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RESUMEN

Se estudiaron 422 cepas de Vibrio cholerae no-O1 procedentes de 9 provincias del pais, de ellas 9 aisladas de un brote de
enfermedad de transmision hidrica. En la totalidad de las cepas se determind la susceptibilidad antimicrobiana y la presencia de
factores de virulencia. En las 9 cepas procedentes del brote, se realizo ademas, el estudio de macrorrestriccion de ADN mediante
la técnica de electroforesis de campo pulsado. Se demostré por primera vez en Cuba y el Caribe, la circulacion de cepas de
V. cholerae no-Ol atipicas (resistentes al compuesto vibriostatico O129 y al trimetoprim-sulfametoxazol). El comportamiento
de la susceptibilidad antimicrobiana demostr6é por primera vez la circulacion en Cuba de 2 patrones diferentes de resistencia
(ampicilina, trimetoprim/sulfametoxazol, sulfonamida y tetraciclina, trimetoprim/sulfametoxazol, sulfonamida). La frecuencia
de cepas resistentes al trimetoprim-sulfametoxazol se mantuvo similar en todo el periodo de estudio. Sin embargo, se produjo un
decrecimiento de la resistencia a la ampicilina y un aumento de la resistencia a la tetraciclina. Los principales factores de
virulencia que se encontraron fueron la gelatinasa, la hemolisina, la elastasa y la adherencia a células HEp-2. Sin embargo, las
cepas del brote mostraron mayores porcentajes que el resto, para la presencia de la toxina termoestable y la presencia de fimbrias.
Los resultados de los estudios molecular y epidemioldgico permitieron dar una respuesta acelerada y precisa sobre la etiologia del
primer brote de enfermedad de transmision alimentaria.
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Los miembros del género Vibrio son bacilos
gramnegativos, anaerobios facultativos y oxidasa
positiva, pertenecientes a la familia Vibrionaceae, pre-
sentando entre una de sus caracteristicas fenotipicas
la sensibilidad al compuesto vibriostatico O/129.! Este
género esta integrado por 65 especies, se identifica-
ron 12 patdgenas para el hombre, las de mayor im-
portancia clinica son Vibrio cholerae, Vibrio
parahaemolyticus y Vibrio vulnificus.!
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Vibrio cholerae de acuerdo con la composi-
cion del lipopolisacarido somatico tiene mas de 200
serogrupos, divididos en O1 y no-O1. Entre ellos, solo
los serogrupos O1 y 0139, son los responsables de
epidemias y pandemias de célera, que han llevado a
la muerte a miles de personas en el mundo.!

Vibrio cholerae no-O1 ha sido asociado con
casos esporadicos y con brotes de gastroenteritis
aguda en diferentes paises. La mayoria de las ce-
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pas no producen toxina colérica (TC), sino una
enterotoxina termoestable (ST), semejante a la
producida por Escherichia coli enterotoxigénica
(constituye el factor de virulencia principal asocia-
do a la patogenicidad en este microorganismo) y
una citotoxina tipo Shiga similar a la producida por
Shigella dysenteriae tipo I, relacionada con su
invasividad.? En Cuba la prevalencia de cepas de
Vibrio cholerae no-O1 de origen clinico que por-
tan el gen para la toxina termoestable es mas alta
que la reportada en otras areas geograficas, ex-
cepto en caso de epidemias.® Otros factores de
virulencia presentes en este género, son la pro-
duccion de enzimas extracelulares (gelatinasa,
elastasa, lecitinasa), citolicinas, citotoxinas,
hemolisinas, produccioén de polisacarido capsular,
hemaglutininas y toxina termoestable, algunos
de los cuales solo son investigados en caso de
brotes.*

La forma clinica mas comun producida por este
microorganismo es la gastroenteritis aguda, cuyo
espectro clinico es muy parecido al del colera.
Generalmente, la enfermedad es leve y tiene una
evolucion autolimitada, que no requiere de terapia
antimicrobiana; sin embargo, en diarreas profusas,
prolongadas con deshidratacion severa, moderada
y no autolimitable, en las infecciones extrain-
testinales (septicemia, otitis, entre otras) y en pa-
cientes inmunodeprimidos es necesario el uso de
agentes antimicrobianos. Los agentes de eleccion
en los adultos son las tetraciclinas, cloranfenicol y
el trimetoprim— sulfametoxazol. En nifios menores
de 9 anos debe usarse el trimetoprim—sulfame-
toxazol, y en las embarazadas la ampicilina es el
agente antimicrobiano mas seguro, se recomienda
como agentes alternativos las fluoroqui-nolonas
(ciprofloxacina y ofloxacina).’

