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Abstract
Contribuciones de los autores: JIT:
Conceptualizé el estudio, realizo la curacion
de los datos, realizé el andlisis formal de los
datos, condujo la investigacidn, formuld el

Introduction. The integrons present in Vibrio cholerae are of interest in public health due to their
relationship with multiresistance to antimicrobials. Objetive. Perform a molecular characterization,
establish the presence of integrons and evaluate the antimicrobial resistance of Vibrio cholerae strains
of clinical and environmental origin isolated in Peru during the years 1991 to 2019. Methods. 34 strains

disenio metodolgico, realizé la administracion of Vibrio cholerae of clinical and environmental origin isolated during the years 1991 - 2019 were
ael proyecto y redactd el primer borrador evaluated. Al strains were reactivated, then grown in TCBS and in differential media for their taxonomic
original del articulo. DA: Conceptualizo el identification. An antibiogram was performed on all strains according to the disk diffusion method using
estudio, formulo el disefio metodologico, 16 antimicrobials of clinical use. The genomic DNA was extracted, then the molecular characterization
realizo la administracion del proyecto y revisé was carried out by PCR and subsequently the amplified products of the integrases were sequenced.
y aprobo la version final. RG: Administracion Results. All strains evaluated showed 100% sensitivity (n=34) for FEP, CTX, CAZ, CIP and CN. The
del proyecto, formuld el diisefio metodoldgico, antimicrobials that exhibited the greatest resistance were AMPR [26.5% (n=9)] and FZR [23.5% (n=8)].
reviso y aprobo la version final. In the present study, 8 antibiotics were established. All strains presented the intl4 gene, except those

of environmental origin. All type IV integrases had high homology. Conclusion. Vibrio cholerae presents
an increase in antimicrobial resistance. Serogroup O1 had the presence of class IV integrase, as well
Citar como: Ibarra-Trujillo J, Alvarado D, as high homology.
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INTRODUCCION

La epidemia de cdélera en América
Latina es uno de los eventos sanitarios
mejor documentados en el siglo pasado.
La séptima pandemia, la de mayor ex-
tensién, tanto geograficamente como en
duracién fue causada por Vibrio cholerae
01 @4, En Perd la epidemia del cdlera en
la década de los 90 generd 5030 falleci-
dos. Los brotes epidémicos ocurridos en
1991 y 1998 fueron de gran relevancia
debido a las condiciones ambientales, so-
ciopoliticas y sanitarias que favorecieron
la propagacion de la enfermedad ©.

La resistencia bacteriana es un proble-
ma de salud publica causante de morbi-
mortalidad hospitalaria. En las Ultimas
décadas, Vibrio cholerae se ha manifesta-
do como un patdgeno resistente a diver-
sos antibidticos, estos microorganismos
pueden desarrollar resistencia por muta-
ciones en genes cromosdmicos o captura
de material genético, lo cual puede ser
trasladados por pldsmidos, transposones
e integrones a través de la transferencia
horizontal de genes (THG) ©®7. Los inte-
grones son elementos genéticos movi-
les (secuencias de ADN) que permiten
la captura y expresion de casetes (genes
exdgenos) mediante una recombinacion
sitio especifico ®9. Los integrones pre-
sentes en Vibrio cholerae son de interés
debido a lo complejo que pueden sery su
relacién con la multirresistencia.

Marcos A. Sulca y col. en el 2018 rea-
lizaron en Peru un estudio con 170 cepas
de Vibrio spp aisladas en las costas de
Lima, las cuales fueron resistentes a anti-
microbianos especialmente del grupo de
la penicilina. Se encontrd un super inte-
grén en una de las cepas estudiadas que
correspondia a V. cholerae. Los investiga-
dores concluyeron que la resistencia no
estuvo relacionada con la presencia de
integrones y que estos aislados pueden
ser reservorios de genes de resistencia
en ambientes marinos 19,

Bhabatosh Das y col. en 2020 realizaron
una publicacién sobre la ecologia y meca-
nismo de resistencia de V. cholerae, y con-
cluyeron que los plasmidos, superintegron,
transposones y secuencias de insercion
presentes en el genoma de V. cholerae
cumplen un papel relevante en la resis-
tencia antimicrobiana y que estos son muy

dindmicos Y. Un andlisis metagendmico
para ubicar genes asociados a integrones
identificd 13 397 genes Unicos asociados
con este elemento genético. Los autores
concluyeron que la mayor diversidad la
presentaban las bacterias no cultivables 2.
Los integrones son estructuras genéticas
complejas importantes en la resistencia a
farmacos en procariontes *2),

Los brotes epidémicos de cdlera en
Haiti ocurridos en el 2010 y el mas re-
ciente en el 2022, indican que esta in-
feccion permanece latente y representa
una amenaza para la region %, En Perq,
existe una limitada informacién sobre la
presencia de integrones en Vibrio chole-
rae desde el Ultimo caso reportado en el
2001. Por esta razon, el objetivo del pre-
sente estudio fue realizar una caracteri-
zacion molecular, establecer la presencia
de integrones y evaluar la resistencia an-
timicrobiana de cepas de Vibrio cholerae
de origen clinico y ambiental aisladas en
Perl durante los afios 1991 al 2019.

