT/CIP/TE 4 7,7 

AMP/SXT/CN 3 5,8 

AMP/C/SXT/DXT/TE 2 3,8 

AMP/C/DXT/AZM 2 3,8 

AMP/C/SXT/DXT/TE/AZM 2 3,8 

AMP/C/SXT/DXT/TE/K 1 1,9 

AMP/SXT/DXT/AZM/TE/K 1 1,9 

AMP/SXT/DXT/CIP/TE 1 1,9 

AMP/SXT/TE/K 1 1,9 

AMP/SXT/DXT/CIP/TE/K 1 1,9 

AMP/C/SXT/CIP/TE/K 1 1,9 

AMP/C/DXT/AZM/K 1 1,9 

Leyenda: AMP: ampicilina, SXT: trimetoprim/sulfametoxazol, C: cloranfenicol, TE: tetraciclina, 

DXT: doxiciclina, AZM: azitromicina, CIP: ciprofloxacina, CN: gentamicina, K: kanamicina 
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Tabla 9. Distribución porcentual de los patrones de multirresistencia en los aislados de  Vibrio 

cholerae no-O1/no-O139. Cuba. 2012-2019 

Patrones de multirresistencia 

Total de aislados 6 (7,5 %) 

 

No. 

 

% 

AMP/SXT/C 2 33,3 

AMP/C/TE 1 16,6 

AMP/SXT/K 1 16,6 

AMP/SXT/CIP 1 16,6 

AMP/C/SXT/DXT/TE 1 16,6 

Leyenda: AMP: ampicilina, SXT: trimetoprim/sulfametoxazol, C: cloranfenicol, TE: tetraciclina, 

DXT: doxiciclina, CIP: ciprofloxacina, K: kanamicina 

 

Estudios  realizados   en   Australia,  en   aislados   ambientales  y   clínicos   de  

V. cholerae no-O1/no-O139, evidencian que no hay diferencias en la 

multirresistencia entre ambos tipos de aislados, y demuestran que el 33,3 % de los 

mismos son resistentes a tres o más familias de antimicrobianos, y los patrones 

predominantes se corresponden con sulfonamidas-ampicilina-estreptomicina-

amoxicilina ácido clavulánico y sulfonamida-ampicilina-estreptomicina (Lepuschitz S 

y col., 2019).  

De igual forma, Ghana en 2018, al estudiar aislados de V. cholerae causantes de 

brotes de cólera evidencian varios patrones de multirresistencia, siendo los más 

frecuentes: ampicilina-trimetoprim/sulfametoxazol-ceftriaxona, ampicilina-

trimetoprim/sulfametoxazol-cloranfenicol, ampicilina-trimetoprim/sulfametoxazol-

cefuroxima-ceftriaxona (Feglo D y  Sewurah M, 2018). 

Kihla y col., en Camerún, publican que el patrón ampicilina-

trimetoprim/sulfametoxazol-amoxicilina-tetraciclina es uno de los más frecuentes 

(Kihla J y col., 2013).  
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Kumar y col., en la India, en un estudio que abarca los años 2000-2012, notifican 

una incidencia de aislados MR en Matlab y Dhaka entre el 15 y 18 %, 

respectivamente (Kumar S y col., 2013).   

Los estudios anteriores difieren de este último, por presentar cifras superiores a las 

detectadas en el presente trabajo. El número de aislados MR encontrado puede  

relacionarse con la presencia de integrones en los aislados, ya que los mismos son 

la principal causa de multirresistencia entre los enteropatógenos. Tal y como señalan 

Bakhshi y col., quienes sugieren la presencia de un integrón clase 1 en los 

enteropatógenos (Bakhshi B y col., 2014).  

De manera general, aunque los patrones de multirresistencia de la presente 

investigación no son idénticos a los publicados en el mundo, sí se observó que la 

tetraciclina, la ampicilina y el trimetoprim/sulfametoxazol están presentes en los 

patrones de multirresistencia detectados en diferentes áreas geográficas. Lo anterior 

lo demuestran en varias investigaciones (Bhattacharya D y col., 2012; Gupta P y 

col., 2018). 

