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RESUMEN

Introduccion: El célera es una enfermedad infecciosa causada por la bacteria Vibrio
cholerae, que contamina el aguay los alimentos. Se caracteriza por diarrea aguda,
acuosa y profusa, de color blanco, riciforme (parece agua de arroz), nauseas y

vomitos.
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Objetivo: Describir las manifestaciones clinicas, resultados bacteriolégicos vy
secuencia gendmica del primer caso de cdlera reportado en Republica Dominicana
en cuatro anos, de origen importado, que marcé el inicio de un brote en 2022.
Presentacion del caso: Paciente femenina, haitiana, de 35 afios de edad, que tras
asistir al funeral de su padre en Haiti (fallecido por causas desconocidas) y
mientras regresaba a su residencia en Republica Dominicana, comenzo a sentir
sintomas como célicos, calambres abdominales y diarrea fétida, riciforme, durante
mas de un dia. Fue ingresada en el hospital, se medico con solucion salina al 0,9 %
por via endovenosa 1000 mL, ciprofloxacino 500 mg, paracetamol 1000 mg,
difenhidramina 25 mg, doxiciclina 300 mg, omeprazol 40 mg y lactato Ringer 100
mL por siete dias. El informe bacterioldgico reportd Vibrio cholerae serogrupo 01,
serotipo Ogawa, resistente al acido nalidixico y trimetoprim-sulfametoxazol. La
secuenciacion genomica evidencio la cepa VCO006A, correspondiente a la séptima
pandemia de la tercera transferencia de América Latina.

Conclusiones: Los sintomas presentados por la paciente fueron los tipicos del
colera. Los resultados de la secuenciacion gendmica confirmaron la enfermedad
por Vibrio cholerae toxigénico O1 linaje séptima pandemia y de la tercera
transferencia a América Latina. Esta es la primera secuenciacion gendomica que se
realiza a este microorganismo en la Republica Dominicana. Es indispensable
continuar la vigilancia epidemioldgica con el uso de métodos moleculares de
identificacion rapida, establecer buenos sistemas de eliminacion de desechos y
continuar la administracion de vacunas anticoléricas orales inactivadas que se
utilizan en la actualidad en todo el mundo y se han empezado a utilizar también por
primera vez en nuestro pais.

Palabras clave: Colera; Vibrio cholerae; diarrea; monitoreo epidemioldgico; brotes

de enfermedades; gendmica; Republica Dominicana.

ABSTRACT
Introduction: Cholera is an infectious disease caused by the Vibrio cholerae

bacterium, which contaminates water and food. It is characterized by acute, watery,
2
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and profuse diarrhea with a white, rice-water appearance, accompanied by nausea
and vomiting.

Objective: To describe the clinical manifestations, bacteriological findings, and
genomic sequence of the first reported cholera case in the Dominican Republic in
four years. This imported case marked the beginning of a cholera outbreak in 2022,
Case presentation: A 35-year-old Haitian female patient developed symptoms,
including abdominal cramps, colic, and foul-smelling rice-water diarrhea, for more
than a day after attending her father's funeral in Haiti (cause of death unknown)
and while returning to her residence in the Dominican Republic. She was
hospitalized and treated with intravenous 0.9% saline solution 1000 mlL,
ciprofloxacin 500 mg, paracetamol 1000 mg, diphenhydramine 25 mg, doxycycline
300 mg, omeprazole 40 mg, and Ringer's lactate 100 mL over seven days.
Bacteriological analysis identified Vibrio cholerae serogroup OT, serotype Ogawa,
resistant to nalidixic acid and trimethoprim-sulfamethoxazole. Genomic
sequencing revealed strain VCO006A, corresponding to the seventh pandemic
lineage and the third introduction into Latin America.

Conclusions: The symptoms presented by the patient were those typical of cholera.
The results of the genomic sequencing confirmed cholera disease caused by
toxigenic Vibrio cholerae 01, seventh pandemic lineage and third introduction into
Latin America. This represents the first genomic sequencing of this microorganism
conducted in the Dominican Republic. Continued epidemiological surveillance
using rapid molecular identification methods is essential, along with the
establishment of effective waste disposal systems and the ongoing administration
of inactivated oral cholera vaccines, which are used globally and have recently been
introduced for the first time in our country.