METODOS

Cepas bacterianas

Las cepas de Vibrio cholerae inclui-
das corresponden al banco de cepas del
Laboratorio de Microbiologia Acudtica y
Aplicaciones Tecnoldgicas de la Facultad
de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM).
Adicionalmente, fueron incluidas cepas
del laboratorio de Referencia Nacional de
Enteropatdgenos del Instituto Nacional de
Salud (INS), las cuales fueron obtenidas de
la vigilancia de bacterias enteropatégenos
de importancia en salud publica en Peru.

Aislamiento e identificacion de Vibrio
cholerae

Todas las cepas fueron cultivadas en
caldo Luria-Bertani (LB) suplementado
con NaCl 1% por 24 horas. Posterior-
mente fueron identificados tomando los
criterios taxonomicos considerados en el
Manual de Bergey del 2015 (5,

Determinacion de la resistencia a antimi-

crobianos clinicos
Para evaluar la sensibilidad/resistencia
se utilizaron 16 antimicrobianos median-

te el método disco difusion 9. Los anti-
microbianos fueron los siguientes: acido
nalidixico (NA), amoxicilina- acido clavu-
|anico (AMC), ampicilina (AMP), azitromi-
cina (AZM), cefepime (FEP), cefotaxime
(CTX), ceftazidima (CAZ), ciprofloxacina
(CIP), cloranfenicol (C), doxiciclina (DO),
furazolidona (FZ), gentamicina (CN), imi-
penen (IPM), nitrofurantoina (F), tetraci-
clina (TE) y trimetoprim/sulfametoxazol
(SXT) marca Bioanalyse ®. Se comprobd
la eficacia de todos los antibidticos eva-
luados utilizando los cultivos de coleccidn
american type culture collection (ATTC).
Para determinar la presencia de enzi-
mas B lactamasa de espectro extendido
(BLEE) se utilizé la prueba de sinergia en
discos enfrentando amoxicilina con acido
clavulanico (AMC) con cefalosporinas de
3ra y 4ta generacion. Finalmente, todas
las placas fueron incubadas a 37 'C por 18
horas. Se realizo la lectura de los antibio-
gramas segun los criterios establecidos
por el Clinical and Laboratory Standards
Institute CLSI-M45.2016 #7),

Extraccion de ADN genémico

La extraccion del ADN gendmico del
cultivo celular de las cepas evaluadas se
realizd segln el kit innuPREP DNA Mini Kit
de Analytik Jena, siguiendo las indicacio-
nes del fabricante. Las concentraciones
de ADN gendmico de cada cepa fue me-
dida en un espectrofotometro NanoDrop
Lite de Thermo Scientific para determinar
la calidad de la muestra. Posteriormente,
los extractos de ADN fueron almacena-
dos en congelacion a -20 'C para utilizar-
los en las pruebas de reaccién de cadena
de la polimerasa (PCR).

Amplificacion por PCR para identifica-
cion de especie, factores de virulencia y
de la integrasa

La reaccién de amplificacion se llevo
a cabo en un termociclador para PCR
(ProFlex ™ PCR System), se prepard una
mezcla de 25 plL reaccién que contenia: 2
ulL de iniciador (0,4 uM) (1 pL primer Fy
1 L primer R), 0,5 uL de dNTP (0,2 mM),
0,75 uL de MgCl, (1,5 mM), 0,3 plL Taq
Pol. (1U) (invitrogen), 2,5 uL de buffer 1x,
15,95 uL de H,O PCRy 3 uL ADN muestra.
La mezcla de la reaccion que no presen-
taba ADN fue considerada como control
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negativo. Tanto los controles positivos y
negativos fueron incluidos en cada reac-
cion de PCR.