La figura 7 muestra la distribución según las regiones geográficas de los aislados 

MR en el período 2012-2019. Se evidenció que la circulación de estos aislados 

comenzó por la región oriental y luego se extendió  a la región central y occidental 

de Cuba.  
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Figura 7. Distribución de los aislados de Vibrio cholerae multirresistentes, según las regiones 

geográficas. Cuba. 2012-2019 

 

La detección de los aislados MR según las regiones geográficas se relacionó con la 

aparición de los brotes de cólera en el 2012, los que comenzaron por la región 

oriental. Se conoce que, dentro de las medidas aplicadas  en el control del cólera 

está la aplicación de la terapia con antimicrobianos en los pacientes y contactos, lo 

que ejerce una presión selectiva sobre los aislados circulantes durante el brote, 

favoreciendo así la aparición de la multirresistencia. 

Estudios recientes evidencian que en los países no endémicos de cólera, la 

presencia de V. cholerae no-O1/no-O139 juega un rol en la diseminación de genes 

de resistencia, por lo que debe mantenerse una estrecha vigilancia de la resistencia 

a los antimicrobianos en estos serogrupos (Lepuschitz S y col., 2019).  

Según la literatura internacional consultada, V. cholerae tiene una evolución 

constante relacionada con la virulencia y los patrones de resistencia. Esta evolución 

se reconoce como una emergencia debido a la aparición de nuevos aislados con alta 
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patogenicidad y multirresistencia capaces de causar brotes y epidemias en 

diferentes regiones del mundo (Kumar P y col., 2020). 

III. 3.1 Relación entre la resistencia a los antimicrobianos y la virulencia  

La tabla 10 muestra la relación entre la presencia de las enzimas extracelulares, la 

formación de biopelícula y el serogrupo en los aislados de V. cholerae y la  

multirresistencia (análisis bivariado). En los aislados pertenecientes al serogrupo O1, 

donde se identificó la presencia de gelatinasa y lecitinasa fue más probable la 

presencia de multirresistencia (p<0,05). Es decir, en los aislados donde se 

identificaron la gelatinasa (OR: 2,7; p=0,013) y la lecitinasa (OR:2,3; p=0,007)el 

riesgo de multirresistencia fue dos veces más probable. En cuanto a los serogrupos, 

se evidenció que en los aislados identificados como V. cholerae O1, la  

multirresistencia era 13 veces más probable. Sin embargo, la presencia de la 

biopelícula mostró un valor de OR menor que uno (OR: 0,49;p=0,016), lo que 

demostró que su presencia constituye un factor protector para la multirresistencia. 

Tabla 10. Relación entre los aislados multirresistentes y el fenotipo de virulencia en 

Vibrio cholerae (análisis bivariado). Cuba 1997-2019 

Variables 
Total 

(n=1 060) 

Aislados 

multirresistentes 

(n=58) 

Valor 

de p 
OR 

(IC-95 %) 

 

      Serogrupo O1 500 53 0,000 13,161 5,217 33,202 

Dnasa 741 46 0,108 0,591 0,309 1,131 

Elastasa 511 28 0,991 0,997 0,587 1,694 

Lecitinasa 925 44 0,007 2,317 1,233 4,353 

Gelatinasa 988 49 0,013* 2,738 1,286 5,826 

Hemolisis 768 42 0,995 1,002 0,554 1,812 

Biopelícula 587 41 0,016 0,496 0,278 0,886 

Leyenda: p .prueba de X2, *: prueba exacta de Fisher. OR: odds ratio, IC: intervalo de 

confianza 
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En la tabla 11 se muestra la relación entre las variables investigadas, según el 

análisis multivariado. Al analizar la influencia del conjunto de todas las variables, se 

encontró que entre los factores de virulencia extracelulares estudiados, la gelatinasa 

dejó de influir en la multirresistencia y la presencia de lecitinasa (OR: 5,8;  p= 0,000) 

persistió como  un factor de riesgo. De igual forma, la identificación en serogrupo 

confirmó que en V. cholerae O1 la multirresistencia fue más probable (OR: 25,5;  p= 

0,000). No obstante, la formación de biopelícula se evidenció como un factor 

protector (OR: 0,469; p= 0,016). 

