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Introducción. Las infecciones intestinales cau-
sadas por Vibrio cholerae no-O1 tienen un incre-
mento en el ámbito mundial. 
Objetivo. Conocer la susceptibilidad bacteriana a 
drogas de elección y alternativas y determinar la 
presencia de algunos factores de virulencia como: 
las enzimas extracelulares (DNasa, gelatinasa, 
lecitinasa, elastasa y hemolisina), adherencia a 
células HEp-2 y presencia de fimbrias.
Materiales y Métodos. Se realizó un estudio en el 
Laboratorio Nacional de Referencia de Enferme-
dades Diarreicas Agudas del Instituto de Medicina 
Tropical “Pedro Kourí”, en 65 cepas de Vibrio 
cholerae no-O1, aisladas de heces de pacientes con 
Enfermedad Diarreica Aguda, procedentes de 7 
Laboratorios de Microbiología clínica de los Cen-
tros Provinciales de Higiene y Epidemiología del 
país (Ciudad de la Habana, Camagüey, Las Tunas, 
Holguín, Granma, Santiago de  Cuba y el Centro 
Municipal de la Isla de la Juventud), en el período 
comprendido de enero a diciembre de 2006.
Resultados. El 32.3 % y el 30.7 % de las cepas 
presentaron resistencia a la sulfonamida y a la am-
picilina, respectivamente. Se apreciaron niveles de 
sensibilidad superiores al 85% con fluoroquinolo-
nas, tetraciclinas, cloranfenicol y trimetoprim-sul-

fametoxazol. Las enzimas hemolisina y gelatinasa 
estuvieron presentes en el 100% de las cepas. 
Conclusiones. Las cepas estudiadas muestran 
baja resistencia a los agentes antimicrobianos 
analizados, excepto sulfonamida y ampicilina. 
Al menos dos factores de virulencia de los 
investigados estuvieron presentes en todas las 
cepas.

Palabras clave: Vibrio cholerae no-O1, factores 
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enfermedad diarreica aguda

ABSTRACT
Antimicrobial susceptibility and virulence fac-
tors of Vibrio cholerae no-O1 isolates isolated 
from patients with acute diarrhea.
Introduction. The intestinal infections caused 
for Vibrio cholerae no-O1 are increasing in the 
world. 
Objective. To know the antimicrobial susceptibil-
ity to the drug of choice and alternative ones and 
to determine the presence of some virulence fac-
tors as: extracellular enzymes (Dnase, gelatinase, 
lecitinase, elastase and hemolysin), HEp-2 cells 
adherence and presence of fimbrias.
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Materials and Methods. A total of 65 isolates of 
Vibrio cholerae no-O1 were obtained from patients 
with acute diarrhea in 7 provincial laboratories of 
microbiology in Cuba from January to December 
2006.
Results. The figures for resistance of sulphonamide 
and ampicil l in were 32.3% and 30.7%, 
respectively. Sensitivity levels over 85% were 
recorded for the antibiotics fluoroquinolones, 
tetracycline, chloramphenicol and trimetoprim-
sulphamethoxazole. Hemolysin and gelatinase 
enzymes were found in 100% of the isolates.
Conclusions. The studied isolates show low re-
sistance towards the tested antimicrobials except 
for sulfonamide and ampicilline. At least two of 
the investigated virulence factors were found in 
all isolates.

Key words: Vibrio cholerae no-O1, virulence 
factor, antimicrobial susceptibility, acute diarrheic 
disease.

INTRODUCCIÓN
	 Los miembros del género Vibrio (V.) son 
bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos 
y oxidasa positiva, que pertenecen a la familia Vi-
brionaceae, según la segunda edición del Manual 
de Bacteriología Sistemática de Bergey (1). Este 
género está integrado por 65 especies, de las cuales 
12 resultan patógenas para el hombre y de ellas las 
de mayor  trascendencia clínica son: V. cholerae, V. 
parahaemolyticus y V. vulnificus (2). V. cholerae, 
de acuerdo con el lipopolisacárido capsular, tiene 
más de 200 serogrupos, divididos en O1 y no-O1. 
Sólo los serogrupos O1 y O139 son los respon-
sables de epidemias y pandemias de cólera (3).
	 V. cholerae no-O1 es bioquímicamente 
idéntico a V. cholerae O1 y ha sido asociado con 
casos esporádicos y brotes de gastroenteritis aguda 
en diferentes países, aunque la mayoría de las 
cepas no producen la toxina colérica (TC), sino 
que sintetizan una enterotoxina termoestable (ST), 
constituyendo el principal mecanismo asociado a 
la patogenicidad (4,5). Otros factores de virulencia 