Los iniciadores empleados en la ca-
racterizacion fueron los genes VC 01 (V.
cholerae O1 — Lps), VC 0139 (V. cholerae
0139 — Lps), ctxAB (enterotoxina del cé-
lera subunidad AB), Vc-m: 165 — 235 ARNr
(especie de V. cholerae), ademas, del gru-
po de cebadores utilizados para amplificar
el gen de la integrasa (intl). Las condicio-
nes de la mezcla se muestran en la tabla 1.

Se realizé la estandarizacion de las con-
diciones de la PCR, siguiendo las instrucciones
provistas para la Tag polimerasa comercial
y de las condiciones que requieran los ini-
ciadores utilizados y el tamafio esperado
del fragmento a amplificar.

Electroforesis y visualizacion de los pro-
ductos de PCR

Para realizar la electroforesis de los
amplificados, se tomd 3 plL de los ampli-
cones y 2 ulL de buffer de carga, los cua-
les fueron separados por electroforesis
en gel de agarosa al 1,5 % en buffer TAE
1x, que contenia 10 uL de Safe View. El
voltaje empleado fue de 100 mV en un
tiempo de 40 minutos. Finalmente, el
gel se colocd con cuidado en el transilu-

minador para observar las bandas de
ADN amplificados y luego se fotografio.
Adicionalmente, se agregd un marcador
GeneRuller® para determinar el peso mo-
lecular de los amplicones.

Secuenciamiento de los productos de
PCR del gen intl

Los amplicones obtenidos fueron en-
viados para su secuenciamiento en el
INS. Se utilizé el método Sanger (Applied
Biosystems Foster City, California, United
States). Para ello se envid 40 L de cada
amplificado y 20 ulL de cada primer a una
concentracion de 0,4 UM para el secuen-
ciamiento de ambas hebras utilizando los
iniciadores que se detallan en la tabla 1.

Andlisis del secuenciamiento

Para establecer las relaciones evolu-
tivas de los taxones se utilizé el método
de Neighbor-Joining “®. Las distancias
evolutivas se calcularon usando el mé-
todo de maxima verosimilitud compues-
ta 8. La variacion de la tasa entre sitios
se modeld con una distribucién gamma.
Las posiciones de coddn incluidas fueron
12+223+32+ no codificante. Se eliminaron
todas las posiciones ambiguas para cada
par de secuencias (opcion de eliminacién

Tabla 1. Iniciadores utilizados en la identificacion de Vibrio cholerae, factores de virulencia y de la integrasa.

por pares). Los anélisis evolutivos se rea-
lizaron en MEGA11 1922,

Aspectos éticos

El estudio fue aprobado por la Unidad
de Posgrado de la Facultad de Farmacia
y Bioquimica de la Universidad Nacio-
nal Mayor de Marcos. Las cepas fueron
proporcionadas por el Laboratorio de
Referencia Nacional de Bacteriologia Cli-
nica del Instituto Nacional de Salud y del
Laboratorio de Microbiologia Acuatica y
Aplicaciones Tecnoldgicas de la Facultad
de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos. El estu-
dio no involucré la participacion de seres
humanos, ni de animales de laboratorio.

RESULTADOS

Caracterizacién molecular

De 34 cepas evaluadas, 20 correspon-
dieron al INS y 14 a la UNMSM. Las ce-
pas fueron de origen clinico y ambiental,
aisladas durante los afios 1991 al 2019
(Tabla 2).

Todas las cepas evaluadas fueron
identificadas correctamente utilizando
los criterios taxondmicos para el género

. . Gen Condiciones de la PCR Tamaiio del
Iniciador Secuencia bl lic
auco Desnaturalizacién Alineamiento Amplificacién amplicén (pb)
VCO1-F2 3" CAACAGAATAGACTCAAGAA 57 647
VCO1-R2 5" TATCTTCTGATACTTTTCTAC 3’ VvCOo1
. . 94 °C 55°C 2°C

VCO139- F2 3 TTACCAGTCTACATTGCC 5 ) VC 0139 1 min 1 min 2 min 741
VCO139- R2 5 TATCTTCTGATACTTTTCTAC 3
CtxAB-F 3'CGGGCAGATTCTAGACCTCCT'S CtxAB 982
CctxAB-R 5'CGATGATCTTGGAGCATTCCCA 3° 9a°C 60 °C 72 °C
CtxA-F 3'CGGGCAGATTCTAGACCTCCT'S 30s 60 s