Tabla 11. Relación entre los aislados multirresistentes y el fenotipo de virulencia en  

Vibrio cholerae (análisis multivariado). Cuba 1997-2019 

Variables Valor de p OR IC- 95 %  

Serogrupo 0,000 25,586 9,115 71,822 

Lecitinasa 0,000 5,830 2,344 14,499 

Gelatinasa 0,134 2,260 0,777 6,569 

Biopelícula 0,016 0,469 0,254 0,866 

Leyenda: p .prueba de X2, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza 
 

 

Según la literatura internacional, la asociación existente entre la virulencia y la 

resistencia antimicrobiana puede ser positiva o negativa, con un balance final 

determinado por la habilidad de la bacteria para sobrevivir o adaptarse a nichos 

ecológicos específicos. Los estudios indican que el aumento de la resistencia en la 

mayoría de los casos, se asocia directa o indirectamente con la disminución de la 

virulencia (Beceiro A y col.,  2013).  

Los resultados de la presente investigación acerca de la relación entre los factores 

de virulencia y la multirresistencia en los aislados estudiados pueden relacionarse 

con la  presencia de mecanismos de resistencia, como las bombas de eflujo, la 
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adquisición de plásmidos y de elementos integradores y conjugativos, involucrados 

en ambos procesos. A continuación, se presentan diferentes estudios en bacilos 

gramnegativos que evidencian la transferencia de genes involucrados con la 

virulencia  y la resistencia a una o varias familias de antimicrobianos. 

Aunque, aún se desconoce la causa exacta de esta asociación, algunos autores 

plantean que la presencia de serotipos menos patógenos, por mantener la 

colonización durante un tiempo más prolongado, están más expuestos a múltiples 

antibióticos. Este comportamiento, puede ser la causa de una relación inversa entre 

el aumento de la resistencia y la disminución de la virulencia (Díaz L y col., 2009). 

Existen estudios que evidencian una asociación entre la virulencia y la resistencia a 

los antimicrobianos en los bacilos gramnegativos. Por ejemplo, en aislados de E. coli 

productoras de BLEE como mecanismo de resistencia frente a betalactámicos, está 

demostrada la expresión de la toxina termoestable, y se sugiere que los genes que 

producen estas enzimas y los relacionados con la virulencia pueden coexistir en 

clones de este patógeno como resultado de un proceso de coevolución (Peirano G y 

col., 2011). Sin embargo, en aislados de Salmonella entérica serotipo Typhimurium 

productora de AmpC se observa una reducción del crecimiento y la invasividad 

(Morosini MI y col., 2000). 

Investigaciones relacionadas con este tema realizadas en E. coli, sugieren que la 

producción de porinas como la OmpC  le confiere resistencia antimicrobiana a estos 

aislados, mientras que a su vez juega un papel importante en la adhesión, invasión y 

colonización intestinal  (Liu YF y col., 2012).   Otros estudios sugieren que la 

deficiencia de porinas en Klebsiella pneumoniae incrementa la resistencia 

antimicrobiana, mientras que de manera simultánea disminuye la virulencia. 
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Similares resultados se informan para   Pseudomonas aeruginosa, Vibrio spp., y 

otros miembros de la familia Enterobacteriaceae (Beceiro A y col.,  2013). 

Las bombas de expulsión y los determinantes de virulencia se estudian en especies 

de importancia clínica entre las que se encuentra V. cholerae. Se conoce que este 

microorganismo utiliza bombas de expulsión para exportar un amplio rango de 

antibióticos, detergentes y colorantes que no tienen relación química ni estructural. 