presentes son: la producción de las enzimas 
extracelulares (gelatinasa, elastasa, lecitinasa), 
citolisinas, citotoxinas, hemolisinas, producción 
de polisacárido capsular y hemaglutininas (5,6).
	 En los últimos 20 años las infecciones 
intestinales por los microorganismos del género 
Vibrio se han incrementado a escala mundial 
(2). Los serogrupos de V. cholerae no-O1 están  
involucrados en la emergencia de una nueva 
variante de V. cholerae. Esta hipótesis es sustentada 
por la génesis de V. cholerae O139, evolucionado 
por la transferencia horizontal de genes del 
serogrupo O1 a los serogrupos no-O1, lo que le 
confirió a este serogrupo el potencial epidémico 
(7,8). Por lo antes expuesto, se propone conocer la 
susceptibilidad a los antimicrobianos y la presencia 
de algunos factores de virulencia asociados a la 
patogenia, en cepas de V. cholerae no-O1 aisladas 
de heces de pacientes con Enfermedad Diarreica 
Aguda (EDA) en el país.

MATERIALES Y MÉTODOS
	 Se estudiaron 65 cepas de V. cholerae no-O1, 
aisladas de heces de pacientes con Enfermedad 
Diarreica Aguda, procedentes de 7 Laboratorios de 
Microbiología Clínica de los Centros Provinciales 
de Higiene y Epidemiología del país (Ciudad de la 
Habana, Camagüey, Las Tunas, Holguín, Granma, 
Santiago de Cuba y del Centro Municipal de la 
Isla de la Juventud), pertenecientes al cepario 
del Laboratorio Nacional de Referencia de 
Enfermedades Diarreicas Agudas del Instituto de 
Medicina Tropical “Pedro Kourí” (LNR/EDA/
IPK), en el período comprendido de enero a 
diciembre de 2006.
	 Para la confirmación de género, las 65 cepas 
mantenidas  en medio de conservación de Pasteur 
fueron inoculadas en Caldo Cerebro-Corazón e 
incubadas a 37°C durante 18 a 24 horas en condi-
ciones de aerobiosis. Posteriormente, se sembró 
una asada en placas de Agar MacConkey y Agar 
Tiosulfato-Citrato-Sales Biliares (TCBS) incubán-
dose en las mismas condiciones de temperatura, 
aireación y tiempo antes mencionadas, al cabo de 
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las cuales se seleccionaron, al menos, 3 colonias 
por placa, que fueron inoculadas en los medios de 
diferenciación primaria Agar Hierro y dos azúcares 
de Kligler y Agar Hierro-Lisina. Se escogieron 
aquellas colonias que después del crecimiento 
durante 18 a 24 horas las cepas presentaron codifi-
cación genética para la enzima citocromo oxidasa. 
A éstas se les realizó el estudio fisiológico corres-
pondiente para ubicarlas en el género Vibrio (1).
	 Para la identificación de especies, la 
serotipificación (Antígeno O) y el estudio de la 
sensibilidad al compuesto vibriostático O/129 
se realizaron según lo descrito en la literatura 
especializada (1).
	 A las cepas se les determinó la susceptibilidad  
a las drogas antimicrobianas de elección y 
alternativas utilizando el método de difusión en 
agar (Kirby–Bauer) (9).
Drogas de elección: tetraciclina (TE) 30µg, 
doxiciclina (DO) 30µg, cloranfenicol (CL) 30µg, 
trimetoprim-sulfametoxazol (SXT) 1.25/23.75µg, 
ampicilina (AM) 10µg y sulfonamidas (SSS) 
300µg.
Drogas alternativas: ácido nalidíxico (NA) 30µg, 
ciprofloxacina (CIP) 5µg y ofloxacina (OF) 5µg.
	 Para la lectura e interpretación se usó 
el protocolo recomendado por el Instituto de 
Estándares de Laboratorio Clínico (CLSI) de los 
Estados Unidos de América, 2005 (10).
	 A las cepas se les determinaron los siguientes 
factores de virulencia: la producción de las enzimas 
extracelulares (DNasa, gelatinasa, elastasa, 
lecitinasa y hemolisina), citotoxicidad en células 
Vero y presencia de fimbrias.
	 La actividad de DNasa fue investigada según 
McFaddin (11). Un halo rosado alrededor de las 
colonias en Agar DNasa con 0.01% de azul de 
toluidina indicó actividad de nucleasa.
	 La enzima elastasa se determinó por la 
metodología establecida por Scharmann (12). 
Se inoculó por punteo en la superficie del medio 
Agar elastina, incubándose hasta 7 días a 37ºC. Un 
halo transparente alrededor de la colonia indicó la 
presencia de la enzima elastasa.

