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Resumen

Se trabajaron con 100 muestras ambientales (aguas negras) recolectadas de
diferentes partes de la Ciudad de México. De éstas muéstras se aislaron y se lograron
propagar 3 bacteriéfagos de Vibrio cholerae O1 biotipo eltor, a los cudles se les
llamé: 41 INDRE, 670 INDRE, y 672 INDRE.

Se observé que los fagos INDRE tuvieron la misma afinidad y el mismo
comportamiento liticoqueel fago V eltor de Basu y Mukerjee cuando se enfrentaron
acepas de Y, cholerae O1 biotipo eltor. También mostraron la misma afinidad hacia
los tres serotipos de Y, cholerae.

Se les practicé la técnica de extraccién de DNA a todos los fagos ( 41, 670, 672,
IV y V) para comparar, por medio del corrimiento electroforético, los pesos
moleculares de los genomas. De ésto se obtuvo que los cinco genomas de fagos
tienen el mismo peso molecular, Se calculé el peso molecular y resultd ser que los
DNAGs de losfagos IV clésico, Veltor, 41 INDRE, 670 INDRE y 672 INDRE, tienen
el mismo valor de peso molecular que es de 13,894 pares de bases (pb).
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I. ASPECTOS GENERALES.

El célera es una enfermedad especifica del ser humano. Se sabe que produce
infeccién gastrointestinal aguda, grave, caracterizada por la aparicién brusca de
diarrea acuosa y abundante, vémitos, deshidratacién répida, acidosis, colapso
circulatorio y en los casos no tratados, la muerte dentro de las 24 horas de su
aparici6n. La infeccién también puede ser asintomdtica o provocar sfntomas leves.
La letalidad en los casos graves no tratados puede exceder el 50%, pero si se aplica
tratamiento oportuno ésta se reduce a menos del 1% (27,52). Esta enfermedad ha
involucrado a muchos paises del mundo en siete epidemias originadas en la India,
en ei continente asistico (32).

Estimaciones hechas por Pollitzer (1959), sefialan que se perdieron més de cien
millones de vidas en estas epidemias (41).

Las epidemias de célera originadas en Asia fueron conocidas como c6lera
asidtico, El organismo causal de ésta enfermedad fué Vibrio cholerae Clésico.
Gotschlichen 1906, aisl6 otro tipo de éste organismo del intestino deseis peregrinos
delaMecca, enlaestacién de cuarentena El Tor, enlaIndia. Los pacientes provenfan
deun 4rea que era completamente libre de c6lera, ésto causé gran confusién respecto
alaidentidad yel origen de labacteria, Estas cepas deYibrio prcsentarbnuna similitud
muy estrecha con el tipo cldsico de Y, cholerae, excepto en la pueba de hemélisis de
eritrocitos de carnero o cabra, propiedad que no se presenta en las cepas clésicas. A
éstas cepas de Y, cholerae; cominmente se les conocfa como vibrios El Tor, pero
desde 1969 se le denomina como Y, cholerae biotipo o biovar eltor. ¥, cholerae
biovar eltor fué aislado de gran cantidad de casos de diarrea secretora severa,
también se recuper6 de individuos sanos y de fuentes acudticas situadas en el
suroeste de Asia y en la India (41).

En 1961, territorios extensos del lejano oriente incluyendo a Macao, Hong Kong,
Sarawak y Filipinas estuvieron involucrados en lo que ahora se sabe fué el principio
de la séptima pandemia (13), Mukerjee y Guha Roy (1962) fueron los primeros en
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reportar aislamientos de ¥, cholerae biotipo eltor de las epidemias de céleraen éste
territorio. Enésta década, el c6leraeltor se extendié sobre las islas del oeste y del sur
del Pacffico, a paises del sureste y Asia central hasta llegar a muchos paises lejanos
de Africa y Europa (41).

En vista de que la historia del célera se ha caracterizado por oleadas epidémicas,
se crefa que no existfa ningiin reservorio natural permanente en la mayor parte del
mundo, Sin embargo, en afios recientes se han identificado en el ambiente focos
endémicos de ¥, cholerae Ol toxigénico. Por ejemplo, reiteradamente se han
producido casos de célera a consecuencia de haber bebido agua de ciertos rfos
australianos remotos o por comer cangrejos semicocidos capturados en las aguas de
la costa del Golfo de Méxicoen territorio perteneciente alos E.U, Enambos lugares
se aislé ¥, cholerae O1 toxigénico de las aguas superficiales. Ello indica que al
menos al gunas cepas de Y, cholerae O1 pueden persistiren el ambiente natural, tanto
en aguas de mar como en aguas de rfo; y con mayor razén, persisten en corrientes
de aguas residuales o aguas negras (13, 22,38, 51),

1. DEFINICION DE Yibrio cholerae.

Vi cholerae es un bacilo aerobio gram negativo curvo que tiene gran movilidad
por poseer un flagelo polar. No forma esporas. Es indofenol oxidasa positivo y a
partir dela glucosaproduce dcido, sin gas. Usualmente, no fermentalalactosadentro
de 24 h de incubacién. Fermenta la glucosa, la sacarosa y la manosa, pero no la
arabinosa, Una cepa puéde ser llamada ¥, cholerae tan solo si produce lisina des-
carboxilasa, ornitinadescarboxilasa, pero noproduce arginina dehidrolasa, ni 4cido
sulfhidrico detectable en el medio de TSI 6 en el agar hierro de Kligler (16,41),

Los primeros estudios de la estructura alltigénica de Yibrig revelaron que hay
diferentes tipos serolégicos y demostraron la presencia de antfgeno flagelar H
(termolébil) y antfgeno somético O (termoestable), Las grandes epidemias de cdlera
fueron causadas por cepas de Y, cholerae con un mismo antfgeno somético O



presente en su pared celular, que se designa como grupo Ol, Sin.embargo, las
cepas pertenecientes a otros grupos serolégicos, como grupos de Y, cholerag No Ol
ovibrios NAG (vibriosno aglutinables consueroanti-O1, designados con nimeros
ardbigos) se han encontrado en otros brotes de diarrea parecida a c6lera o en casos
de gastroenteritis (16). La simple distincién entre V, cholerae Ol'y ¥, cholerae No
Ol se volvié obsoletaa princios de 1993, cuando se dié el primer reporte de que una
severa epidemia parecida a colera emergi6 en la India y Bangladesh (7). En un
principio,el organismo causante de éste brote fué clasificado como Y, cholerae No
Ol Sin embargo, investigaciones posteriores demostraron que éste
microorganismo no pertenecfa a los serogrupos “O” previamente descritos para y,
cholerae, sino que era uno nuevo, designado como 0139 (30, 48).

Y, cholerae O1 se clasifica en dos biotipos o biovares: biotipo cldsico y biotipo
eltor. La variante eltor fué descubierta como la causante de c6lera durante laséptima
epidemia; pero las propiedades de ese organismo no fueron lo suficientemente
distintivas como para demandar o cambiar su identidad como una especie separada
(16).

Y, cholerag biotipo clésico y biotipo eltor pertenecen al serotipo O1. Los vibrios
del serogrupo O1 pueden ser diferenciados serolégicamente en tres subgrupos o
serotipos enbase aqué componentes del antfgeno O (A, B yC) seexpresanenla
pared celular de Ia bacteria. Estos serotipos son: Inaba, Ogawa e Hikojima, (16).
(Tabla 1).

11T DEFINICION DE BACTERIOFAGO.

Las bacterias son sujetos deinfecciénpor un gran mimero de virus, conocidos
como bacteriéfagos.