Bina y col., en los Estados Unidos refieren que los aislados que presentan bombas 

de expulsión RND (resistencia-nodulación-división celular) muestran una 

disminución en la producción de la TC y Tcp en comparación con aislados salvajes, 

y sugieren que este fenómeno puede estar dado por la reducción de la transcripción 

de tcpP y toxT (Bina XR y col., 2008). 

Los mecanismos de resistencia que implican mutaciones de genes tales como gyrA, 

gyrB, parC y parE,  que confieren resistencia a las fluoroquinolonas se asocian a un 

incremento de la virulencia en aislados de P. aeruginosa que poseen los genes exoU 

y exoS que codifican una enzima con efecto citolítico (Agnello M y col., 2012). 

Los plásmidos son elementos extracromosómicos y autorreplicantes, no esenciales 

para las bacterias, pero a menudo transportan y diseminan genes que confieren a 

las bacterias ciertas características como la resistencia, virulencia y persistencia en 

condiciones extremas. En particular, los plásmidos conjugativos juegan un papel 

importante en la evolución de las bacterias patógenas porque se transmiten 

fácilmente por transferencia horizontal tanto entre las especies como dentro de ellas. 

La distribución de plásmidos entre patógenos humanos puede convertirse en un 

problema de salud. Las bacterias que adquieren plásmidos que portan genes de 

virulencia y de resistencia, se adaptan fácilmente al ambiente y estos son muy 
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favorables para el intercambio de material genético de manera horizontal y vertical 

(Verma J y col., 2019). 

El grupo principal de incompatibilidad (Inc) involucrado en la transferencia de genes 

de resistencia y virulencia es el grupo IncF; la transmisión de plásmidos IncF es un 

claro ejemplo de cómo la virulencia y la resistencia pueden aumentar mediante la 

coselección, probablemente debido a la presión selectiva ejercida por los 

antibióticos. Esto conduce con frecuencia a la aparición de aislados o brotes de 

clones virulentos y resistentes a múltiples fármacos, evidenciado en los aislados de 

E. coli y Salmonella entérica (Beceiro A y col.,  2013). 

Los ICE son elementos genéticos móviles autotransmisibles que ayudan en la 

dispersión horizontal de genes como los plásmidos y los cromosomas. Con la 

introducción de nuevas metodologías, como la metagenómica y la secuenciación 

masiva paralela, se demuestra que los ICE pueden tener un impacto aún más 

significativo que los plásmidos en la transferencia horizontal de genes  (Weill FX y 

col., 2017). Es probable que los elementos genéticos como los integrones y los 

transposones pueden capturar genes de virulencia y dispersarlos junto con genes de 

resistencia, aunque no existe suficiente información sobre la relación entre la 

virulencia y los factores de resistencia en el mismo ICE (Beceiro A y col.,  2013). 

Esto puede sugerir la dificultad de coselección de ambos tipos de factores por los 

ICE. Sin embargo, puede haber algún sesgo, ya que muchos estudios buscan la 

causa de la diseminación de la resistencia a los antibióticos en poblaciones 

bacterianas al ubicar y secuenciar solo a los marcadores de resistencia y las 

ubicaciones genéticas vecinas. Además, los transposones y los integrones que 

portan genes de virulencia están menos extendidos que los que llevan genes de 

resistencia o vías catabólicas; de hecho, los factores de virulencia se relacionan con 
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estructuras de tipo profágico, los cuales tienen menos probabilidades de portar 

genes de resistencia. La principal explicación para esto es la diferencia en la escala 

de tiempo evolutiva de virulencia y resistencia para los hospedadores y los 

antibióticos, respectivamente. Los patógenos actuales son el producto de un largo 

período de evolución junto con el hospedero y un período corto, pero intenso, de 

evolución, de solo unas pocas décadas, que involucra la presión selectiva de los 

antibióticos. Mientras que los fagos tienen un rango de hospederos estrecho, los 

transposones pueden insertarse, con facilidad en un amplio rango de plásmidos, 

proporcionando funciones a un gran número de hospederos. Esto facilita la 

propagación, en este caso, de los factores de resistencia a los antibióticos (Rowe-

Magnus AD y col., 2002). 