	 El estudio de la enzima gelatinasa se 
realizó por la técnica descrita por Blazevic (13). 
Se inoculó por punteo en la superficie del medio 
Agar gelatina,  incubándose 24 horas a 37ºC. Una 
opacidad alrededor de la colonia indicó producción 
de la enzima gelatinasa.
	 La presencia de la enzima lecitinasa se 
determinó por el protocolo recomendado por 
Boiko (14).
 	 Se inoculó por punteo en la superficie del 
medio Agar lecitina, incubándose 48 horas a 37ºC. 
Un halo transparente alrededor de la colonia indicó 
la presencia de la enzima.
	 Para demostrar la beta-hemolisina, se siguió 
la técnica descrita por Robinson (15). Se tomó 
una asada del cultivo y se inoculó en estría por 
agotamiento en Agar Triptona-Soya suplementado 
con sangre de carnero al 5%, incubándose 24 
horas a 37ºC. Un halo transparente alrededor de 
la colonia indicó la presencia de la enzima beta-
hemolisina.
	 Para determinar la capacidad de adherencia 
a células HEp-2, se procedió según el método de 
Carrello (16). Se utilizó la línea celular HEp-2 
ATCC-CCL 1992, procedente del Laboratorio 
de Cultivo de Células del IPK. Se preparó una 
suspensión bacteriana de V. cholerae no-O1, se 
inoculó 1 ml de la misma en cada pocillo de la 
placa de células HEp-2 y se incubó a 37ºC en 
atmósfera de 5% de CO2 durante 90 minutos.
	 Para determinar la presencia de fimbrias 
se procedió según el método de Nishikawa (17). 
Se preparó una suspensión bacteriana y una 
suspensión al 3% de glóbulos rojos humanos, 
grupo O de varios donantes. Se mezclaron 20µl de 
ambas en una lámina  portaobjeto, se agitó durante 
5 minutos y se consideraron positivas aquellas 
pruebas en las que  se observó aglutinación de los 
glóbulos rojos.

RESULTADOS
	 En el Cuadro 1 se observa el comportamiento 
de las pruebas de susceptibilidad de las 65 cepas 
de V. cholerae no-O1, frente a las 9 drogas 
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antimicrobianas investigadas, expresándose los 
resultados en categoría de interpretación de: 
sensible, intermedio y resistente.

Cuadro 1
Susceptibilidad a los antimicrobianos de las

cepas de Vibrio cholerae no-O1

Drogas
antimicrobianas

    Sensible    Intermedio    Resistente

No. de 
cepas

%
No. de 
cepas

%
No. de 
cepas

%

Sulfonamidae 29 44.6 15 23.1 21 32.3
Ampicilinae 28 43.0 17 26.3 20 30.7
Trimetoprim-
sulfametoxazole 56 86.2 1 1.5 8 12.3

Tetraciclinae 60 92.3 2 3.1 3 4.6
Ácido nalidíxicoa 62 95.4 1 1.5 2 3.1
Cloranfenicole 61 93.8 4 6.2 0 0
Doxiciclinae 64 98.5 1 1.5 0 0
Ciprofloxacinaa 65 100 0 0 0 0
Ofloxacinaa 65 100 0 0 0 0