, , CtxA 30s 564
CtxA-R 5'CGATGATCTTGGAGCATTCCCA 3
pVC-F2 3" TTAAGCSTTTTCRCTGAGAATG 5° ve-n 94 °C 60 °C 72 °C 300
pVC-mR1 5" AGTCACTTAACCATACAACCCG 3’ 45s 45s 45
INT-IU 5" GTTCGGTCAAGGTTCTG 3’ intll 94°C 5680 SC 7620 E: 923
INT-ID 5" GCCAACTTTCAGCACATG 3’ 60s
Inti2F 5" GCAAATGAAGTGCAACGC 3’ intl2 (‘?;:) g Z% s 7620 SC 467
Inti2R 5" ACACGCTTGCTAACGATG 3’
Inti3F 5" AGTGGGTGGCGAATGAGTG 3’ inti3 94°C 62°C 72°C 600
Inti3R 5" TGTTCTTGTATCGGCAGGTG 3° 60s 60s 60s
INT-4U 5" GTGTTCGCGAATTTATGC 3’ intl4 94°C 56 °C 72°C 936
INT-4D 5" ACGGGATAATGGCTTAA 3’ 60s 60s 60s

VC 0O1: V. cholerae 01 (Lps), VC 0139: V. cholerae 0139 (Lps), ctxAB: Enterotoxina del cdlera subunidad AB, Vc-m: 16S- 23S ARNr (especie V. cholerae). Integrasas: Intl1, Intl2, Intl3, Intl4
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Tabla 2. Caracterizacion molecular de cepas de Vibrio cholerae aisladas en los afios 1991- 2019. Lima- Peru.

Cédigo Vc 01 Vc 0139 Vcm ctxAB Origen Serotipo Ao Procedencia
C1 + - + + Clinico Inaba 1991 INS
C2 + - + + Clinico Inaba 1991 INS
C3 + - + + Clinico Inaba 1991 INS
c4 + - + + Clinico Inaba 1991 INS
C5 + - + + Clinico Inaba 1991 INS
cé + - + + Clinico Inaba 1991 INS
Cc7 - + + Clinico Inaba 1991 INS
c8 - + + Clinico FR 1992 INS
Cc9 + - + + Clinico FR 1992 INS
C10 + - + + Clinico FR 1992 INS
Cl1 + - + + Clinico Ogawa 1993 INS
C12 + - + + Clinico Ogawa 1994 INS
C13 + - + + Clinico Ogawa 1995 INS
C14 - + + Clinico Ogawa 1998 INS
C15 - + + Clinico Ogawa 1998 UNMSM
Cl6 + - + + Clinico Ogawa 1998 UNMSM
C17 + - + + Clinico Ogawa 1998 UNMSM
C18 + - + + Clinico Ogawa 1998 UNMSM
C19 + - + + Clinico Ogawa 1998 UNMSM
C20 + - + + Clinico Ogawa 1998 UNMSM
C21 - + + Clinico Ogawa 1998 UNMSM
C22 - + + Clinico Inaba 1991 UNMSM
C23 + - + + Clinico Inaba 1991 UNMSM
C24 + - + + Clinico Inaba 1991 UNMSM
C25 + - + + Clinico Inaba 1991 UNMSM
C26 + - + + Clinico Ogawa 1998 UNMSM
Cc27 + - + + Clinico Ogawa 1998 UNMSM
C28 + - + + Clinico Ogawa 1998 UNMSM
€29 - - + - Clinico - 2015 INS
C30 - - + - Clinico - 2015 INS
C31 - - + - Ambiental - 2018 INS
C32 - - + - Ambiental - 2018 INS
C33 - - + - Ambiental - 2019 INS
C34 - - + - Ambiental - 2019 INS

82,4 % 0 100 % 82,4%

VC O1: V. cholerae O1 (Lps), VC 0139: V. cholerae 0139 (Lps), ctxAB: Enterotoxina del cdlera subunidad AB, Vc-m: 16S- 23S ARNr (especie V. cholerae). FR:

fase rugosa.
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Vibrio y confirmadas por el equipo de
espectrometria de masas MALDI-TOF
(Bruker, Germany).

Resistencia a antimicrobianos

Todas las cepas evaluadas exhibieron
sensibilidad de 100% (n = 34) para FEP,
CTX, CAZ, CIP y CN. En términos de sus-
ceptibilidad intermedia, AMC y AMP pre-
sentaron valores de 11,8% (n =4)y 8,8%
(n = 3), respectivamente. Los demas anti-
bidticos tuvieron sensibilidad intermedia
inferiores al 6% (Tabla 3). Los antimicro-
bianos que exhibieron mayor resisten-
cia fueron FZ®, AMP®? y TER presentando
23,5% (n =8), 26,5% (n=9)y 11,8% (n =
4), respectivamente (Tabla 3).