Sin embargo, hay algunos ejemplos claros en los que la coselección de resistencia y 

virulencia se produce a través de ICE. En V. cholerae, la enzima bis- (3 ', 5') - GMP 

dimérico cíclico aumenta la formación de biopelículas y disminuye la virulencia y la 

motilidad, por lo que se considera un factor importante para la persistencia en el 

medio ambiente, y está regulada por las diguanilatociclasas, las que se codifican, 

integrando elementos conjugativos de la familia SXT/R391. Por lo tanto, la 

adquisición de estos ICE puede mejorar la supervivencia de esta especie en los 

ambientes acuáticos. Los ICE SXT/R391 se involucran en la transmisión de 

resistencia a múltiples medicamentos en diferentes especies, incluidas las especies 

del género Vibrio (Bordeleau E y col., 2010).  

De hecho, el análisis de algunos aislados de brotes de cólera revelan la participación 

de genes similares a SXT / R391 en la transmisión de virulencia y resistencia 

(Bordeleau E y col., 2010). Además, se documenta la plasticidad in vitro y la 
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capacidad del ICE relacionado con SXT de V. cholerae para transferir genes de 

virulencia a otras especies como E. coli (Escudero JA y Mazel D, 2017). 

Los mecanismos bacterianos implicados en la patogenicidad y virulencia son en la 

actualidad objeto de estudios en el ámbito de la microbiología médica infecciosa. Sin 

embargo, estos mecanismos experimentan un largo proceso evolutivo dependiente 

de la relación hospedero-patógeno. Muchos de estos cambios se deben a la presión 

de selección provocada por la introducción de los antimicrobianos en la medicina 

(Cárdenas-Perea y col., 2014). 

Esta presión obliga a los microorganismos a su adaptación a las condiciones 

cambiantes, con la adquisición o el desarrollo de nuevos mecanismos de 

patogenicidad y resistencia de manera continua, los que provocan cambios 

importantes en las funciones celulares, influyendo al final sobre la virulencia 

(Cárdenas-Perea y col., 2014). 

En relación con la formación de la biopelícula, en el presente estudio se evidenció 

que este atributo de virulencia constituyó un factor protector para las células 

bacterianas ubicadas dentro de la biopelícula. Gupta P y col., en 2018, evidencian 

en aislados de V. cholerae que, las células dentro de la biopelícula son más 

resistentes a la acción de los antimicrobianos tanto para V. cholerae O1, biotipo El 

Tor como para V. cholerae O139, lo cual parece un comportamiento universal para 

los aislados de esta especie. Cuando se habla de `resistencia` en esta ocasión, no 

se refiere a los mecanismos genéticos descritos para este patógeno, sino implica 

que los antimicrobianos no pueden penetrar y ejercer su acción en las células 

localizadas dentro de la biopelícula (Gupta P y col., 2018). Esto se debe a que la 

barrera que constituye la matriz de expolisacáridos es más resistente a la 

penetración de los antimicrobianos y a la existencia de microambientes que 
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antagonizan con la acción del antimicrobiano. Además, el crecimiento lento de las 

bacterias dentro de la biopelícula debido a la limitación de nutrientes y la activación 

de respuestas de estrés que provocan cambios en la fisiología de la bacteria,  

favorece la aparición de un fenotipo especifico de biopelícula  que combata los 

efectos negativos de las sustancias antimicrobianas (Díaz-Pascual F et al., 2020). 

El rol protector de la biopelícula en los aislados de V. cholerae se demuestra al 

exponer el estrés inducido por la presencia del antimicrobiano a las células que 

forman la biopelícula. Esta investigación no evidenció cambios en la morfología de 

las mismas. Este comportamiento pudo relacionarse con la heterogeneidad de los 

residentes de la biopelícula que le confieren esta capacidad protectora (Gupta P y 

col., 2018). 