Aunque los efectos de la infeccién por bacteriéfagos fueron observados por
muchos investigadores en los inicios del siglo, no fué sino hastaque Twort, en 1915,
estudi6 la accién Iitica en colonias de estafilococos y aislé el agente responsable.
Dos afios mas tarde, d'Herelle, independientemente aisl6 un bacteriéfago del bacilo



que produce disenterfa, caracterizdndolo como un pardsito ultramicroscépico
presente en la bacteria, y le dié el nombre de "bacteriéfago”. Hasta 1922, la
verdadera naturaleza de los bacteriéfagos eratodavfauntema controversial, yaque
lateorfade los virus no era completamente aceptada (10). Ahora, sin embargo, las
técnicas modernas han demostrado que estaban enlo cierto; y asf, Adams(1) defini6
que los bacteri6éfagos son "virus auténomos, andlogos a los virus de las plantas y de
los animales, pero que obligadamente parasitan a las bacterias", Hasta 1940, la
investigacidn de fagos consist{a principalmente de intentos desalentadores parausar
los fagos con fines terapéuticos y no fué sino hasta la Segunda Guerra Mundial en
que surgi6 una investigacién més a fondo (10).

Desde el descubrimiento de los bacteriéfagos, se han encontrado otros tipos de
sustancias, como las bacteriocinas, asociadas con varias especies de bacterias; pero
no todas tienen actividad biolégica como los bacteri6fag os, que pueden desarrollar
dostipos de ciclosreplicativos, elciclo lfticoy elciclo lisogénico,(ver masadelante)
(10).

Los estudios sistemdticos acerca de las propiedades ffsicas, quimicas y
biolégicas de los vibri6fagos empezaron a realizarse alrededor de 1960 (16).

IV. MORFOLOGIA Y CLASIFICACION DE VIBRIOFAGOS.

Los virus estin construidos con los mismos principios y, por lotanto, los fagos
tienen una forma viral convencional: un corazén constituido por &cido nucléico qué
puede ser RNA 6 DNA, y que esté envuelto por una capa protei ca'y ademAs, muchos
de ellos tienen un tallo con el cudl se adsorben a su célula hospedera, Sin embargo,
la forma y eltamafio de la cubierta de proteinas varfa grandemente. El 4cido
nucléico se encuentra en forma de una larga molécula filamentosa que puede estar
integrada por una cadena sencilla o una cadena doble (10). ‘



TABLA 1.

Serotipos de Y, cholerae Ol.
Serotipo Subsidiario de antfgeno O - Aglutinacién en
presente en cultivo, suero adsorbido de conejo
' Ogawa Inaba
Ogawa A B + .
Inaba A C -
Hikojima* A B, C +

* Algunos autores lo consideran como un serotipo de transici6n.

Tomado d¢ Giono, . 1994, 27).



La cubierta proteica es un ensamblado de subunidades morfblégicamcme idénti-
cas, las cudles estdn compuestas de unidades mis pequefias, La particula puede ono
tener apéndices como parte estructural o adheridas a ella. Para explicar la des-
cripcién morfoldgica, Lwwoff et al. en 1959 (34), desarroll6 una terminologfa
especial, El dcido nucleico se le conoce como corazén; 1a cubierta proteica es la
cdipside o cabeza y las subunidades morfol6gicas que lo forman son los capsémeros.
A la partfcula infectiva completa se le llama virion (29).

Los virus estén construidos en estrictas lfneas geométricas y obedecen las leyes
de simetrfa, Horne y Wildyrevisaron en detalle este aspecto (28,10). Los principios
estructurales fundamentales de los virus fueron dictados por Crick y Watsonen 1956
(14), quienes sentaron los principios; particularmente de los pequefios viriones
contenedores deRNA. Ellos sciialaron que el material genéticoera insuficiente para
codificar nada més que un pequefio niimero de protefnas de bajo peso molecular, asf
que eltinico modo de construir una cdpside era empleando repetidamente el mismo
tipo de molécula, Esta teorfa daba apoyo a la presencia de las subunidades proteicas
mencionadas antes, debido a que una mejor manera de utilizar las subunidades
idénticas era déndoles un rearreglo ordenado, como lo es el rearreglo simétrico.
Desde que se hicieron éstas predicciones, ¢l microscopio electrénico ayudé a
demostrar que éstas teorias son vélidas, no solo para los pequefios viriones, sino
también para los grandes y complejos virus, incluyendo los bacteriéfagos (10},

En 1984, Ackermann et al. (4), propuso el esquema de clasificacién actual; en el
que los fagos fueron clasificados principalmente empleando el criterio del Comité
Internacional de Taxonomfa de Virus (ICTV, por sus siglas en inglés), (37). Solo se
consideraron en ésta clasificacién los fagos cultivables y los de morfologfa cono-
cida. Se excluyeron aquellos fagos defectuosos y las vibriocinas (8).

Los fagos tienen cabezas isométricas o elongadas y tallos que son contréctiles,
largos y no contrdctiles o muy cortos y no contrictiles, Se agrupan en seis morfotipos
bisicos y en las familias: Myoviridae, Siphoviridae y Podoviridae , como se ilustra
enlafigural (,5).



Al Bl C1

A2 B2 C2

Myo- Sipho- * ‘Podo-
viridae
* También lamado Styloviridae.
Figura 1. Morfotipos de Vibriofagos.

Tomado de Ackerman, HW, y cols. 1984 (4),



La caracterizacién morfologfa sistemética de vibriofagos fué reportada por
primera vezpor Chatterjee etal, enl965 (15). Los fagos cldsicos de Mukerjee fueron
tefiidos, empleando la tincién negativa con fosfotungstato de sodio.

El fago del grupo I presenté una cabeza polihédricade 70.6 £ 1.8 x 74.0+2.7 nm.
La presencia de un tallo es dudosa, aunque se observé unaproyeccion corta parecida
a una barra o cola sobresaliente de un vértice de la cabeza. Los fagos del grupo II
poseen unacabeza polihédricabién definidade62.1 £3,1x65.6 3.7 nm, yuntallo
de 81.0 + 3.2 nm de largo y 16.6 2.0 nm de ancho. Se detectaron también,
estructuras semejantes a una placa, y fibrillas al final del tallo. Los fagos del grupo
III también presentaron una cabeza polihédrica de 61,1+ 5,0 x 64.4 + 5.3 nm, yun
tallo corto de 17.8 + 2,0 de largo y 17.4 +2.5 nm de ancho, Los fagos del grupoIV
poseenunacabeza polihédrica de73.843,3x83.6 £4.0 nm yuntallolargo, delgado ‘
yflexible de152,8+8.2 nmdelargoy 10.7% 1.4 nm deancho. Unaplacaoestructura
semejante a un plato de aproximadamente 13.0 nm fué detectada al final del tallo
(16,35,36, 41)(Fig. 2).

De los cinco grupos de fagos eltor, solo un fago perteneciente al grupo I fué
estudiado por Maiti y Chaterjee (41).

V. DIFERENCIACION DE BIOTIPOS DE Y, cholerae O1.

V, cholerae O1 biovar eltor se considera diferente de los vibrios del biovar
cldsico enbase a sus caracterfsticas bioqufmicas. La prueba de hemélisis, fué usada
por largo tiempo como tnico criterio para distinguir ambos biotipos de ¥, cholerae,
posteriormente se considerd inadecuada para éste propdsito. Las cepas eltor que
fueron no hemoliticas en su primoaislamiento pero fueron hemoliticas después de
unos cuantos subcultivos, siguieron siendo consideradas eltor .,Tomyando en cuenta
ésta variacién en la propiedad hemolitica de las cepas eltor. se desarrollaron otras
pruebas con el fin de diferenciar ambos biotipos (41),

Las pruebas mds importantes son: aglutinacién de eritrocitos de pollo, técnica
propuesta por Finkelstein y Mukerjee en 1963; sensibilidad- a polimixina B,

10



Lt

Figura2. ESTRUCTURA DE BACTERIOFAGO.

Bacteriéfago IV clasico de Vibrio cholerae.

Modificado de Ackerman, HW. y cols. 1984 (4) y Majumdar, S. y cols. 1988 (36).

Cabeza

Collar

Vaina contréactil

Tubo central

Placa terminal
Espiculas

Fibras caudales



propuesta por Gan y Tjia en 1963 y sensibilidad a fago IV y V, propuesta por
Mukerjee en 1963 y Basu y Mukerjee, respectivamente (41).

Desde el surgimicnto de las cepas eltor en epidemias y pandemias, la biotipifica-
cién asume gran importancia epidemiolégica. Tabla 2.