Keywords: Cholera; Vibrio cholerae; diarrhea; epidemiological monitoring; disease

outbreaks; genomics; Dominican Republic.
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Introduccion

El célera es una enfermedad bacteriana intestinal, caracterizada por diarrea aguda,
acuosa, profusa, indolora y blanquecina, riciforme (parece agua de arroz), nduseas
y vomitos. Es causado por la ingestion de alimentos o agua contaminados con
Vibrio cholerae, bacteria gramnegativa, anaerdbica, facultativa y movil.(12)

Se trata de un bacilo perteneciente a la familia Vibrionaceae. La mayoria de las
cepas pertenecen a los serogrupos 01y 0139.@) V. cholerae 01 se clasifica en los
biotipos Clasico y El Tor y en tres serotipos, Ogawa, Inaba e Hikojima. Esta bacteria
es responsable de la endemicidad y de eventos epidémicos en varias partes del
mundo.(23)

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la carga mundial del célera se
estima en 1,3 a 4,0 millones de casos con 21 000 a 143 000 muertes cada afio.®
La primera pandemia de colera documentada ocurriéo en 1817 en India. Desde
entonces y hasta la fecha, ha habido siete pandemias de cdlera, todas causadas
por V. cholerae serogrupo O1.

No existen registros documentados de codlera en la isla Hispaniola hasta la
introduccién de la enfermedad en Haiti en octubre de 2010,() donde se confirm¢ la
presencia de V. cholerae serogrupo O1, biotipo El Tor, serotipo Ogawa, como agente
etioldgico de un brote de diarrea y vomitos detectado en los departamentos del
Centro y Artibonite. El 15 de noviembre de 2010 se confirmé el primer caso de
colera en Republica Dominicana, en un paciente residente en el municipio de
Higiiey, provincia La Altagracia, quien regresaba de Haiti.(-3

Durante los dos primeros afos de la epidemia, se notificaron mas de 50 000 casos,
con una tasa de letalidad inferior al 2 %. La epidemia en el pais fue catalogada como
de baja intensidad, pues solo afecté al 0,2 % de la poblacion total. El 2 de octubre
de 2022 se confirmo un caso de cdlera en Puerto Principe y un caso sospechoso

en Cité de Soleil en Haiti, por lo que las autoridades sanitarias dominicanas
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activaron sus planes de respuesta con el fin de prevenir y controlar posibles casos
y brotes de célera en el territorio dominicano.®

El objetivo de este reporte es describir las manifestaciones clinicas, resultados
bacteriologicos y secuencia genomica del primer caso de célera reportado en
Republica Dominicana en cuatro afos, de origen importado, que marco el inicio de

un brote en 2022.

Presentacion del caso

Antecedentes y enfermedad actual
Se presenta una paciente de 35 anos de edad, de origen haitiano, sin antecedentes
patologicos conocidos. A través de un traductor refirio su reciente llegada desde
Haiti a la provincia de La Altagracia, Republica Dominicana, en transporte privado,
tras lo cual comenzo a sentir dolor tipo colico, irradiado a la espalda, de 12 horas

de evolucion y heces diarreicas fétidas de cantidad no especificada.

Exploracion fisica

La paciente fue ingresada en el hospital de la provincia y en el examen fisico se
reportd debilidad marcada, piel palida e hipotérmica, mucosa oral seca, signo del
pliegue positivo, ojos hundidos y sudoracion. Sus heces de gran volumen tenian el
aspecto caracteristico del agua de arroz, de color blanquecino, acompanadas de
secreciones mucosas.