En el presente estudio se establecie-
ron 8 antibiotipos. Las cepas con codigo
C19 y C16 fueron multirresistente a por
lo menos cuatro antibidticos probados y
corresponden a los antibiotipos | y Il cada
uno. Los codigos C14, C27 y C29 presen-
taron resistencia a tres antimicrobianos y
pertenecen a los antibiotipos IlI, IV y V.
Los aislados C21 y C28 fueron resistente
a dos antibidticos (APMF, FZF) y corres-
ponden al antibiotipo VI (Tabla 4). Los

antibiotipos del | al VI pertenecieron a las
cepas aisladas en el brote de 1998. El an-
tibiotipo VII (AMPF) fue reportado para el
aislado clinico C26 vy los aislados ambien-
tales C31 - C34.

Finalmente, se observaron 4 cepas
con cddigos C20, C22, C24 y C25 que
pertenecen al antibiotipo VIII (FZ?), de los
cuales el primero pertenece al afio 1998
y las otras tres a 1991.

Presencia del gen intl4

El 88,2% (n = 30) de cepas de origen
clinico de diferentes epidemias dieron
positivo a la amplificacién del gen intl4 y
el 11,8% (n = 4) de cepas de V. cholerae
aisladas de origen ambiental no amplifico
el gen de la integrasa 4 (Figura 1). Todas
las cepas evaluadas que fueron positivas
para intl4 presentaron fragmentos de
aproximadamente 950 pb a 1200 pb.

No se observaron amplificados con
fragmentos mayores a 1500 pb., tam-
poco se visualizaron amplificados para
intl1, intl2 e int/3. Todos los amplificados
se almacenaron en congelacién para su
posterior secuenciamiento.

Tabla 3. Susceptibilidad de cepa de V. cholerae O1 de origen clinico aislados en los afios 1991 al 2019.

Antimicrobianos

Sensible

Intermedio

Secuenciamiento del ADN

El arbol fue dibujado a escala, con lon-
gitudes de rama en las mismas unidades
que las distancias evolutivas utilizadas
para generar el arbol filogenético. Para el
analisis de los datos se utilizd aleatoria-
mente la secuencia nucleotidica de 5 ce-
pas evaluadas: C2 (IT4-2), C3 (IT4-3) ais-
ladas en el afio 1991, C14 (IT4-14), C18
(IT4-18) aisladas en el afio 1998 y la cepa
C29 (IT4-29) aislada en el afio 2015. Con
la finalidad de realizar un analisis compa-
rativo se seleccionaron 109 integrasas de
clase IV que han sido almacenadas en el
GenBank del National Center for Biotech-
nology Information (NCBI).

El programa bioinformatico utilizado
para este analisis es el MEGA11, el cual
desarrollé un arbol filogenético con un
total de 114 secuencias. En el arbol filo-
genético para poder observar las relacio-
nes evolutivas de los taxones se pueden
apreciar dos grupos (Figura 2).

El grupo | con 72 (63,2 %) secuencias
nucleotidicas en las que se encuentran
las 5 cepas seleccionadas, con las 67
secuencias de integrasas de tipo IV en-
contradas en la base de datos GenBank

Resistente

n n
Acido Nalidixico (NA) 33 97,1 0 0,0 1 2,9
Amoxicilina-Ac. Clavulanico (AMC) 29 85,3 4 11,8 1 2,9
Ampicilina (AMP) 22 64,7 3 8,8 9 26,5
Azitromicina (AZM) 33 97,1 0 0,0 1 2,9
Cefepime (FEP) 34 100,0 0 0,0 0 0,0
Cefotaxime (CTX) 34 100,0 0 0,0 0 0,0
Ceftazidima (CAZ) 34 100,0 0 0,0 0 0,0
Ciprofloxacina (CIP) 34 100,0 0 0,0 0 0,0
Cloranfenicol (C) 33 97,1 0 0,0 1 2,9
Doxiciclina (DO) 32 94,1 0 0,0 2 5,9
Furazolidona (FZ) 26 76,5 0 0,0 8 23,5
Gentamicina (CN) 34 100,0 0 0,0 0 0,0
Imipenem (IPM) 32 94,1 2 5,9 0 0,0
Nitrofurantoina (F) 30 88,2 2 5,9 2 5,9
Tetraciclina (TE) 29 85,3 1 2,9 4 11,8
Trimetoprim/sulfametoxazol (SXT) 32 94,1 0 0,0 2 5,9

CLSI-M45.2016 (Clinical and Laboratory Standards Institute)
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Tabla 4. Antibiotipos de resistencia en Vibrio cholerae O1 de origen clinico aislado en los afios 1991 al 2019.