Por lo antes expuesto y por la importancia que
reviste a los niveles nacional e internacional la vi-
gilancia microbioldgica y epidemiologica de Vibrio
cholerae no-O1, asi como la emergencia y dise-
minacidén de cepas resistentes a los agentes
antimicrobianos, se propuso realizar la caracte-
rizacion fenotipica en cepas de Vibrio cholerae
no-0O1 aisladas, de heces de pacientes con en-
fermedad diarreica aguda (EDA) en un periodo
de 10 afios y asi contribuir al mejor conocimien-
to del potencial patogénico de este microorga-
nismo en Cuba.

METODOS

Se estudi6 un total de 422 cepas de Vibrio
cholerae no-O1, aisladas de heces de pacientes
con EDA, procedentes de 9 Laboratorios de Mi-
crobiologia clinica de los Centros Provinciales de
Higiene y Epidemiologia (CPHE) del pais, de ellas
9 procedian de un brote de transmision hidrica
(acompanado de su encuesta epidemioldgica) ocu-
rrido en la provincia de Camagiiey en 2001. La
totalidad de las cepas fueron remitidas al Labora-
torio Nacional de Referencia de Enfermedades
Diarreicas Agudas del Instituto de Medicina Tropical
“Pedro Kouri” (LNR/EDA/IPK), en el periodo com-
prendido de enero de 1996 a diciembre de 2005.

Las 422 cepas mantenidas en medio de con-
servacion de Pasteur fueron inoculadas en caldo
cerebro-corazon, e incubadas a 37 °C durante 18
a24 h en condiciones de aerobiosis. Posteriormente
fueron sembradas en placas de agar tiosulfato
citrato sales biliares sacarosa (TCBS) e incuba-
das en las mismas condiciones de temperatura,
tiempo y aireacion antes mencionadas, al cabo del
cual se seleccionaron al menos 3 colonias por pla-
ca, que fueron inoculadas en los medios de dife-
renciacion primaria agar hierro y 2 azucares de
Kligler (AHK) y agar hierro lisina (AHL). Se es-
cogieron aquellas colonias que después del creci-
miento durante 18 a 24 h en condiciones de
aerobiosis a 37 °C, presentaron las caracteristi-
cas correspondientes al género Vibrio. La con-
firmacion en especie, la serotipificacion y el
estudio de la sensibilidad al compuesto vibrios-
tatico O/129 se realizd segun lo descrito en la
literatura especializada.'

La susceptibilidad antimicrobiana se llevo a
cabo utilizando los agentes antimicrobianos de elec-
cion: tetraciclina (TE), cloranfenicol (CL),
trimetoprim-sulfametoxazol (SXT), ampicilina
(AM) y sulfonamidas (SSS). Para las cepas reci-
bidas a partir de 2001 (197 cepas), se estudiaron
ademas, las drogas alternativas ciprofloxacina y
ofloxacina. Se utiliz6 el método de difusion en agar
(Kirby — Bauer) en la totalidad de las cepas. Para
la lectura e interpretacion de los halos de inhibi-
cion se utilizaron los protocolos recomendados por
el Comité de Estandares de Laboratorio Clinico de
2003 (NCCLS) y las del Instituto de Normas de
Laboratorio Clinico (CLSI) de los EE. UU., 2005
(National Committee for Clinical Laboratory



Standards. Performance standards for antimi-
crobial susceptibility testing: eight informatical
supplement. M 2-A8. 2003. p. 74) (Clinical and
Laboratory Standards Institute. Performance
standards for antimicrobial susceptibility testing:
eleventh informational supplement. Wayne; 2005.
CLSI Document M100-S15).

En la totalidad de las cepas fueron investiga-
das las enzimas extracelulares DNasa, elastasa,
gelatinasa, lecitinasa y 3 hemolisina, segtin lo des-
crito por Mac Faddin.® Ademas, fueron estudia-
dos otros factores de virulencia como la adherencia
a células HEp -2, segn Carello y otros,’ la pre-
sencia de fimbrias siguiendo la metodologia des-
crita por Nishikawa y otros.® La determinacion
de la actividad biologica de la toxina termoestable
fue investigada mediante la prueba de inoculacion
intragastrica en ratones lactantes y los valores
mayores o iguales a 0,083 (relacion cuerpo/intesti-
no) se consideraron positivos.’