Se realizo el diagnostico de enfermedad diarreica aguda, caso probable de célera,
segun lo establecido en el protocolo de vigilancia epidemioldgica de Republica
Dominicana, por lo que se puso en funcionamiento el protocolo de notificacion a

las autoridades del Ministerio de Salud Publica.(™

Pruebas complementarias y tratamiento
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La paciente se mantuvo en posicion decubito supino, con canalizacion de la via
central en la arteria subclavia izquierda, mientras se monitorearon los cambios
hemodinamicos. A su llegada al hospital, se medicé por via endovenosa con
solucion salina al 0,9 % 1000 mL, infusion endovenosa de ciprofloxacino 500 mg,
paracetamol 1000 mg, comprimidos orales de difenhidramina 25 mg y doxiciclina
300 mg, ademas de administracion endovenosa de omeprazol 40 mg vial 10 mL y
Ringer lactato 100 mL. En la medida que la paciente evolucionaba se fue afiadiendo
la medicacion segun la sintomatologia, durante el tiempo total de hospitalizacion
de 13 dias.

Los estudios de imagen realizados fueron radiografia de torax postero anterior (PA)
y ecografia abdominal, las cuales no presentaron hallazgos patoldgicos. En el
laboratorio, la muestra de heces reportd quistes de Entamoeba histolytica,
mientras que en el analisis de orina se reporto infeccion de vias urinarias. Ademas,
se realizaron otros estudios que se reportan mas adelante en el informe

bacterioldgico y secuenciacion genomica.

Evolucion

La paciente desarrollo insuficiencia renal aguda (IRA) como complicacion en la
terapia de hemodialisis debida al cdlera, consecuencia de desequilibrio
hidroelectrolitico tipo hiponatremia como diagndstico de egreso. Fue transfundida
con un paquete globular por anemia moderada. Durante la hospitalizacion
desarrollé también un desbalance hidroelectrolitico tipo hipopotasemia e infeccion
de vias urinarias, ambas condiciones tratadas adecuadamente.

La paciente fue dada de alta a los 13 dias, sin evidencia de evacuaciones diarreicas
los ultimos tres dias y notable mejoria del estado clinico de ingreso, por lo que se
decidié tratamiento ambulatorio y seguimiento via consulta y dialisis a
requerimiento. Sus signos vitales de egreso fueron: tension arterial 120/80 mmHg,
frecuencia cardiaca 78 latidos por minuto, frecuencia respiratoria 20 respiros por

minuto y saturacion parcial de oxigeno del 98%.
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Resultados bacteriologicos y de la secuenciacion del genoma
Las muestras fueron enviadas al Laboratorio Nacional de Salud Publica Dr. Defillo
(LNSPDD) y al Instituto Costarricense de Investigacion y Ensefianza en Nutricion y
Salud-Centro Nacional de Referencia en Inocuidad Microbioldgica de Alimentos
para su analisis. En el antibiograma se ensayaron los siguientes antibioticos, leidos
y comparados con los puntos de corte del Clinical and Laboratory Standards

Institute (CLSI) ED3-2016-2 (https://clsi.org/). Se reporté como resultado V.

cholerae serogrupo 01, serotipo Ogawa, resistente (R) al acido nalidixico (NA) y al

trimetoprim-sulfametoxazol (TZP) (tabla).

Tabla - Resultados del antibiograma realizado a V. cholerae

Antibiéticos probados Interpretacion
Ampicilina (AMP) Intermedio (1)
Amoxicilina/Acido clavulanico (AMC) Sensible (S)
Acido Nalidixico (NAL) Resistente (R)
Ciprofloxacina (CIP) Sensible (S)
Trimetoprima-Sulfametoxazol (SXT) Resistente (R)
Tetraciclina (TCY) Sensible (S)
Piperacilina Tazobactam (TZP) Sensible (S)
Cefotaxima (CTX) Sensible (S)
Cefuroxima (CXM) Sensible (S)
Cefepime (FEP) Intermedio (1)
Ceftazidima (CAZ) Sensible (S)

Los resultados de la secuenciacion confirmaron la identificacion de V. cholerae por
identidad de nucleétido promedio (ANI) y tipificacion de secuencia multilocus
perteneciente al tipo de secuencia 69 (ST69). Los softwares utilizados permitieron
identificar genes de virulencia por identificacion de resistencia a antibioticos

mediante la herramienta de exploracion y anotacion (ABRIcate) e identificacion de
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resistencia a antimicrobianos mediante ensamblaje (ARIBA) a través de los cuales

se identificaron los siguientes factores de virulencia bacteriana (VFDB):