Antibiotipo Espectro de resistencia Cepas

| AZM, DO, FZ, F, TE C19

I DO, FZ, F, TE cl6

11 AMC, Te, SXT C14

[\ AMP, C, TE C27

\Y NA, AMP, SXT C29

VI AMP, FZ C21,C28

VII AMP C26,C31-C34
Vil FZ €20, C22, C24, C25
Total 16

Amoxicilina-acido clavulanico (AMC), ampicilina (AMP), azitromicina (AZM), cloranfenicol (C), doxiciclina (DO) 30 pg, fura-
zolidona (FZ), nitrofurantoina (F), tetraciclina (Te) y trimetoprim/sulfametoxazol (SXT).

(Figura 1). Este grupo presenta alta ho-
mologia que corresponden en la mayo-
ria a Vibrio cholerae O1. En este primer
grupo se observaron cinco secuencias
de integrasas que pertenecen a V. cho-
lerae 0139 que corresponden a los co-
digos LT992489, 1T992493, CP060095,
CP072850 y KF680548, aisladas en Ban-
gladesh, la India y Japon.

Ademas, se encontrdé una secuen-
cia de integrasa que fue aislada de una
cepa de Vibrio cholerae 037 reportada
en 1965 en Checoslovaquia con codi-
go CP047306. Se encontrd 5 secuencias
reportadas en PerU aisladas en los afios
1991 y 1992 con los codigos CP024868,
CP047296, CP064351, CP047298 vy
CP072848. Dentro de este grupo, se pue-
do encontrar una cepa aislada en el afio
1937 en Indonesia con cddigo CP001234
y otra aislada en el afio 1954 en Egipto
con cddigo CP013320. Finalmente se
observd secuencias de origen ambien-
tal (alimentos) en este grupo, con codi-
gos CP002556, CP013013, CP012997,
CP036500 y CP053795.

En los grupos Il y Il con 34 (29,8 %) y
8 (7%) secuencias nucleotidicas, respec-
tivamente, se observd diversidad de la
integrasa 4 (Figura 1). En este grupo en-
contramos gran parte de especies de V.
cholerae con serogrupos 05, 017, 027,
045, 051, 063, 077, 096, 0102 y 0207.
Todas fueron aisladas de agua de mar, ali-
mentos, calamar, camaron, entre otros.
Dicho grupo presentd secuencias de V.
cholerae de origen clinico, no se pudo
observar cepas con serogrupo O1.

DISCUSION

La incidencia del cdlera en Perd ma-
nifestd una disminucién notable en los
Ultimos afios, siendo el ultimo brote epi-
démico importante el del afio 1998. En la
actualidad no se reportan casos de Vibrio
cholerae O1 toxigénico de muestras clini-
cas. No obstante, en Haiti han ocurrido
dos grandes brotes epidémicos en los
afios 2010 y 2022 ¥, aislandose algunas
cepas V. cholerae multidrogorresistente,
en consecuencia, el riesgo de una ree-
mergencia del Célera en Peruy las améri-
cas estd latente.

Con respecto a la identidad de la es-
pecie, se destaca la presencia de cepas
en su mayoria con el serogrupo 01 (82,4
%), al igual que el gen de la toxina colé-
rica CT. Con respecto a los serotipos, 11
fueron Inaba, 14 Ogawa, 2 no se les pudo
determinar porque presentaban forma
rugosay 6 cepas se les clasificé como No
01/0139.

La resistencia a diversos farmacos
plantea una amenaza global que va en
aumento afectando la salud publica, el
ecosistema, la produccién y la seguridad
alimentaria . Los ensayos realizados
para evaluar la susceptibilidad a los an-
timicrobianos de uso clinico dieron como
resultado un 100% de sensibilidad para
guinolonas, cefalosporinas y aminoglucé-
sidos. Estos antimicrobianos han demos-
trado tener buenos efectos bioguimicos
y fisioldgicos en todas las cepas evalua-
das, las quinolonas son antibidticos cuya
funcidn es la de afectar el metabolismo o
arquitectura del genoma (24-26),

Los antimicrobianos que presentan
valores elevados de sensibilidad como la
azitromicina, cloranfenicol, trimetoprim/
sulfametoxazol, doxiciclina, nitrofuran-
toina, amoxicilina — acido clavulanico, y
tetraciclina ya han sido utilizados desde
hace afios en el tratamiento del célera
con buenos resultados 728,

Los antibidticos que exhibieron mayor
resistencia antimicrobiana en el presen-
te estudio fueron la ampicilina y furazo-
lidona. Estos resultados también fueron
reportados en otras investigaciones con
cepas de V. cholerae de origen clinico y
ambiental *+2>2% 'y en un analisis en Peru
que encontrd resistencia a ampicilina en
cepas de Vibrio de origen ambiental (19,
Los hallazgos sefialan que la resistencia a
ampicilina estuvo presente en cepas ais-
ladas de origen clinico como ambiental.
Las investigaciones en areas endémicas
muestran altos valores de resistencia
para este antibidtico ).