En las 9 cepas pertenecientes al brote se llevo
a cabo el analisis de macrorrestriccion del ADN
cromosomal mediante una minielectroforesis en gel
de campo pulsado utilizando el sistema Guefast
06." El ADN de las cepas de Vibrio cholerae
fue preparado con una solucién no enzimatica que
contenia solo agentes quimicos.'® Los bloques de
agarosa — ADN fueron incubados a 37 °C durante
24 h en presencia de 5 U de enzima Notl (Pro-
mega). El ADN se visualizo en el minigel median-
te una tincion con bromuro de etidio a 0,5 pg/mL
durante 30 min y después se observo bajo un
transiluminador de luz ultravioleta.'® Los patrones
de ADN por la técnica de electroforesis en campo
pulsado (ECP) fueron comparados visualmente.
La similitud entre los tipos fue evaluada por el
programa informatico Free Tree-freeware!' que
realiza el analisis estadistico de variables multiples.
Los perfiles de los patrones de ADN fueron com-
parados utilizando el coeficiente de Dice."?

Como marcador de peso molecular se utilizd
el fago Lambda (1, 48,5kb- 100kb). Como cepas
de referencia en general se utilizaron:
Staphylococcus aureus 25923 ATCC;
Pseudomona aeruginosa 27853 ATCC;
Enterococcus faecalis 29212 ATCC; Escherichia
coli 25922 ATCC, y las cepas de V. cholerae 569B;
V. cholerae O139; V. cholerae no-O1 (CO32) ST+;
E. coli K99 ST-, pertenecientes al LNR/EDA/IPK.

Los analisis estadisticos fueron realizados usan-
do pruebas de proporciones para comparar los
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porcentajes. La prueba exacta de Fisher fue usa-
da para el analisis de los resultados de las cepas
del brote. En todos los casos las diferencias fue-
ron consideradas estadisticamente significativas
cuando el valor de p fue menor que 0,05. Todos los
analisis fueron desarrollados empleando los paque-
tes de programas para analisis estadisticos SPSS
version 10.0.1 para Windows' y EPIINFO, ver-
sion 6.04.'

RESULTADOS

Las 422 cepas en estudio resultaron ser baci-
los gramnegativos anaerobios facultativos, positi-
vos para las pruebas de oxidasa, lisina y ornitina
decarboxilasa y negativos para la arginina
dihidrolasa. Todas fueron métiles, con produccion
de indol, crecimiento hasta 6 % de NaCl, utilizaron
la sacarosa y el manitol, no asi el inositol, la
arabinosa y la esculina. Todas las cepas resultaron
ser Voges-Proskauer (1 % de NaCl) positivo; to-
das resultaron positivas para la D-galactosa y el
citrato de Simmons, y negativas para la hidrélisis
de laurea. De las 422 cepas estudiadas, 6 resulta-
ron resistentes al compuesto vibriostatico O/129.
Ninguna de las cepas en estudio aglutind con el
antisuero polivalente O1 y O139, por lo que que-
daron definitivamente identificadas como Vibrio
cholerae no-O1.

En la tabla 1, se observa la resistencia de las
cepas de Vibrio cholerae no-O1 a los diferentes
agentes antimicrobianos estudiados, destacandose
altos niveles de resistencia a la sulfonamida. To-
das las cepas estudiadas en el segundo quinquenio
fueron sensibles a los agentes antimicrobianos del
grupo de las quinolonas: ciprofloxacina y ofloxacina.

Del presente estudio, se derivaron 2 patrones
de resistencia, uno que se mantuvo durante todo el
periodo (AM -, SXT -, SSS) y otro que prevalecid
durante el segundo quinquenio (TE -, SXT -, SSS-).
Es de destacar que en ambos quinquenios se man-
tuvo la misma frecuencia de resistencia al
trimetoprim-sulfametoxazol y la sulfonamida
(p>0,05), con un decrecimiento significativo de la
resistencia a la ampicilina (p<0,01) y un aumento
de la resistencia a la tetraciclina (p< 0,01) en el
segundo quinquenio. De las 9 cepas pertenecien-
tes al brote de transmision hidrica, una resulto sen-
sible tanto a los agentes de eleccion como a las
alternativas, el resto de las cepas resultaron resis-
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tentes a la ampicilina. No se observo multirresisten-
cia en ninguna de las cepas.