III.4 Discusión general 

Las EDA causadas por V. cholerae constituyen un problema de salud pública en el  

mundo (D’Mello-Guyett L y col., 2020). De ahí, que se requiera tomar acciones en la 

vigilancia microbiológica y epidemiológica para identificar las situaciones de riesgo, 

con el objetivo de controlar la entidad causante de la infección gastrointestinal.  

En la presente investigación se realizó un análisis integral de la hipótesis de la 

misma, demostrándose la presencia de V. cholerae  en las diferentes regiones del 

país, con predominio en la región oriental, y la mayor cantidad de aislados 

procedentes de brotes en la región occidental. Se evidenció además, el incremento 

de los factores de virulencia estudiados durante el período de circulación los 

serogrupos epidémicos y los no epidémicos, y cambios en el comportamiento de la 

resistencia a los antimicrobianos en el último período de estudio. 

Relacionados con los estudios de heterogeneidad espacial, se confirmaron los 

resultados de los serogrupos epidémicos y no epidémicos de V. cholerae que 
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circularon durante 23 años y se conoció su distribución según las regiones 

geográficas y los períodos de tiempo analizados. Esta herramienta aportó elementos 

relacionados con la existencia de un nicho ecológico en la región oriental, favoreció 

la persistencia de las diarreas provocadas por este enteropatógeno en dicho 

territorio. En el caso de los aislados a partir de brotes, la circulación pudo 

relacionarse con las condiciones desfavorables del abasto de agua y de la 

eliminación de excretas en los municipios que conforman la región occidental.  

Según la bibliografía consultada, existen evidencias que avalan el crecimiento de V. 

cholerae en los ecosistemas acuáticos y su relación con los cambios en los patrones 

climáticos, hecho que contribuye a la ocurrencia de brotes y epidemias (Chowdhury 

FR y col., 2017). En el país no se ha investigado el efecto de la variabilidad climática 

sobre el comportamiento espacio-temporal en este enteropatógeno, por lo que se 

propone incluir esta temática en estudios posteriores. 

De manera evidente, estos resultados ratifican la problemática en Cuba de las 

infecciones gastrointestinales por V. cholerae, y sugiere utilizar los resultados de la 

investigación para el diseño de las estrategias focalizadas, atendiendo al patrón de 

distribución temporo-espacial. Este enfoque es además significativo y de vital 

importancia en el manejo de las diarreas, pues brinda al Sistema Nacional de Salud 

y al Programa de Enfermedades Trasmitidas por Alimentos, una información útil y 

pertinente referente a la programación de hacia dónde deben dirigirse los recursos 

humanos y materiales necesarios para el control de las EDA.   

En paralelo, es importante conocer el papel patogénico de los aislados que circulan 

en el país. En relación con los serotipos epidémicos se reconoció la producción de 

toxinas (TC y la Tcp) como las responsables del cuadro típico del cólera (Froelich BA 

y Daines DA, 2020). Sin embargo, existen pocas investigaciones que demuestren la 
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presencia de enzimas extracelulares en V. cholerae O1 y V. cholerae no-O1/no-

O139. La demostración en el último período, del incremento en la variación 

porcentual para todos los factores de virulencia enzimáticos en los serogrupos no-

O1/no-O139, alerta sobre la diseminación de cepas con elevado potencial para 

generar brotes epidémicos. La presente investigación, sienta las bases para la 

realización de estudios futuros encaminados a demostrar la presencia de otros 

factores de virulencia y determinar sus mecanismos de patogenicidad.  

La capacidad de formación de biopelícula por V. cholerae se relaciona a la aparición 

de epidemias, ya que este microorganismo puede sobrevivir durante largos períodos 

de tiempo en los ambientes acuáticos (Maestre-Reyna M y col., 2021). Se reconoce 

que las células dentro de la biopelícula requieren de una menor dosis infectante, 

crecen más rápido, logran un mayor nivel de colonización y tienen una dinámica 

temporal de infección diferente (Gallego-Hernández AL et al., 2020). Además, son 

más resistentes a la acción de los antimicrobianos  (Díaz-Pascual F y col., 2020).  