Con respecto a los perfiles de resisten-
cia a antimicrobianos, los antibiotipos | al
VI corresponden a cepas que pertenecen
al afio 1998, y presentan resistencias a
varios antibidticos. Los antibiotipos VI
y VIl incluyen a los antimicrobianos fu-
razolidona y ampicilina, que como ya se
ha mencionado, son los antimicrobianos
gue mas resistencia han presentado.

La resistencia a los antimicrobianos en
Vibrio cholerae en las Ultimas décadas se
ha ido incrementando >3, Estudios pre-
vios sefialan la sensibilidad a diferentes
farmacos cuando aparecio el brote epidé-
mico en nuestro pais en el afio 1991 @3,
Posteriormente, nuestros hallazgos mues-
tran una emergencia en la resistencia,
especialmente luego del brote epidémico
de 1998, explicado probablemente por
las condiciones sociales imperantes y al
evento climatoldgico el Nifio que ocurrio
entre 1997y 1998, el cual fue considerado
como extraordinario 2,

La resistencia a los antibidticos requie-
re de medidas coordinadas para evitar la
aparicion de cepas multirresistentes, esto
es todo un desafio que requiere la partici-
pacion no solo de investigadores, personal
sanitario, poblacion en general, sino tam-
bién de organismos gubernamentales.

En cuanto a la busqueda de genes de
integrasa, encontramos la integrasa de
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Figura 1. Cepas evaluadas para el super integron aisladas en el afio 1991y 2019

C+: Vibrio cholerae 01, Mk: GeneRuler, A: V. cholerae origen ambiental.

clase 4 (intl4) en la mayoria de las cepas
evaluadas (88,2%). El intil4 estuvo pre-
sente en las cepas sensibles como en las
resistentes. Investigaciones sobre la pre-
sencia del gen intl4 en cepas de Vibrio
cholerae de distintos serogrupos aisladas
en diferentes afios, sugieren que el gen
intl4 es ubicuo en la especie (3339,

La mayoria de las cepas que presen-
taban la int/4 dieron un fragmento de
aprox. 950 pb, que es el tamafio espe-
rado para intl/4. Sin embargo, una cepa
con codigo C12 aislada el afio 1994 y tres
cepas con cddigos C8, C9 y C10 proce-
dentes del afio 1992 (datos no mostra-
dos) produjeron fragmentos de aprox.
1200 pb, que es 264 pb mas grande del
tamafio esperado. Lei Shiy col reportan
integrén cromosomal o super Integron
(ICs) con tamafio de hasta 2200 pb, es
decir con un 1,3 Kpb del tamafio espera-
do, esto fue explicado por la presencia de
una secuencia de insercién 1S1369 pre-
sente en el integrén 9.

Los 4 aislados de Vibrio cholerae de
origen ambiental presentaron resistencia
a ampicilina que es comun en especies de
Vibrio aisladas en ambientes acuaticos,
causado por la presencia de un gen de
B-lactamasa que se localiza en su geno-
ma ©7. Algunos investigadores reportan
la presencia de los genes int/1 e intl2, en
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cepas de Vibrio cholerae multirresisten-
tes de origen clinico y ambiental (338 39,

Segun los resultados obtenidos de la
sensibilidad antimicrobiana, no se en-
contrd una relacién entre la resistencia
y la presencia del intl4. Estos resulta-
dos coinciden con otras investigaciones,
como la realizada en Perd con 170 ce-
pas de Vibrios de origen ambiental mul-
tirresistentes a antibidticos. El estudio
reportd la presencia de un ICs (integrén
cromosomal) en una cepa de Vibrio cho-
lerae, concluyendo que la resistencia a
los antimicrobianos no estad relacionada
con la presencia de los integrones (9,