En las 50 cepas estudiadas en 2001, 6 (12 %)
mostraron resistencia al compuesto vibriostatico
0/129 y al trimetoprim-sulfametoxazol de forma
conjunta, por lo que quedaron identificadas como
cepas atipicas.

Al investigar los factores de virulencia (tabla 2)
se observo como valores significativos la presen-
cia de hemolisina y gelatinasa en 100 % de los
aislamientos. Las 9 cepas pertenecientes al brote
de transmision hidrica fueron positivas para 7 de
los 8 factores de virulencia investigados, y mostra-
ron mayores porcentajes que el resto de las cepas
de casos esporadicos (Prueba de Fisher, p< 0,05).

Como resultado de 1a ECP en las 9 cepas proce-
dentes del brote de transmision hidrica, utilizando la
enzima de restriccion Notl se obtuvieron 4 patrones
de bandas diferentes, se distinguieron de 26 a 28 ban-
das por cada aislamiento y se obtuvieron fragmentos
con una talla entre 388 kb y 48,5 kb (fig.).

El analisis de agrupamiento permiti6 identifi-
car un grupo que estuvo conformado por las cepas
1,3,4,5,6,7,8,9; que son las mismas 8 cepas que
fueron resistentes a la ampicilina, y positivas a los
factores de virulencia: adherencia a células HEp-
2 y toxina termoestable. De estas 8§ cepas, la 3, 4,
5, 7, y 8 presentaron los mismos fragmentos de
restriccion y resultaron indistinguibles (se interpre-
taron como cepas causantes del brote). Las cepas
1, 6, 9 tenian un nivel de similitud de 98 % en rela-
cidn con las 5 antes mencionadas, esto indica la
estrecha correspondencia y que quiza estuvieran
genéticamente muy relacionadas (fig.).

El coeficiente de Dice resulto de 0,85.

DISCUSION

Patogenos reemergentes como Vibrio
cholerae O1 y Vibrio cholerae no-O1 estan su-
jetos a medidas de prevencion, control, vacunas,

TABLA 1. Susceptibilidad antimicrobiana de cepas de Vibrio cholerae no-O1. 1996-2005

Cepas estudiadas de V. cholerae no-O1

Agentes antimicrobianos 1996-2000 2001-2005 1996-2005
(n=225) (n=197) (n=422)
Resistentes Resistentes Resistentes
No. (%) No. (%) No. (%)
Ampicilina 117 (52,0) 63 (32,0) 180 (42,6)
Sulfonamida 55 (24,4) 44 (22,3) 99 (23,4)
Trimetoprim-sulfametoxazol 43 (19,1) 26 (13,2) 69 (16,3)
Tetraciclina 1 (0,44) 7 (3,5 8 ( L,8)
Cloranfenicol 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Ciprofloxacina - 0 (0) 0 (0)
Ofloxacina - 0 (0) 0 (0)

Fuente: Laboratorio EDA-IPK

TABLA 2. Factores de virulencia en cepas de Vibrio cholerae no-O1. 1996-2005

Cepas estudiadas de V. cholerae no-O1

Factores de virulencia Brote 1996-2005
(n=9) (n=413)
No. (%) No. (%)
Enzimas extracelulares
Elastasa 0 (0) 355 (85,9)
DNasa 9 (100) 284 (68,8)
Gelatinasa 9 (100) 413 (100)
Lecitinasa 9 (100) 322 (77,9)
Hemolisina 9 (100) 413 (100)
Otros
Presencia de fimbrias 9 (100) 268 (64.,9)
Adherencia a células HEp-2 8 (88.,9) 351 (84,9)
Toxina termoestable 8 (88.,9) 74 (17,9)

Fuente: Laboratorio EDA - IPK
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Carriles 1-9: Perfiles de ECP observados en las cepas procedentes del brote de transmision hidrica. Carril 10: Perfil de la cepa de referencia
Vibrio cholerae 569 B. Carril 11: Perfil de la cepa de referencia Vibrio cholerae O139. Carril 12: Marcador de peso molecular (Fago A).

Fig. Distribucion de los perfiles de electroforesis de campo pulsado (ECP) de las cepas Vibrio cholerae no-Ol, utilizando la enzima Notl.

estudios clinicos-epidemiologicos, de factores de
virulencia y de susceptibilidad a drogas anti-
microbianas.'”