A. METODOS PARA BIOTIPIFICAR ¥, cholerae O1.
1.- Prueba de Hemdlisis.

El método utilizado es el propuesto por Feeley y Pittman en 1963, ellos
recomendaron el usode cultivosde toda la noche a 37°Cen caldode infusién cerebro
corazén (BHI), pH 7.1 a 7.4, mezclado con igual volimen de una suspension al 1%
deeritrocitos de carneroen solucién salina e incubada a 37°C por 2 horas, La lectura
serealizadespués de mantener los tubos enrefrigeracidn toda lanoche, Sinembargo,
se demostré que la hemélisis producida por ¥, cholerag eltor es inestable cuando
existe un pH alcalinoenel medio. Esto puede prevenirse adicionando glicerol al
1% al BHI antes de inocular.(41).

2.- Prueba de Hemaglutinacién.

En los ltimos afios se ha incrementado grandemente el uso de ésta prueba, por
serunmétodo rdpido y fécil paradiferenciar los biotipos cldsico yeltorde ¥, cholerae.
Muchos investigadores han utilizado eritrocitos de pollo, pero los eritrocitos de
carnero, cabra y humano pueden ser utilizados ocasionalmente. La sangre total se
colecta en solucién de Alsever 6 heparinizada 6 desfibrinada, Un cultivo en caldo
BHI de las cepas problema no es recomendable para la hemaglutinacién. Se
recomiendahacer una suspensidnen solucién salina delacepa problemay trabajarla
por algunode los siguientes métodos: hemaglutinaciénen portaobjetos y hemagluti-
nacién en tubo, En la actualidad se realiza en microplaca de 96 pozos (26/41).

3.- Prueba de sensibilidad a Polimixina B, |

Gan y Tjia, en 1963, observaron que habfa diferencia en Ia sensibilidad de las
cepas del biotipo cldsico y del biotipo eltor al enfrentarlas a discos de polimixina B
de 50 pg. Estos discos se colocan sobre un sembrado masivo de la cepa problema
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"TABLA 2. Caracteristicas de los dos biotipos de V. cholerae O1.

Prueba
Biotipo Hemdlisis de Aglutinacién de  Sensibilidad a Sensibilidad Sensibilidad
eritrocitos de eritrocitos de Polimixina B a fago IV afagoV
Carneio Polle
Clésico - - + + -
Eltor + + - - +

Adaptado de Mukerjee, S. 1978 (41).




enunacaja Petri conagar nutritivo, Las cajas se incuban a 37°C por 24 h, Las cepas
sensibles muestran zonas de inhibicidn alrededor del disco (41).

Royetal.,en 1965, obtuvo mejores y més claros resultados por goteodeun cultivo
en caldo de 2 h de lacepa problema enagar nutritivo con 15 pg/mi de polimixina B,
Solo el biotipo eltor, que es resistente, crecid a esta concentracién. Es necesario
ajustar el pH del agar nutritivo entre 7.0 y 7.6 para hacer la prueba (41).

4.- Prueba de susceptibilidad a fago IV clésico.

Mukerjee, en 1963, reportd que todaslas cepas de Y, cholerae biotipo cldsico fueron
sensibles al vibridfago I'V; al contrario de las cepas biotipo eltor, que no fueron
lisadas por éste fago a la concentracion rutinaria de trabajo (RTD) (39).

Se coloca una gota de fago ajustado a su RTD en una placa de agar nutritivo con
un indculo masivo de la cepa problema, La placa se incubaa 37°Cpor 24 h y se
observa que las cepas del biotipocldsico muestranclara evidencia de un halode lisis,
mientras que el crecimiento del biotipo eltor muestra crecimiento (39).

5.- Prueba de susceptibilidad a fago V eltor.

Basu y Mukerjee (1968) demostraron que el fago V eltor puede utilizarse como
una prueba que complementa la fagotipificacién con fago IV clésico. Ellos obser-
varon que todas las cepasde, cholerae O1 biotipoeltor ensayagas, fueronsensibles
afagoV, mientras que las cepas biotipo cldsico mostraronresistencia haciaéste fago,
a la concentracién usual de trabajo (RTD). (9).

El patrén diferente dado en la susceptibilidad a fagos IV y V presentada por ¥,
cholerae O1, ha sido utilizado para la diferenciacin de biotipos desde hace varios
aiios. (9,40,42),

Para la diferenciacién de los dos biotipos, la fago-sensibilidad es la que ofrece los
resultados mds consistentes. Tabla 3 (41).

Barua y Gomez en 1967, reportaron sus observaciones enla ca_racterizacién de
biotipos, y concluyeron que la tipificaciénconel fagoIV juntoconel fago V permitfa
obtener resultados mucho muy aceptables (41).
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TABLA 3.

Estudio de Yibrio cholerae O1 para separar biotipos.

Variaci6én en
Nototal resultados Porciento

Prueba Biotipo pruebas  esperados variacién

-Hemdlisis de eitrocitos cldsico 331 0 0.0
de carnero.’ eltor 1,08 443 40.8
-Aglutinacién de clééico 331 1 0.3
eritrocitos de pollo. eltor 879 8 0.9
-Polimixina B. cldsico 587 0 0.0

eltor 585 19 32
-Sensibilidad a clisico 5,69 0 0.0
fagosIVyV, cltor 1,09 0 0.0

Tomado de Mukerjee, §. 1978, (41),



VI. MULTIPLICACION DE BACTERIOFAGOS.

La multiplicacién viral es un proceso complejo constituido por muchas etapas
elementales; de ahf que 1a seleccién de un modelo adecuado virus-célula en los
inicios del desarrollo de 1a virologfa haya sido una de las causas mds importantes de
los rapidos adelantos realizados en éste campo. Este modelo haresultado ttil a pesar
de laamplia variedad de virus existentes y de las notables diferencias que hay en su
estructura y en la cantidad de informaci6n genética que poseen, yaque la totalidad
de los virus resultan muy parecidos en cuanto a los aspectos basicos de su
multiplicaci6n (25).

En la década de 1930, los bacteri6fagos fueron adoptados como sistemas
modelo por Burnet en Australia y por el hlngaro Schlesinger; posteriormente,
fueron utilizados por un amplio grupo de investigadores trabajando en fntima
relacién, entre los que se contaban Delbriick, Luria, Hershey y Cohenen los Estados
Unidos., y Lwoff en Francia. Estos investigadores concentraron sus esfuerzosenel
estudio de los fagos de Escherichia coli, especialmente en los fagos de nimero par
de tipo T (25). '

Los bacteriéfagos pueden presentar estadfos estructurales distintos: viriones ex-
tracelulares, fagos vegetativos y profagos; todos los bacteri6fagos presentan por lo
menos, una fase de fago vegetativo durante su multiplicacién intracelular, pero no
todos ellos pueden convertirse en profagos. Los que pueden convertirse en profagos
reciben el nombre de fagos temperados o lisogénicos; es decir, son aquellos que
resultan capaces de convertirse en profagos; los otros se denominan fagos vir-
ulentos o liticos y en forma normal no se integran como profagos. (21,25)

Infeccién de la célula huésped. J

Adsorcidn es el primer paso del proceso infectivo que consiste enla unién de un
virién del fago a receptores espectficos de la celula bacteriana especifica.
Posteriormente, el DNA se separadela cubiertabacterianay se efectdala liberacién
del dcido nucleico en el interior de la célula (21,25).

Laadsorcién de ciertos fagos necesita de determinadas condiciones metabélicas en
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la célula huésped, mientras que algunos son adsorbidos a 0° C, otros necesitan
temperaturas mayores, El proceso de adsorcién incluye la formacién de puentes
iénicos entre cargas complementarias en el punto de unién del virién y de los
receptores celulares. Por ésta razén, el proceso es inhibido en presencia de un pH
muy bajo o muy elevado, momento en que algunos de los radicales que interactian
pierden su ionizacidn y se separan (25).