Leyenda: edrogas de elección, adrogas alternativas

	 Analizando el resultado de las cepas frente 
a las drogas de elección se observó que el 32.3%  
y el 30.7% de las cepas presentaron resistencia a 
la sulfonamida y a la ampicilina respectivamente. 
Se obtuvieron valores de sensibilidad superiores al 
85% con los antibióticos: doxiciclina, cloranfenicol, 
tetraciclina y trimetoprim-sulfametoxazol.
	 En relación con la susceptibilidad a las drogas 
alternativas se apreció 100% de sensibilidad para 
la ciprofloxacina y ofloxacina y de 95.4% para el 
ácido nalidíxico.
	 De las 65 cepas, 2 (3%) resultaron multirre-
sistentes (resistencia a 3 o más grupos de drogas 
antimicrobianas). El patrón de multirresistencia es 
TE-, NA-, SXT-.
	 Todas presentaron, al menos, un factor de 
virulencia. Las enzimas hemolisina y gelatinasa 
estuvieron presentes en el 100% de las cepas 
investigadas y la adherencia a células HEp-2 se 
observó en el 87.6% de las cepas. El resto de las 
enzimas, elastasa, lecitinasa y DNasa resultaron 
positivas en 86.1%, 80% y 73.8%, respectivamente 
(Figura1).
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Figura 1. Presencia de factores de virulencia

DISCUSIÓN
	 Los miembros de la familia Vibrionaceae son 
agentes etiológicos de EDA en áreas tropicales y 
subtropicales de todos los continentes. Desde las 
décadas pasadas, se ha incrementado a escala mun-
dial la incidencia de gastroenteritis aguda de forma 
esporádica y en brotes por V. cholerae no-O1 (2).
	 Analizando en este estudio los resultados de 
la susceptibilidad a los antimicrobianos en cepas 
de V. cholerae no-O1, se observó una resistencia 
moderada a la sulfonamida. Similar nivel de 
resistencia fue obtenido por Iwanaga y cols., en 
Laos (18). Sin embargo, el valor de resistencia 
para la sulfonamida del presente estudio no 
coincide con el obtenido en una investigación 
epidemiológica hecha por Mohanthy y cols., entre 
los años 1998 y 2002, en un hospital de nivel 
terciario en el norte de la India, sobre los patrones 
de resistencia contra los antimicrobianos en cepas 
de V. cholerae,  registrándose 90.2% de resistencia 
a la sulfonamida en estas cepas (19).
	 Morris y cols., en 1985, comenzaron a 
detectar resistencia a la ampicilina en cepas de V. 
cholerae no-O1, procedentes de 9 países de los 
continentes Africano, Euroasiático y Americano 
(20). El porcentaje de resistencia para la ampicilina 
obtenido en este trabajo es semejante al publicado 
por autores nacionales e internacionales (21,22).

Cabrera-Rodríguez et al.
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	 En el LNR/EDA/IPK, Bravo y cols. en 
2000 y 2004 realizaron varios estudios sobre 
el comportamiento de la susceptibilidad a los 
antimicrobianos en cepas de V. cholerae no-O1 
aisladas de pacientes con diarreas, observándose 
valores de sensibilidad por encima del 80% a 
tetraciclina, ácido nalidíxico y trimetoprim-
sulfametoxazol (22,23), encontrándose en esta 
investigación correspondencia con los resultados 
obtenidos por los autores  citados anteriormente.
	 El patrón de multirresistencia (TE-, NA-, 
SXT-) encontrado en la presente investigación 
coincide con el hallado en Perú (24), no así con el 
obtenido en  la India y en Argentina (25,26). La 
diferencia pudiera deberse a la cantidad de cepas 
estudiadas en el presente estudio y al uso racional 
de los agentes antimicrobianos en Cuba.
	 Las infecciones intestinales por V. cholerae 
no-O1 generalmente provocan gastroenteritis 
ligera, considerándose la diarrea autolimitada, 
siendo necesaria la prescripción de la terapia 
antimicrobiana en niños y ancianos con diarreas 
severas, en pacientes con factores de riesgos (diabetes 
mellitus, malnutrición, inmunodeficiencias, entre 
otros) y en las infecciones extraintestinales 
(septicemia, celulitis, otitis, etc.) (27).
	 Son escasos los estudios sobre factores de 
virulencia (producción de enzimas extracelulares, 
presencia de fimbrias y adherencia a células    
HEp-2)  realizados en América Latina y en el 
Caribe, en cepas de V. cholerae no-O1 aisladas de 
pacientes con EDA (28).
	 La hemolisina producida por V. cholerae 
O139 y por V. cholerae no-O1 es idéntica a 
la hemolisina El Tor de V. cholerae O1 y es 
considerada un factor de virulencia para causar 
diarreas, especialmente cuando las cepas carecen 
de toxinas bien definidas como la TC (29).
	 Observando el comportamiento de este 
factor de virulencia en nuestro trabajo, todas 
las cepas produjeron la enzima hemolisina. Este 
resultado es similar a los encontrados por Singh y 
cols. en la India y por Bininost y cols. en Argentina 
(30,28).