La caracterizacion fenotipica y antigénica de
las 422 cepas de Vibrio cholerae no-O1 objeto de
este estudio resulto similar a la obtenida por Ou y
otros, quienes evaluaron 75 episodios diarreicos de
73 pacientes con diarreas invasivas en Africa. Se
identific6 con los mismos métodos microbiologicos
90 % de las cepas pertenecientes a este mismo
género y especie.!®

Numerosos estudios de susceptibilidad antimi-
crobiana han sido realizados en el género Vibrio,
los que han evidenciado su sensibilidad a los
aminoglucodsidos, cloranfenicol, acido nalidixico,
sulfonamidas y fluoroquinolonas. La sensibilidad
al trimetoprim-sulfametoxazol y la tetraciclina han
resultado variables.!”

Analizando los resultados de la susceptibilidad
antimicrobiana en este estudio, se observo que las
cepas presentaron resistencia moderada a la
sulfonamida. Similar nivel de resistencia fue en-
contrado por lwanaga y otros, quienes al estudiar
50 cepas de Vibrio cholerae no-O1 aisladas de
pacientes con EDA en Laos, encontraron entre 33
y 39 % de resistencia a la sulfonamida.'®

Los resultados del presente estudio en rela-
cion con la ampicilina estan acorde con los publi-
cados por Tjaniadi y otros, quienes en una
investigacion realizada en 8 provincias de Indonesia
encontraron 29 % de resistencia a la ampicilina,
evidenciandose asi, la generalizacion de la resis-
tencia a este agente antimicrobiano en diferentes

areas geograficas.!” El descenso de la frecuencia
de cepas cubanas resistentes a la ampicilina en el
periodo 2001-2005 pudiera explicarse por el cam-
bio en la politica de antibidtico en cuanto al trata-
miento de otras enfermedades diarreicas agudas
(shigelosis), en el cual se sustituy6 la ampicilina
por acido nalidixico.?

Los bajos niveles de resistencia a la tetraciclina
y al cloranfenicol encontrados en este trabajo di-
fieren con los de Kondo y otros en Tailandia, quie-
nes encontraron 100 % de resistencia a la
tetraciclina en 57 cepas de Vibrio cholerae no-
O1 procedentes de una epidemia.”’ Estas discre-
pancias en relacion con las cepas cubanas pudieran
atribuirse al uso adecuado de la terapia
antimicrobiana en el tratamiento de la enfermedad
diarreica aguda.

En un brote de célera ocurrido en Nigeria en
1995 se evaluo la sensibilidad y resistencia de 79
cepas de Vibrio cholerae O1, y se encontro 97,1 % de
sensibilidad al trimetoprim— sulfametoxazol.** Si-
milares resultados (95,1 %) se encontraron en ce-
pas de Vibrio cholerae no-O1 aisladas de pacientes
con gastroenteritis aguda en Argentina.?

Los bajos niveles de resistencia para ese agente
antimicrobiano encontrados en este trabajo, resulta-
ron similares al de los estudios antes mencionados.

Los resultados de la presente investigacion
muestran que en Cuba existe un bajo grado de re-
sistencia a los agentes antimicrobianos analizados,
lo que indica la necesidad de continuar la vigilan-
cia de estos microorganismos por causa de la exis-
tencia de cepas resistentes al compuesto O/129 y
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al trimetoprin- sulfametoxazol, lo que demanda la
practica de estudios moleculares para explicar el
origen de esta doble resistencia.*

Con el objetivo de prevenir la propagacion de
cepas Vibrio cholerae en Cuba, los resultados de
la presente investigacion aportarian antibiotipos
conocidos, lo que contribuiria a un adecuado trata-
miento clinico y epidemiologico.?

Son escasos los estudios sobre factores de vi-
rulencia realizados en América Latina y en el Ca-
ribe en cepas de Vibrio cholerae no-O1 aisladas
de pacientes con EDA *

Cuando se revisa la bibliografia cientifica in-
ternacional en relacioén con la produccion de
proteasas, enzimas extracelulares y citotoxinas,
entre otras, en el género Vibrio, se cita el articulo
escrito por Boiko y otros donde indica que son
comunes en este género, implicadas en la apari-
cion de hemorragia, edema y la alteracion de los
sistemas de defensa en el organismo; esto favore-
ce el desarrollo de los procesos infecciosos. En las
cepas de este estudio se evidencid la produccion
de las enzimas DNasa, gelatinasa, lecitinasa y
elastasa, que coincide con lo sefialado en las
monografias revisadas sobre propiedades y meca-
nismo de virulencia en las especies del género
Vibrio realizadas por el autor antes citado.”’