Se demostré que el Y, cholerae biotipo cldsico poseé una protefna de membrana
externaque actiia como receptor paracl fago IV cldsico ynointerviene el LPS como
receptor para su adsorcién (46).

La adsorcién de un bacteriéfago puede resultar abolida por mutaciones bacte-
rianas que cambian los receptores. Estas mutaciones que exhiben resistencia al
bacteriéfago pueden cambiartambiénla especificidad antigénica de las células (25).

Penetracidn. Los fagos con colas contréctiles, tales como los fagos II, Il y IV
clésicos de Y, cholerag semejan jeringas hipodérmicas, inyectando el DNA del fago
dentro de la célula (29).

Eclipse. Una vez inyectado el DNA, las células alteradas no producen placas en
caso de que sean inoculadas en la forma normal; pero su infectividad reaparece de
nuevo al formarse la progenie del virus, Esta desaparicién temporal de la infec-
tividad, que recibe el nombre de fase de eclipse, se debe en parte a la incapacidad
del DNA virico desnudo para infectar a las bacterias en condiciones ordinarias y
también a la transformacién temporal del DNA en una forma replicativa no
infecciosa (29).

Otros datos sobre el papel del 4cido nucléico han sido obtenidos por la infeccién
de las bacterias con DNA procedente de fago purificado. Este fenémeno no fué
descubierto ficilmente, ya que las células bacterianas aceptan 4cidos nucleicos
viricos infecciosos tan solo en condiciones especiales; 1) en forma de esferoplastos,
2) en forma de bacterias intactas en un estado competente especial, que les permita -
aceptar DNA bacteriano transformante, 6 3) si son expuestas al mismo tiempo a un
fago coadyuvante al que la bacteria es sensible. Es posible que cualquiera de éstas
condiciones pueda provocar orificios en la pared celular, a través de los cuales
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penetrarfa el DNA aislado. Existen efectos que son ocasionados por launién del fago
alabacteria, conlaconsecuente alteracién del metabolismocelular, Lasimple unién
de la cola del fago sin que exista expresién de los genes viricos ( p.¢j., en presencia
de cloramfenicol, que inhibe la sintesis protéica), altera la permeabilidad de 1a
membrana plasmética de la célula, la cudl permite el paso de moléculas no muy
grandes ( p.¢j. nucleétidos) al medio.

Estos cambios metabélicos ocasionan que Ia sintesis de protefnas y de DNA celular
se detengan casi inmediatamente. Los cambios de la membrana y los efectos
metabélicos son reversibles en celulas infectadas por fagos con una multiplicidad
baja; sin embargo, en células infectadas por fagos con una multiplicidad elevada se
produce una lisis celular sin que se logre la multiplicaci6n virica, ya que no se
completael cicloy nose produce fago. Esto se conoce como "lisis desde afuera” (25).

Ciclo de Multiplicacién Virica.

Algunos fagos siguen solamente una estratégia muy sencillapara su supervivencia;
es decir, después de infectar un huésped especffico y susceptible, subvierten sus
funciones con el propdsito de producir un gran nimero de. particulas de fago
descendientes, dando como resultado de esa infecci6n Htica la produccién de mds
fagos, y la bacteria huésped muere (21,25,29).

Enelciclo litico tfpico, el DNA del fago entra enla célula huésped, sus genes son
transcritos en un orden preestablecido, el material genético del fago se replica, y se

‘producen los componentes proteicos pertenecientes a la partfcula del fago; fi-

nalmente, la bacteria huésped se rompe o lisa paraliberar las partfculas descendien-
tes de fago ya ensambladas (47).

Otros fagos tienen una doble existencia, Por un lado, son capaces de autoperpe-
tuarse por lamisma vfa del ciclolitico, enla cuél desarrollan una est:atégia dispuesta
a producir tantas copias del fago y tan répidamente como sea posible. Pero también
tienen'ixna existencia alternativa, en la cul el genoma del fago estd presente o se
integra en la bacteria enuna forma latente conocida como profago, A ésta forma de
propagacién se le denomina Lisogenia (21).
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Los genomas de los fagos son necesariamente pequefios; como en todos los virus,
existe una limitacién principal que es la necesidad de empaquetar adecuadamente
el 4cido nucléico dentro de su cubierta proteica. Esta limitacién determina mucha
veces la estrategia virica para la reproduccién (33).

El desarrollo litico se realiza mediante una via en la cuél las funciones del fago se
expresan en un orden particular para obtener la cantidad correcta de cada compo-
nente, Elciclo puede dividirseen dos partes generales: etapatempranay etapa tardfa
(21,25,29).

Lactapa temprana de la infecci6n representa el periodo que va desde la entrada
del DNA hasta que comienza su replicacién. Habitualmente, la etapa tempranaestd
dedicada a la producci6n del DNA. Esto incluye las enzimas relacionadas con la
sfntesis del DNA, recombinaci6n, y algunas veces modificaci6n. Laetapa tardfade
lainfecci6n representa el periodo que va desde el comienzo de la replicacién hasta
elpasofinalenel cudl lacélulabacterianase lisaparaliberar ladescendencia del fago
(21,25,29).

La etapa tardia es donde se sintetizan los componentes proteicos de la partfcula
de fago; a veces son necesarias muchas protefnas para formar las estructuras
correspondientes ala cabezayy ala cola, de modo que la mayor parte del genoma del
fago se dedica a las funciones tardfas. Ademds de las protefnas estructurales, se
producen "protefnas de ensamblaje” para contribuir ala construcciénde lapartfcula
completa, aiin cuando ellas mismas no sean incorporadas después al fago. En el
momento en que éstos componentes son ensamblados formando las cabezas y las
colas, es cuando lareplicacién del DNA ha alcanzado su grado méximo (25,29,33).

Maduracién. La maduracién consiste en la combinacién irreversible del 4cido
nucléico del fago con una cubierta proteica. La partfcula madura es, desde un punto
de vista morfolégico, un virus infeccioso tfpico y no se reproduce més en la célula
en la cuél se formé. Si las bacterias experimentaran una lisis artificial al final del '
periodo de eclipse, se encontrarfan particulas de fago inmaduras o incompleths en
las cuflles el DNA puede removerse ficilmente (29).
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Lisis y liberacidn del nuevo fago. Lasintesis del fago continida hasta que lacélula
se desintegra, liberando al fago infeccioso. La célula estalla como resultado de la
presién osmética, después de que la pared celular ha sido debilitada por 1a lisozima
del fago (29).

Sabita Majumdar y cols, en 1988 (36), estudiaron el ciclo de multiplicacién vfrica,
a nivel molecular, del fago IV cldsico en su cepa hospedera; después de lainfeccién,
el DNA del fago se enlaza a la membrana celular; a los 10 minutos, la sintesis de
macromoléculas de la cepa hospedera se suspende (45). A los 20 minutos de la
infeccién, el DNA de fago se sintetiza, primeramente en forma de unidades
monoméricas, Después de 30 minutos de lainfeccién, el DNA del fago se sintetiza
predominantemente como DNA concatenado, Después de 50 minutos, el DNA
concatenado se fragmenta en unidades monoméricas y se encapsula dentro de las
nuevas cabezas de fago, En éste momento ya existen partfculas de fagos maduros.
A los 65 minutos después de la infeccién, la célula infectada se lisa liberando la
nueva generacién de fagos (18,19,36,47).

Ciclo de Multiplicacién Lisogénica,

Ademis de ser capaces de seguir la vfa Iftica simple de los virus virulentos, un
bacteriéfago temperado o lisogénico infectante es también capaz de persistir en la
célula huésped en estado de reposo o profago (21). Esto se refiere a que el profago
estd integrado en el genoma de la bacteria y se hereda de la misma manera que los
genes durante la replicacién de la bacteria. En virtud de poseer un profago, una
bacteria lisogénica tiene por lo tanto, inmunidad contra la infeccién dada por otro
fago dela misma especie; porlo cudl, generalmente solo hay unacopiade un profago
de un tipo particular en el genoma bacteriano (21). k

Las formas lisogénicas y lftica pueden alternarse como se ilustra en la figura 3.
Cuando un fago es producido durante un ciclo lftico y entra en una nueva célula
bacteriana, puede repetir el ciclo litico o bién, entrar en el estado lisogénico. El
cambio depende de las condiciones de infeccién y de los genotipos del fago y dela
bacteria, Un profago puede ser liberado de las restricciones de 1a lisogenia por un
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proceso denominado “Induccién”, enel cudles escindido del genoma de Ia bacteria
para generar un DNA del fago libre, que entonces continda a través de la via lftica
(33).