Con respecto al analisis del secuen-
ciamiento del gen integrasa de clase IV
(Inti4), en el grupo | se pudo determinar
la homologia que existe entre las distintas
secuencias nucleotidicas comparadas, el
serogrupo predominante fue el O1. Este
alto nivel de conservacién de las secuen-
cias se pudo observar también en cepas
del serogrupo 0139 y una cepa con sero-
grupo 037 (aislada en el afio 1965), esto
como consecuencia que estas plataformas
de recombinacion genética son elementos
clave en la adaptacién y evolucién del ge-
noma bacteriano “%. Es importante desta-
car que las cepas mas antiguas utilizadas
en el presente estudio y registradas en el
GenBank fueron de los afios 1937 y 1954,

casi al inicio de la era de los antibidticos.
Asi también lo demuestra un estudio reali-
zado con cepas de Vibrio metschnikovii ais-
ladas en 1888 Y, lo que se podria suponer
que su aparicion en el genoma bacteriano
no es el resultado de un proceso exclusiva-
mente de resistencia antimicrobiana.

Las secuencias analizadas en el pre-
sente estudio también tienen homologia
con 5 secuencias registradas en el Gen-
Bank que fueron aisladas de Peru en los
afios 1991y 1992 “?), lo que demuestra el
elevado grado de conservacién de estas
integrasas en Vibrio cholerae O1.

Las secuencias clasificadas como gru-
po Il y lll exhibieron una diversidad para
la integrasa de tipo IV, en este grupo se
observa la presencia de Vibrio no epi-
démicos (V. cholerae No-01/0139) que
como ya se sabe presentan factores de
virulencia que pueden generar brotes
epidémicos %) |as secuencias de vi-
brios considerados en este grupo fueron
aisladas de ambientes acuaticos (espe-
cies marinas o dulceacuicolas) y clinicos.
Estas secuencias han sido aisladas de ce-
pas provenientes del continente asiatico
y de Estados Unidos. Las condiciones am-
bientales como la temperatura, la con-
centracién de Na, el pH, la disponibilidad
de nutrientes; inclusive la recombinacién
de genes presentes en integrones de ar-
queas podria desempefiar un papel fun-
damental en la evolucién 4,

Los integrones todavia nos proporcio-
nan mucha informacién sobre las estra-
tegias para capturar genes exdgenos de
diferentes origenes, todo esto con la fina-
lidad de adaptarse a cualquier ambiente
y prosperar en diferentes nichos ecologi-
cos a través del tiempo. El Vibrio cholerae
es una especie ampliamente estudiada,
que todavia encierra muchos misterios
en su genoma.

Las limitaciones del estudio incluyen
el tiempo limitado para poder secuen-
ciar mas cepas de Vibrio cholerae. Ade-
mas, en el caso de aquellas cepas de V.
cholerae de origen ambiental que dieron
negativo a la integrasa de tipo IV seria
conveniente realizar un secuenciamiento
de su genoma, debido a que unos inte-
grones llevan secuencias de insercién (Sl)
que podria dificultar su reconocimiento
por los iniciadores convencionales.



Resistencia antimicrobiana del Vibrio cholerae Jimmy Ibarra-Trujillo y col.

- 1937 1998 - 2012
1938 . 2001 2013

B ose W20z ™
961 1 2008 2017
: =

[ ez . 2006 | 2018

- 1964 . 2007 . 2019

2021
B 2022

1968 | 2009
B o 2010
1973 201
1974 ..
B v [ frica :
o ™ u"
[ asia

|

. Europe .
W o |
. Oceania -l

" Indonesia [ Austratia
B aa Bahrain
" Japon [ sangladesh
B Korea dei sur I sarein
B voruega I rasit [ Ambiental
H re | canada Clinico
~ Reino Unido | Checostovaquia
[ Republic of the Congo China
| Rusia Egipto
B rhaitand I Fuipinas
Gk Haiti
B vose india

Figura 2. Filogenia de 114 secuencias las integrasas de tipo 4 de Vibrio cholerae. Se observa el grupo | que retne las cinco secuencias evaluadas y las secuencias obteni-
das del NCBI el serogrupo predominante es el 01, el grupo Il y Il que junta las secuencias de V. cholerae de otros serogrupos. Estas secuencias del género Vibrio fueron
reportadas en el NCBI (National Center for Biotechnology Information).
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Concluimos que el gen integrasa de
clase IV estd presente, segln nuestros
resultados, en las cepas de Vibrio chole-
rae de origen clinico. Con respecto a las
secuencias analizadas para la integrasa,
estos presentaron una alta homologia
especialmente las que pertenecen al se-
rogrupo O1. Finalmente, las pruebas de
sensibilidad a los antimicrobianos nos de-
muestran un incremento de la resistencia
para algunos antibidticos especialmente
para ampicilina y furazolidona.
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