Esta investigación demostró, en las cuatro etapas estudiadas, que más del 54 % de 

los aislados tenía la capacidad de formación de biopelícula, aunque el mayor valor 

correspondió al período transcurrido entre los años 2012- 2019. Se evidenció 

además, que predominaron los aislados considerados con capacidad moderada de 

formación de biopelícula según la intensidad  del color, cuyo aspecto se relaciona 

con la patogenicidad y la resistencia a los antimicrobianos (Valáriková J y col., 

2019). 

en la actualidad se conoce bien la problemática  de la resistencia a los 

antimicrobianos, evidenciada en la especie (Rabaan AA y col., 2019). V. cholerae 

demuestra un progreso constante relacionado con los patrones de resistencia. Esto 

se reconoce como una emergencia debido a la aparición de aislados MR capaces de 
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causar brotes y epidemias en diferentes regiones del mundo (Kumar P y col., 2020). 

Las cifras elevadas de resistencia a los antimicrobianos aplicados en el tratamiento 

de las diarreas por V. cholerae,  constituye una alerta para las autoridades de salud 

y ratifica la necesidad del uso controlado de los antimicrobianos en la prevención y el 

control de infecciones causadas por este microorganismo (Rabaan AA y col., 2019).  

El presente estudio recoge los resultados de las primeras investigaciones 

encaminadas a conocer el comportamiento de la resistencia en los aislados 

identificados  desde 1997 hasta 2019. El incremento de los porcentajes de 

resistencia y la identificación de aislados multirresistentes en el período epidémico, 

constituye un llamado de atención para el Sistema de Salud de Cuba y la 

focalización de acciones para su control. 

En el estudio se constata el potencial patogénico de los aislados en Cuba, 

evidenciado a partir de la expresión fenotípica de los factores de virulencia 

enzimáticos y su asociación con la multirresistencia. Sin embargo, la formación de la 

biopelícula desempeña un papel protector para la aparición de la multirresistencia, 

aspecto recién abordado en la literatura internacional (Gallego-Hernández AL y col., 

2020). 

Estudios venideros mediante la aplicación de la secuenciación de genoma completo 

de aislados de V. cholerae pueden aportar una fuente inagotable de información de 

utilidad para el pronóstico y tratamiento de la infección causada por este 

microorganismo.  
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CONCLUSIONES 

 La distribución de Vibrio cholerae en Cuba, durante las últimas dos décadas 

sugieren un patrón de heterogeneidad espacial, con predominio de la detección 

en la región oriental, a partir de brotes y casos aislados. 

 La variación de la patogenicidad en los serogrupos de Vibrio cholerae O1 y no-

O1/no-O139 en los últimos ocho años en Cuba, alerta sobre la emergencia y 

diseminación de cepas más virulentas y con un elevado potencial para generar 

brotes epidémicos. 

 Asociado al incremento en la detección de aislados entre 2012-2019, Cuba 

notifica la emergencia de cepas resistentes y multirresistentes, lo cual 

representa una alerta para el Sistema Nacional de Salud y la focalización de las 

acciones de control. 

 El potencial patogénico de los aislados  en Cuba resulta se evidencia a partir de 

la expresión fenotípica de la lecitina, mientras que, la formación de biopelícula 

revela capacidad protectora para la aparición de la multirresistencia. 
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RECOMENDACIONES 

 

 Fomentar el desarrollo de nuevas investigaciones que aborden acerca de la 

influencia de las variables climatológicas en las infecciones causadas por V. 

cholerae en Cuba, y la secuenciación completa del genoma de estos 

microorganismos. 

 Utilizar los resultados obtenidos en este estudio para el diseño de las estrategias 

focalizadas, atendiendo el patrón de la distribución temporo-espacial. 

 Sugerir modificaciones en las estrategias del tratamiento y contribuir al 

perfeccionamiento continuo del  Programa de Control de las Enfermedades 

Trasmitidas por Alimentos. 
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