El genoma de los bacteriéfagos temperados contiene algunos genes que funcionan
en la replicacién viral y otros que lo hacen durante la 1isogenizaci6n del huésped.
Uno delos genes implicados enla lisogenizacién codifica parala produccién de una
protefna represora (llamada protefna de inmunidad) que evita latranscripcién de los
genes necesarios para la respuesta lftica. Si se forma una cantidad suficiente de éste
represor antes de que se presente la replicacién viral, el virus se convierte en un
profago, Cuando el nivel del represor se hace submfnimo, lo cudl se efectia
espontineamente con baja frecuencia, el profago se cambia a un estado litico o
vegetativo (21).

Aunque el mecanismo o mecanismos de induccién no se conocen muy bién, se
puede efectuar la induccién deun profago utilizandouna o varias condiciones, como
son: la exposicién a luz ultravioleta, utilizando una adecuada concentracién de
mitomicina C, o bién, con cambios de temperatura ( 41),

VII. FAGOTIPIFICACION DE Y. cholerag 01,

A. FAGOTIPIFICACION PARA LA IDENTIFICACION DE CEPAS DE Y,
cholerag.

Mukerjee y colaboradores, trabajando en un 4rea endémica (Calcuta), probaron
mas de 6000 cepas de Y, cholerae aisladas de muestras fecales y obtuvieron muchos
fagos durante su investigacién epidemioldgica, esto les permiti6 organizar su
esquema de tipificacién. El Instituto WHO en Calcuta , facilité el avance y
desarrollo de esquemas de fagotipificacién, debido a la cooperacién internacional
1), |

Los estudios conducidos por Mukerjee y cols, desde 1955 dieron por resultado el
desarrollo de dos esquemas de fagotipificacion para los biotipos clésico y eltor de
Y. cholerae O1, obteniéndose alto grado de precisién (9,39,40,41).
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Figura3. INFECCION DE BACTERIAS POR FAGOS.
A. Infeccifn litica; el bacteri6fago inyecta su dcido nucléico que se reproduce de forma aut6noma. Esta multiplicacién conduce a la lisis de
1a célula y a la liberaciSn de nuevas partfculas fagicas.

B. Infecci6n lisogénica: el 4cido nucléico del fago ¢s incorporado al cromosoma (profago) y se divide al mismo tiempo que éste. La bacteria
sobrevive a la infeccitn.

Tomado de Leclerc, H. 1975, (31).



B. FAGOTIPIFICACION DE Y, cholerae BIOTIPO CLASICO.

Nicolle y sus colaboradores en 1960 y 1962; y Gallut y Nicolle en 1963, agruparon
las cepas de ¥, cholerae en base a su patrén de sensibilidad a ocho fagos Ifticos
obtenidos de varias fuentes. Newman y Eisenstark en 1964, estudiaron una larga
serie de cepas contra diferentes grupos de fagos. Nicolle et al. establecieron que
habfa cuatro fagotipos pertenecientes a cepas de Y, cholerae clésico procedentes
de la epidemia de Bangkok de 1959-60, y obtuvieron dos fagotipos pertenecientes
a tres cepas biotipo eltor (41).

Mukerjee identificé cinco fagotipos principales de Y. cholerae biotipo clésico en
base a sus patrones de sensibilidad a los cuatro grupos de cdlerafagos aislados de
heces de pacientes con célera. Tabla 4 (39),

C. FAGOTIPIFICACION DEY, cholerae BIOTIPO ELTOR.

La fagotipificacién de V. cholerag biotipo eltor fué descrita por Nicolle et al. en
1960, Galluty Nicolleen 1963, Newman y Eisenstark en 1964, y Mukerjee en 1965
41).

Se construyé un esquema de fagotipificacién baséndose en seis fagotipos de cepas
de Y. cholerag biotipo eltor, con lo que se pudieron distinguir cinco grupos de
vibriéfagos eltor, Tabla 5 (9,41). ‘

En 1993, Chattopadhyay et al. reportd un nuevo esquema de fagotipificacién en
el cuél se utilizan 10 fagos. Este nuevo esquema separd 1000 cepas de V. cholerae
dentro de 146 fagotipos (17,30).
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La gran utilidad de los esquemas de fagotipificacién propuestos para ambos
biotipos de V. cholerae, se usa en procesos relacionados con el seguimiento

epidemiolégico deunlugar aotro; o bien, parael seguimiento de portadores crénicos
41).

VIII. PROPIEDADES DE BACTERIOFAGOS DE V., cholerag.

A. MORFOLOGIA DE PLACAS LITICAS DE VIBRIOFAGOS.

Existen tres tipos de placas liticas producidas por vibri6fagos en un crecimiento
de cepa hospedera, que son: 1) Placas claras con didmetro que depende del fago y
de lacepa hospedera, asf como de otros factores, 2) Placas claras con halo periférico
que parece ser debido a laaccién l{tica de las enzimas inducidas, y 3) Placas claras
con una zona central turbia producida principalmente por vibri6fagos lisogénicos.
La morfologfa de las placas llticas no es una caracterfstica fiel de los diferentes
grupos de fagos, y dependen de muchos factores ambientales (1,2,3,6).
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TABLA 4.

Esquema de fagotipificacién para ¥, cholerag biotipo clésico.

Fagotipo de Lisis por fagogrupo,

Y cholerae

cldsico. I I I v

1 + + +

2 - + + +

3 + - + +

4 - - + +

5 + + . +
+= Lisis -=No lisis.

Adaptado de Mukerjee, S. 1978. (41).
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TABLA 5.

Esquema de fagotipificaci6n para Y, cholerag biotipo eltor.

Fagotipo de Lisis por fagogrupo.

Y, cholerae

eltor. I I m v \Y
1 + + + + +
2 + + - +
3 + + - + +
4 + + - - +
5 + - - - +
6 - + - - +

+= Lisis -= No Lisis,

Tomado de Mukerjee, S. 1978. (41).
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Justificacion

Mukerjee y Basu en los afios 60°s describieron los esquemas de tipificacién
con fines de diferenciacién o biotipificacién de las cepas de Vibrio cholerae O1
utilizando bacteriéfagos obtenidos de heces fecales de pacientes con célera,

El realizar el aislamiento de vibriofagos de aguas negras procedentes de
distintos puntos de la Ciudad de México, nos va a permitir hacer comparaci6n del
comportamiento litico de los fagos abtenidos en el INDRE y los fagos de referencia
IV de Mukerjee (1963) y V de Basu y Mukerjee (1968) obtenidos en Calcuta, India,

Lacomparaciéndelos patrones lfticos permitird definir similitudes o diferencias
en la capacidad Iftica de los fagos aislados de diferente fuente, diferente lugar y
diferente afio,

EnMeéxico esnecesariala biotipificacién de Y, cholerae para determinar si las
cepas son infectadas por los mismos fagos ya descritos hace 3 décadas o estdn
presentes en las aguas negras otros fagos nuevos y diferentes.

Elestudio a nivel de DNA ayudar4 a comparar electroforéticamente los pesos
moleculares de los genomas de fago IV clésico, fago V eltor y los fagos abtenidos
en éste proyecto. Esto podrfa ser de gran utilidad puesto que los fagos aislados
servirdn como una herramienta en el seguimiento epidemiolégico del ¥, cholerae
01, que tiene una especial importancia por lo necesario que es determinar el orfgen
geogrifico y la relacién de las cepas que actualmente circulan en la Reptblica
Mexicana y en el mundo,
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OBJETIVOS
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OBJETIVO

+ Aislar vibriofagos a partir de aguas negras recolectadas
de diferentes sitios de la Ciudad de México y compararlos con
el fagoI'V Clasicode Mukerjeey V Eltor de Basu y Mukerjee,

OBJETIVOS INTERMEDIOS

Aislar fagos a partir de los sobrenadantes de aguas negras

libres de bacterias que previamente dieron cultivo positivo y
cultivo negativo a Vibrio cholerae 01.