	 Cuando se revisa la bibliografía científica 
internacional en relación con la producción 
de proteasas, lipasas, citotoxinas, entre otras, 
en el género Vibrio (7,14), se señala que las 
mismas son comunes en este género, implicadas 
en la producción de hemorragias, edema y en 
la alteración de los sistemas de defensa del 
organismo, favoreciendo el desarrollo de los 
procesos infecciosos. En las cepas de este estudio, 
se evidenció la producción de las enzimas DNasa, 
gelatinasa, lecitinasa y elastasa, coincidiendo con 
lo señalado en las monografías revisadas sobre 
propiedades y mecanismos de virulencia en las 
especies del género Vibrio, realizada por los 
autores antes citados. La caracterización fenotípica 
permite establecer significativos avances en la 
fisiopatología de las infecciones intestinales  
causadas por este microorganismo.
	 La adherencia bacteriana a las células del 
huésped susceptible representa un paso importante 
para la colonización tisular y es mediada por 
moléculas llamadas adhesinas, destacándose en V. 
cholerae la proteína de membrana externa (Omp 
U) y la toxina reguladora de Pili (tox R) (31). En 
lo relativo a la alta capacidad de adherencia de 
las cepas de V. cholerae no-O1 de este trabajo a la 
línea celular HEp-2, se observa concordancia con 
lo publicado por Dalsgaard y cols. y por Israll y 
cols., apreciándose que predominó un patrón de 
adherencia difuso en las cepas de V. cholerae O1 
y V. cholerae no-O1 (32,33).
	 O t ro  f ac to r  de  v i ru lenc ia  en  los 
microorganismos pertenecientes al género 
Vibrio es la presencia de fimbrias, estructura que 
favorece la colonización y adherencia microbiana 
(34). En esta investigación se observó, a través 
de la prueba de hemaglutinación con eritrocitos 
humanos, la presencia de fimbrias en las cepas 
objeto de estudio. Nuestros resultados concuerdan 
con los datos obtenidos en experimentos sobre 
mecanismos de enteropatogenicidad, expresión de 
hemaglutininas y patrones de virulencia en cepas 
de V. cholerae O1, V. cholerae O139 y V. cholerae 
no-O1 aisladas de pacientes hospitalizados con 
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diarrea aguda, en los Estados Unidos de América 
y en Rusia, que demostraron porcentajes de 
positividad para este factor de virulencia de 61.5%, 
55.7% y 70%, respectivamente (35,36).
	 Los mecanismos de producción de virulencia 
no están bien esclarecidos en estos serogrupos 
(37). Los factores de virulencia estudiados en las 
cepas que incluyó esta investigación pudieran 
ayudar a dilucidar la patogénesis de V. cholerae 
no-O1 como agente etiológico de la EDA. 
	 Los resultados de esta investigación 
muestran un bajo grado de resistencia a los agentes 
antimicrobianos analizados, excepto sulfonamida 
y ampicilina; estos resultados pudieran deberse 
a que las cepas en estudio  han interactuado 
poco con los grupos de drogas antimicrobianas 
antes señalados, debido a que en Cuba se hace 
un uso racional de los antibióticos. Sin embargo, 
es necesario continuar una vigilancia estricta 
de la susceptibilidad bacteriana a las drogas de 
elección en estos microorganismos, para detectar 
cambios en los patrones de resistencia en las cepas 
circulantes en las diferentes  provincias y regiones 
del país.
	 En este trabajo se describen, por primera vez, 
algunas propiedades de virulencia de V. cholerae 
no-O1 aislados de pacientes con EDA en Cuba. 
Futuras investigaciones deben relacionarse con 
los mecanismos genéticos de virulencia y de 
resistencia contra los antimicrobianos en estos 
microorganismos.
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