- Genes de la toxina del cdlera ctxA, ctxB;

- Toxinas adicionales hlyA, ace, zot, rtxA (y rtxBCD);

- Colonizacion intestinal/genes de adhesion tcpA (y tcpBCDEFHIJQRST);,
- Gen de adhesion intestinal ompU;

- Reguladores transcripcionales toxR, toxT,

- Biopeliculas/gen de unién a superficie mshA (y mshBCDEFGHIJKMN);
- Genes de colonizacion intestinal acfA, acfB, acfD;

- Etiqueta A de mucinasa;

- Hemaglutinina hapA;

- Neuraminidasa/sialidasa nanH.

Usando ARIBA con variantes de BD ctxB:

La muestra presenté la variante ctxB7 (caracteristica del sublinaje LAT-3 de V.
cholerae).

Por ABRIcate y ARIBA con RESFinder se identificaron determinantes de resistencia
a la estreptomicina (aph(3’)-1b y aph(6)-Id), sulfametoxazol (sul2), trimetoprima
(dfrA 1), cloranfenicol (catB9) y florfenicol (floR). Ademas, se identifico un gen que
codifica para metalo B-lactamasa (varG) y para mecanismos de resistencia a
quinolonas (una mutacion puntual D476N en parE 'y mrsA).

Los analisis indicaron que la cepa VCO006A aislada de la paciente correspondia al
linaje pandémico 7PET (fig. 1) y al sublinaje LAT3 (fig. 2).
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Fig. 1 - Arbol de maxima verosimilitud con el linaje 7PET de la cepa aislada de la
paciente, construido a partir de las SNV obtenidas del alineamiento de genes core de 389
genomas de V. cholerae, mas un grupo externo de tres especies de Vibrio relacionadas
(383 secuencias en total) en las que se encuentra el arbol enraizado, utilizando Roary +
SNP-sites + 1Q-TREE.1000 bootstrap

SNV: Variacion en la secuencia de ADN que ocurre cuando se altera un solo nucleétido (adenina, timina, citocina o

guanina) en la secuencia del genoma.
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Fig. 2 — Arbol de maxima verosimilitud para el linaje 7PET, sublinaje LAT-3, construido a
partir de las SNV de un dataset de 85 genomas y la referencia V. cholerae N16961
(Snippy + SNPsites + IQTREE), enraizado en M66 y excluyendo los SNV ubicados en

regiones potencialmente recombinantes (Gubbins). 1000 bootstrap

SNV: Variacion en la secuencia de ADN que ocurre cuando se altera un solo nucleétido (adenina, timina, citocina o

guanina) en la secuencia del genoma. 7PET: Linaje de la séptima pandemia. LAT: Sublinaje de América Latina.

Diagnéstico
El diagndstico de la paciente fue colera, basado en los sintomas clinicos y
confirmado por pruebas de laboratorio, que demostraron la presencia de V.
cholerae serogrupo O1, serotipo Ogawa, resistente al acido nalidixico (NA) y

trimetoprim-sulfametoxazol (TZP). Los resultados de la secuenciacion genémica
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confirmaron que se trataba de Vibrio cholerae toxigénico 01, linaje séptima

pandemia (7PET) y de la tercera transferencia a América Latina (LAT-3).