Relacionar su comportamiento o patrén litico frente a dife-
rentescepasde V, cholerae 01 aisladas en México,y compararcon
los patrones liticos dados por el F-IV cldsico y el F-V eltor.

Conocer ¢l peso molecular de su genoma y compararlo con

el peso del genoma de los Fagos IV Clésico y V Eltor utilizando
técnicas de extraccién de DNA y técnicas de electroforesis.
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MATERIAL:
Gradillas para tubos de 13 x 100
Gradillas para tubos eppendorf
Guantes de latex para cirujano
Puntas de 10, 200 y 1000p1 para micropipeta
Tubos eppendorf de 0.5 y 1.5ml
Vidrierfa de laboratorio

EQUIPO:
Agitador magnético
Autoclave
Balanza analftica
Balanza de 2 platos
Bafio metabélico
Cémara de electroforesis 8x10 para geles de agarosa
Centrifuga clinica
Congelador
Fuente de poder para c4mara de electroforesis
Horno de microondas
Incubadora
Mechero
Microcentrifuga refrigerada
Micropipetas de 20, 100, 200 y 10001
Potenciémetro
Transiluminador
Vortex
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MEDIOS DE CULTIVO:
Agar blando al 0.5% en BHI, Mca, Bioxon,
Agua Peptonada Alcalina (APA), 10X. (10% peptona, 10% NaCl).
Base de agar sangre (BAB) en placa. Mca. Bioxon.
Caldo de infusién cerebro corazén (BHI). Mca. Bioxon.

REACTIVOS:
Acido acético.
Agarosa,
Agua destilada.
Dietilpirocarbonato.
Etanol al 96°,
Marcadores de peso molecular: lambda-HindlIl y ¢X174-Haelll,
Regulador de carga para electroforesis.
Regulador de TAE 10x (Tris base 400mM, Acido acético glacial 190mM,
EDTA 0.01mM).
Solucién de cloroformo-alcohol iscamflico (24:1).
Solucién de NaCl 3M.

MATERIAL BIOLOGICO:
Cepas de referencia de Yibrio cholerag 01 eltor

¥ cholerae 01 eltor Inaba, INDRE 206, Secundino.

¥, cholerae 01 eltor Inaba. CDC 6905. Pert, Trujillo,

Y. cholerae 01 eltor Ogawa. Hidalgo 267. .
Un total de 314 Cepas Y, cholerae 01 eltor pertenecientes al cepario del
laboratorio del INDRE, obtenidas de diferentes brotes de célera.
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A) RECOLECCION Y TRATAMIENTO DE LAS AGUAS NEGRAS,

La muestra se tomé directamente con hisopo de Maore o bién se utilizé un
bote de pl4stico de boca ancha con el cudl, desde la orilla del arroyo a examinar se
recolectd la muestra, Se deben de utilizar guantes. En el caso de que no sea ficil
tomar la muestra, se recomienda usar una cubeta de pldstico pequefia y un cordén -
para poder alcanzar la corriente. Previamente se prepar6 un frasco de boca ancha de
500 m! con tapén de rosca, se le afadieron 50 m! de APA concentrada 10x
conteniendo 10% de peptona y 10% de NaCl. Se ajusté a pH de 9.0 y se esterilizé.
Aéste frasco sele afiadieron aproximadamente450 m} del aguarecolectada, Deéste
modo el medio queds dilufdo 1:10, dando una concentracién de 1% de peptona y
NaCl, Se incubé durante 6 h. o toda la noche a 37°C. Se toma una muestra con un
hisopo de la superficie del agua del frasco después de transcurrido el tiempo de
incubacién y el hisopo se colocd en un tubo que contenfa 10 ml de APA 1x, pH 9.0,
con 1% de peptona y 1% de NaCl; se incubd a 37°C por 6 h (26).

La forma de recoleccién de aguas negras comdnmente empleada en el
INDRE, es empleando los hisopos de Moore, que pueden construirse con pedazos
de gasa de algod6n de malla cerrada (15 cm de ancho y 60-120 cm de largo),
dobléndolodeforma longitudinal por varias ocasiones para formarrollos cilfndricos
compactos, atando el centro firmemente con alambre. Se envuelvi6 el hisopo en
papel estrasa y se esteriliz6 en autoclave 15 1b/15 min, Los alambres que sostienen
las gasas se unieron a cables de pescar de “nylon” o bién, se usé otro pedazo de
alambre; se sumergiéron los hisopos en las aguas negras para obtener la muestra y
se dejaron por 24 h (26).

Se quitaron las gasas, se separaron de Jos alambres ¢ inmediatamente se sumer-
giéron en 500ml de APA , pH de 9.0, empleando recipientes de boca ancha, Eneel |
transporte delos recipientes al laboratorio se usaron refrigerantes, En el laboratorio,
seincub6 durante 8-18ha35°Cy seprocedié de igual manera que Jamuestra directa;
es decir, se hizo un segundo pase a 10 ml de APA 1x y se incub por otras 6 h (26),
Este sobrenadante se conservé a 4°C hasta su utilizacién en la técnica B.
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B) AISLAMIENTO DE FAGOS.

Fundamento: Los bacteri6fagos son virus que infectan bacterias. Al iguai que todos
los virus, cadatipo de fago se multiplicadnicamente en células hospederas especificas,
Los fagos y sus huéspedes suelen compartir el mismohdbitat natural comoestrategia
para la conservacién de su especie; enéste caso, las aguas negras son un hébitat que
pueden compartir ambos.

Procedimiento.

1 - Mezclar: 0.1 ml de un cultivo joven, en BHI, de la cepa de Yibrio cholerae 01
ajustada al tubo 5§ del Nefelémetro de MacFarland; 0.1 ml de sobrenadante de
aguas negras y 4.0 ml de agar blando (al 0.5 %) base BHI a 50°C.

2 - Homogenizar.

3 - Vaciar en caja Petri con agar BAB.

4 - Incubar 18-24 h a 37°C.

INTERPRETACION:

-Presencia de fagos si se observan placas lfticas.
-Nagativo a fagos si no se presentan placas Ifticas.
Modificado de Cano M.P, 1989 (12),

Preparaci6n del Agar Blando.
Pesar el polvo de agar BHI segtin las indicaciones del fabri-
cante ydisolver en agua destilada calentando un poco. Una vez
disuelto, agregar 0.5% (p/v) de agar bacteriolégico y{disblver.
Alicuotar 4 ml en tubos de ensaye de 16x150 con tapénrosca
y esterilizar. Almacenar en refrigeracién a 4°C.
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" Diagrama 1. AISLAMIENTO DE FAGOS.

0.1 mlde sgi)réhadante
de aguas negras

0.1 ml de cultivo joven

en BHI de Vibrio cholerae01
ajustada al tubo 0.5 del
Nefelometro de Mc Farland

I

INTERPRETACION:

Mezclar y homogenizar

4.0 ml. de agar

blando (al 0.5%)
base BHI1,50°C.

SQ°C

Vaciar en caja de Petri
con BAB

Incubar 18-24h a 37°C

- Presencia de fagos si se observan placas liticas 6 halos de inhibicion.
- Negativo a fagos si no se presentan placas liticas.




C) PROPAGACION DE FAGOS.

Fundamento: Al poner en contacto un cultivo bacteriano con una suspensién de
fagos y sembrarlo sobre cajas de medio sélido, es posible apreciar pequefias dreas
claras denominadas placas lfticas; la formacién de éstas se debe a la lisis de las
bacterias por los fagos inoculados inicialmente y su progenie.

Procedimiento.