Estudios efectuados por Bravo y otros en 2000
demostraron la presencia de 20 % de toxina
termoestable en cepas de Vibrio cholerae no-O1
aisladas de pacientes con EDA,? esto coincide con
los valores obtenidos en la presente investigacion.

Numerosos métodos de tipaje han sido utiliza-
dos para el estudio y la caracterizacion de agentes
infecciosos causantes de enfermedades de trans-
mision alimentaria y enfermedades de transmision
digestiva, los cuales han permitido determinar la
relacion clonal entre los diferentes aislamientos.
Para lograr este objetivo el Centro de Prevencion
y Control de Enfermedades (CDC) de EE. UU.
ha evaluado, a través de la Red Internacional de
Pulse Net, diferentes protocolos para el estudio y
la caracterizacion molecular de patogenos entéricos
con empleo de la técnica de ECP.%

Laaplicacion de la técnica de minielectrofo-resis
en campo pulsado permitié conocer que 8 de las 9
cepas implicadas en el brote, estaban relacionadas
genéticamente y que 5 de ellas conformaban las ce-
pas del primer brote de enfermedad de transmision
hidrica en Cuba por Vibrio cholerae no-O1. Estos

resultados fueron avalados por la correspondiente
historia epidemioldgica que acompaniaba las cepas y
contribuy6 a determinar su relacion clonal. Similares
resultados fueron obtenidos por Rudra y otros en la
India al evaluar 60 casos clinicos en el desarrollo de
una epidemia de colera.*

Kam y otros, mediante la aplicacion de la mis-
ma técnica pudieron relacionar 220 cepas de Vibrio
cholerae no-O1 y O1 procedentes de brotes
diarreicos en China. Ellos demostraron que con la
utilizacidon de la enzima Notl pudieron obtener pa-
trones heterogéneos de ADN, lo que les permitio
definir que muchas cepas no estaban implicadas
en estos brotes.’!

El hecho de que las 5 cepas de Vibrio
cholerae no-O1 procedentes de Camagiiey estu-
viesen genéticamente relacionadas y que ademas
presentaran el mismo patréon de susceptibilidad
antimicrobiana reafirma el hecho de que esas 5
cepas fueron las causantes del brote, junto con las
3 cepas que estuvieron genéticamente relaciona-
das con ellas. Esto reafirma la necesidad de la vi-
gilancia epidemiologica de Vibrio cholerae no-O1
en Cuba. Los resultados de los estudios microbio-
loégico, molecular y epidemioldgico, permitieron dar
una respuesta acelerada y precisa sobre la etiolo-
gia del primer brote de enfermedad de transmision
alimentaria, que permitié constar en el pais con los
primeros patrones de electroforesis de campo pul-
sado en cepas de Vibrio cholerae no-O1.

Microbiological characterization of non-01 Vibrio
cholerae isolated in Cuba

SUMMARY

The study of 422 non-01 Vibrio cholerae strains from nine
provinces, 9 of them isolated from a water-borne disease
outbreak, was performed. All the strains exhibited antimicrobial
susceptibility and virulence factors. The nine strains from the
outbreak were subjected to a DNA macrorestriction study based
on the pulsed field electrophoresis technique. For the first time
in Cuba and the Caribbean, the circulation of atypical non-01
V. cholerae strains (resistent to vibriostatic compound 0129 and
trimethoprim/sulfamethoxazole). The behavior of antimicrobial
susceptibility evinced for the first time the circulation of two
different resistence patterns in Cuba (ampicilline, trimethoprim/
sulfamethoxazole, sulfonamide and tetracycline, trimethoprim/
sulfamethoxazole, sulfonamide). The frequency of trimethoprim/
sulfamethoxazole-resistent strains was similar during the whole
period of study. However, resistance to ampicilline decreased
whereas resistance to tetracycline increased. The main found
virulence factors were gelatinase, hemolysine, elastase and
adherence to Hep-2 cells. On the other hand, the outbreak strains



showed higher percentages than the others due to the presence
of heat-liable toxin and fimbriae. The results of the molecular
and epidemiological studies allowed giving a speedy and accurate
response that explained the etiology of the first food-borne
disease outbreak.

Key words: Non-01 Vibrio cholerae, antimicrobial resistence,
virulence factors.
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