Discusion
El colera sigue siendo una amenaza para la salud publica en los paises de ingresos
bajos y medianos. Todavia hay confusion en torno a las relaciones entre los clones
pandémicos de V. cholerae que circulan a nivel mundial y las poblaciones
bacterianas locales.®
De los serogrupos existentes, los mas relevantes son 01y 0139, pero el serogrupo
01 es el mas asociado a epidemias.® La actual séptima pandemia de célera (7P)
se inicid en 1961 y se atribuye al segundo linaje.
El resultado de la secuenciacion del aislamiento recuperado de la paciente de este
caso fue V. cholerae O1 toxigénico, perteneciente al linaje pandémico 7PET vy al
sublinaje LAT-3.
El colera entr6 al continente y al pais a través de movimientos de poblacion por
migracion, comercio o turismo. Las epidemias han sido consecuencia de diversas
introducciones internacionales.%
Las infecciones bacterianas y la aparicion de nuevas cepas en cualquier especie
siempre han sido un desafio, y el colera no es la excepcion. LAT (transmision
latinoamericana) tiene el sublinaje LAT-1y lleva la variante El Tor de ctxB (ctxB3).
Otras variantes son el gen VSP-II (insercién entre VC_0510 y VC_0516) y la isla
genomica WASA-1T. Los aislamientos LAT-1 mas recientes recolectados entre 2004
y 2010 en México albergaron una duplicacion truncada de CTX¢ y representan
adaptaciones localizadas de esta cepa 7PET.24
El segundo clon introducido en América Latina en 1991 se describié como serotipo
Ogawa, ribotipo 6a, ET3. Este clon se detect6 por primera vez en un pueblo
montanoso cerca de la Ciudad de México, en junio de 1991 y se cree que fue

importado a través de contrabandistas de coca.
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La tercera introduccion (LAT-3) involucré la importacion de una cepa del sur de
Asia a Haiti en 2010.4% El clon haitiano ha sido importado en paises vecinos,
incluidos Cuba, Republica Dominicana, Estados Unidos y México.®4 Los linajes
exhiben diferentes comportamientos epidemiolégicos y pueden ocupar diferentes
nichos ecolégicos en América Latina. Los linajes locales comparten muchas
caracteristicas con los clones pandémicos, como ser toxigénicos y del serogrupo
01 (456,7)

El potencial de un aislamiento de V. cholerae para causar enfermedad se
comprende mejor mediante el estudio de su gendmica, ya sea mediante la
secuenciacion del genoma completo o un esquema de tipificacion basado en la
reaccion en cadena de la polimerasa, ademas de considerar los sintomas clinicos,
el contexto epidemioldgico y los datos de fenotipo y serotipificacion.®919 De ahi la
importancia de este estudio, pues esta es la primera secuenciacion gendémica que
se realiza a este microorganismo en nuestro pais.

Con estos antecedentes, un brote de colera puede aparecer en cualquier parte del
territorio de la Republica Dominicana, por lo tanto, la vigilancia epidemioldgica es
uno de los instrumentos imprescindibles de la Salud Publica para registrar
constantemente la ocurrencia de enfermedades. Esto debe coadyuvarse con la
realizacion de la planificacion, ejecucion y evaluacion de las intervenciones de
Salud Publica encaminadas a prevenir y/o controlar los riesgos y dafos a la salud,
entre ellos, la vacunacion con las vacunas existentes y la disponibilidad de utilizar
métodos de identificacion rapida, de confirmacion diagndstica con inmediatez por
métodos moleculares y la secuenciacion genomica, con su correspondiente

informe en tiempo real para avisar de manera oportuna a las autoridades de salud.

Conclusiones
En cuatro anos hasta 2022 no se habian presentado casos de colera en la Republica
Dominicana. La paciente de este caso, que marco el inicio de un brote de la
enfermedad en 2022, presentd sintomas relacionados con el colera tales como

colicos, diarrea riciforme y calambres abdominales, que llevaron a la realizacion de

1z
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pruebas diagndsticas por secuenciacion gendomica. Los resultados confirmaron la
enfermedad de célera por Vibrio cholerae toxigénico serogrupo O1, serotipo Ogawa,
linaje de la séptima pandemia (7PET) y de la tercera transferencia a América Latina
(LAT-3), resistente a acido nalidixico (NA) y trimetoprim-sulfametoxazol (TZP).

Esta es la primera secuenciacion gendmica que se realiza a este microorganismo
en la Republica Dominicana. Es indispensable continuar la vigilancia
epidemioldgica con el uso de métodos moleculares de identificacion rapida,
establecer buenos sistemas de eliminacion de desechos y continuar la
administracion de vacunas anticoléricas orales inactivadas, que actualmente se
utilizan en todo el mundo y se han empezado a utilizar también por primera vez en

nuestro pais.
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