1 - Cosechar el agar blando de las cajas Petri que presenten placas lfticas.
2 - Suspender en 30 ml de caldo BHI en matraz Erlenmeyer de 250 ml.
3 - Agitar vigorosamente.
4 - Incubar 18-24 h 37°C,
5 - Microcentrifugar 3 ml de sobrenadante del matraz por 4 minutos.
6 - Mezclar : 0.1 ml del nuevo sobrenadante con 0.1 ml de cultivo joven de
Y, cholerae en un volumen de 30 ml de caldo BHI.
7 - Incubar 18-24 h 37°C.
8 - Microcentrifugar 4 m! por 4 min.
9 - Titular.
10- Almacenar con 15% de glicerol a4°C. 3
Modificado de Cano M.P, 1989 (12).
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Diagrama 2. PROPAGACION DE FAGOS

Cosechar el agar blando de la caja de Petri que presenta placas liticas

{

Suspender en 30 ml de caldo BHI en matraz Erlenmeyerde 250 ml. |

| Agitar vigorosamente |

Incubar 18-24h 37°C

Microcentrifugar 3 ml. de sobrenadante del matraz

Titalar

por 4 min.
1
Mezclar : 0.1 ml del nuevo sobrenadante
0.1 ml. de cultivo joven de Vibrio cholerae 01
30 ml de caldo BHI
Incubar 18-24h 37°C
Almacenar con
Microcentrifugar 4 ml por 4 min. 15% de glicerol
a 4°C.




D) BIOTIPIFICACION CON FAGOS.

Fundamento: El hecho de que el Yibrio cholerae O1 del biovar clésico y biovar
eltor tengan diferente afinidad hacia los fagos cldsicos o eltor, hace de los
vobriofagos una herramienta :~..y util para ]a biotipificacién de la bacteria.

Procedimiento.

1 - Sembrar la cepa a ensayar en un tubo con caldo nutritivo o caldo BHI,
2 - Incubar 2 - 4 h a 37°C, Si es posible, con agitacién.
3 - Con un hisopo sembrar masivamente toda la superficie de una placa de agar
nutritivo o agar BAB, ‘
4 - Conayuda de una pipeta, colocar sobre la superficie unas gotas de la suspensién
de fagos.
5 - Dejar secar unos minutos.
6 - Incubar de 18 - 24 h a 37°C. ‘
7 - Interpretar como sensibles las cepas que tengan halos de inhibicién de cualquier
didmetro y comparar con los testigos:
¥ cholerae eltor, resistente al fago IV y sensible al V.,
V. cholerae clésico, sensible al fago IV y resistente al V,

Tomado de Giono, S. 1994, (27).
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Diagrama 3. BIOTIPIFICACION CON FAGOS.

Sembrar la cepa en un tubo con 4 ml de caldo BHIL.
Incubar2-4ha37°C

Hacer sembrado masivo en toda la superficie de una placa de BAB.

Con una pipeta hacer un goteo de la suspensién de fagos.

Incubarde 18-24 h a37 °C.

Interpretar como sensibles las cepas que tengan halos de inhibicién
de cualquier didmetro y comparar con los testigos:
V. cholerae eltor, resistente al fago IV y sensible al V.
V. cholerae clasico, resistente al fago V y sensible al IV.




E) EXTRACCION DE DNA DE FAGOS.

Fundamento: Los virus bacterianos por poseer una simple cubierta o cépside
constituida por proteinas, hace relativamente sencillo el llevar a cabouna extraccién
y obtener el material genético viral que generalmente consta de cadenas de bajopeso

molecular,
Procedimiento.

1 - Colocar 800 p! de suspensi6n de fagos en un tubo ependorff de 1.5 pl.

2 - Adicionar fenol saturado con Tris-HCl, pH 8.0 hasta 1.5 pl.

3 - Agitar con vortex,

4 - Centrifugar a 12,000 rpm, 5 mina 4°C.

5 - Pasar la fase superior (acuosa) a un tubo nuevo,

6 - Agregar cloroformo-alcohol isoamflico (24:1) hasta llenar el tubo.

7 - Agitar vigorosamente con vortex.

8 - Centrifugar a 8,000 rpm Smina 4°C.

9 - Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo.

10- Adicionar 150 pl de NaCl 3M.

11- Llenar el tube con etanol absoluto frio.

12- Centrifugar a 13,000 rpm 8min a 4°C.

13- Decantar y agregar unas gotas de etanol al 70% frio; teniendo cuidado de no
disgregar la pastilla,

14- Decantar y dejar secar el paquete.

15- Resuspender en 20 1 de agua destilada tratada con dietilpirocarbonato.

16- Correr electroforesis engel de agarosa al 0.8% a 120'V por 30 min para evaluar
la extraccién y concentracién tentativa del DNA. '

17- Se almacena a -20°C.
' Modificado de Popovic T. y cols, 1993, (44).
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Diagrama 4. EXTRACCION DE DNA DE FAGOS.
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F) ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA.

Fundamento: Los 4cidos nucléicos pueden ser analizados por electroforesis
debido aqueen un pH neutro, los grupos fosfato le confiere una carga neta negativa
. Esta carga hace que dentro de un campo eléctrico, las moléculas de DNA o RNA,
migren hacia el polo positivo del campo.

Procedimiento.

Para preparar un gel de 10x 6 cm de agarosaal 1%, se necesitan 0.3 g de agarosa
mas 30 m! de amortiguador TAE 1X.
1 - Hervir la mezcla hasta una disolucién total,
2 - Afiadir 3 pl de solucién de bromuro de etidio 10 mg/ml.
3 - Sellarlos extremos de la charola para el gelcon cintaadhesivay colocar el peine.
4 - Vertir la mezcla en la charola y dejar solidificar a temperatura ambiente.
5 - Retirar la cinta adhesiva y el peine y colocar la charola con el gel en la cimara
de electroforesis conteniendo amortiguador TAE 1X.
6-El geldebequedarligeramente sumergidoen lasolucién y orientadode tal manera
que los pozos queden del lado del electrodo negativo (negro).
7 - Sobre un trozo de papel parafilm poner gotitas de 1 pl del regulador de carga de
acuerdo al nlimero de muestras.
8 - Tomar de ! - 4 pul de muestra y mezclar con una de las gotitas y colocar todo en
uno de los pozos del gel.
9 - Repetir el paso anterior para todas las muestras. En uno de los pozos colocar un
marcador de peso molecular como referencia, '
10- Aplicar una corriente de 120 V, hasta que el primer colorante llegue al extremo
del gel (aprox. 1-2h). 4
11- Sacar el gel de la cdmara y colocarlo sobre un transiluminador de luz UV para
analizar el corrimiento.

Tomado de Olivera y cols. 1995, (43).

42



tb

Diagrama 5. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA.

Hervir 0.3 g de agarosa con 30 ml de amortiguador TAE 1x.
I
Agregar 3 11l de bromuro de etidio. 10mg/ml.
Vaciar en la ch]arola con el peine.
lCoIocar el gelen la céma]ra con amortiguador TAE 1X.|
Mezclar de 1-4 pl de muestra }:(on 1 ul de buffer de corrimiento.
Colocar las muestras en el pozo, incluyendo el marcador de peso molecular.

1
Correr a 120 V por aprox. 1-2 h.

l

Colocar el gel sobre el transiluminador para leer el resultado.




APENDICE

Preparacién del Fenol saturado.
1- Calentar 500 g de fenol redestilado ( o grado biologfa
molecular) en un bafio a 68°C hasta que se disuelva,
2- Afiadir un volumen igual de Tris-HCL 0.5 M, pH 8.0 a
temperatura ambiente. \
3- Agitar con una barra magnética durante 15 min y permitir
que se separen las dos fases, eliminar la fase superior (acuosa).
4- Repetir los pasos 2y 3.
5- Adicionar a la fase inferior (fen6lica) un volumen igual de
Tris-HCL 0.1 M, ph 8.0
6- Agitar de igual forma que antes y remover la fase acuosa,
7- Repetir el paso 5, hasta que la fase fen6lica alcance un pH
mayor de 7.8 (aproximadamente un pH 8.0),
* El fenol también puede comprarse ya saturado. (43).
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RESULTADOS
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En el presente trabajo se estudiaron un total de 100 muestras de aguas
negras, como se indica en la tabla 6. De éste total, 54 muestras fueron positivas a
Mvc_hglgmg 01 y 46 muestras fueron negativas al mismo microoganismo. De las
54 muestras que dieron cultivo positivo, 41 muestras no presentaron placas Ifticas,
lo mismo que 29 muestras de las 46 muestras con cultivo negativo; resultando un
total de 70 muestras que no presentaron placas liticas al enfrentarlas con cepas
receptoras de ¥, cholerag 01. Huboun total de 30 muestras que sf presentaron placas
liticas sospechosas a fagos. De éstas 30 muestras, 13 muestras habfan revelado
cultivo positivo a Y, cholerae 01 y 17 muestras fueron negativas al cultivo de dicha
bacteria. Posteriormente se trabajaron las 30 muestras que presentaron placas
lfticas dudosas con el fin de propagar los fagos que dieron lugar a los halos de
inhibicién observados. De esto se obtuvo que solo en 3 de las 30 muestras se
pudieron propagar fagos.

-Estos 3 bacteriéfagos de ¥, cholerag 01 fueron designados como 41 INDRE,
670 INDRE y 672 INDRE.

Es necesario mencionar que 2 de los 3 fagos (670 y 672 INDRE), se aislaron
de aguas que habfan dado cultivo positivo a ¥, cholerag 01; mientras que 41 INDRE
proviene de agua negra negativa a éstabacteria., como se observa en la tabla 6,

Después de haber obtenido los vibriofagos de las muestras de aguas negras, era
necesario saber hacia donde se dirijfa su comportamiento lftico; por lo cudl se
procedi6 a enfrentarlos a cepas de Y, cholerae 01 salvajes o de campo, aisladas y
conservadas en el cepario del laboratorio del INDRE.

Revisando los patrones liticos dados por los fagos de referencia IV y V, notamos
que la cepa de ¥, cholerae 01 eltor es la cepa especifica para el fago V eltor; y
contrario a ésto, las cepas eltor no son susceptibles al fago IV clésico. Ahors,
observando el patrén dado por los 3 fagos recién obtenidos, podemos considerar un
comportamientolfticoequivalente dadoporel fago Vi es decir,p_oseénigualaﬁnidad
hacia cepas de Y, cholerae eltor; como se observa en la tabla 7, en donde los
bacteriéfagos INDRE y los F-IVy V se desafian con cepas de Y, cholerag 01 de
campo § silvestres para comparar sensibilidades.
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Por otro lado, se quizo comprobar si el comportamiento litico de los F-INDRE era
el mismo para los tres serotipos de cepas 01 eltor. De ésto se obtuvo que al
enfrentarlos a las cepas de ¥, cholerae 01 eltor inaba, éstas resultaron sensibles al
ataque de los fagos INDRE, produciendose asf los halos de inhibicién 6 placas
liticas; mientras que al enfrentarlos con las cepas ogawa, di6 como resuitado la
misma sensibilidad que la mostrada por las cepas inaba; al igual que al enfrentarlos -
con cepas hikojima. Al desafiarlos conuna cepa cldsicade Y, cholerag se observé
que, al contrario de los tres biotipos eltor anteriores, hubo resistencia hacia los tres
fagos INDRE; por lo que reafirmamos un comportamiento muy semejante al del
fago V eltor de Basu y Mukerjee; que como se sabe, lisa los tres serotipos de cepas
eltor, como se observa en la tabla 8,

Con ésto podemos estar seguros del comportamiento y biotipo de los fagos
aislados y asf sumarlos al esquema para que, junto con el fago IV y el fago V de
referencia, sean tres pardmetros més conla finalidad de diferenciar los dos biotipos
de Y, cholerag O1. Tabla 9.

En Ia tabla 10 se sefiala 1a fuente de obtencién de la cepas silvestres a las que se
enfrentaron los F-INDRE. Se utilizaron 103 cepas inaba, 38 cepas de origen
ambiental y 65 cepas de humanos. De 102 cepas ogawa, 1 cepaera ambiental y 101
cepas eran de humanos, De 1as109 cepas hikojima,13 cepas eran ambientales y 96
cepas eran de humanos, Sumadas dieron un total de 314 cepas ensayadas.

Para caracterizar por biologfa molecular el DNA de los fagos, era necesario
conocer el peso molecular individual aproximado del DNA de los tres fagos INDRE
(41, 670 y 672) y compararlo con e! peso molecular del DNA de los fagos IV y V.
Esto para saber si los fagos aislados en éste trabajo comparten el mismo peso
molecular de su genoma entre sf, y si el peso molecular es igual o diferente
comparados con los pesos moleculares de fago IV y fago V.

Se realizé la técnica de extraccién de DNA a los fagos 41, 670, 672, 1V yViy

se logré extraer el DNA viral, Ver la figura 4.

Se corri6 una electroforésis en gel de agarosa de todas las extracciones de DNA

sometiéndolas a una carriente de 120 volts por 30 min , y se observd que la banda
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de DNA del F-1V, al igual que la banda de DNA del F-V y que las bandas de DNA
de los tres fagos INDRE corrieron lamisma distancia en el gel de agarosa; lo que
significa que todos tienen un genoma del mismo tamafio.

Se calcularon los valores correspondientes a los pesos moleculares de los
genomas de los fagos y se obtuvoun valor de 13,894 pb. Esto significa que tanto los
fagos dereferencialV cldsicoy V eltor,como los fagos INDRE 41, 670y 672 tienen

un genoma con el mismo peso molecular.
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Tabla 6:

Obtencién de placas liticas en un sembrado de Vibrio

cholerae 01 a partir de filtrados libres de bacterias de
aguas negras con cultivo positivo y negativo.

No. de aguas

Cultivo a Muestras que no | Muestras que | Muestras que
negras utilizadas { V. cholerae 01 | presentaron placas| presentaron presentaron
liticas placas liticas placas liticas
sospechosas a | después de
fagos. propagar
54 + 41 13 2
46 - 29 17 1
100 70 30 3




Tabla 7: Afinidad hacia cepas de Vibrio cholerae Olde los
| - vibriofagos INDRE y los fagos IV y V estandard.

Cepa de Vibriofagos

V. cholerae O1. F-1V | F-V F-INDRE
Clésico S R R
Eltor R S S

- . ‘ N
S =sensible R= resxstcme:

\
N,
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Tabla 8: Bacteriéfagos INDRE frente a los tres serotipos de
Vibrio cholerae 01 eltor y una cepa clésica.

Cepa de No. de cepas Vibriofagos

V. cholerae O1 [ensayadas | 41INDRE]670INDRE | 672INDRE

Eltor Inaba 103 S S S

Eltor Ogawa 102 S S S

IEltor Hikojima| 109 S S S

Clasico 1 R R R

S= Sensible

R= Resistente




Tabla 9 :Diferenciacién de biotipos de V. cholerae 01 por fagos.

Fago Biotipo

Clasico Eltor
IV clasico + -
V eltor - +
41 INDRE - +
670 INDRE - +
672 INDRE - +

|  +=Sensible - = Resistente
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Tabla 10: Fuente de donde se obtuvieron las cepas de V. cholerae

01 eltor que se enfrentaron a los fagos INDRE.

Fuente Serotipo de cepas de V. cholerae 01 eltor. Total
Inaba Ogawa Hikojima

Aguas negras 38 1 13 52
(12.1%) (0.32%) (4.14%) (16.56%)

FHumanos 65 101 96 262
(20.7%) (32.16%) (30.57%) (83.44%)

Total 103 102 109 314
(32.80%) (32.48%) (34.71%) (100.0%)




Figura 4 . Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% del DNA de fagos.
Carril 1; Marcador de peso molecular de DNA de fago lambda digerido con Hindlll.
Carril 2: DNA de F-IV clésico de Mukerjee.

Carril 3: DNA de F-V eltor de Basu y Mukerjee.

Carril 4: DNA de fago 41 INDRE.

Carril 5: DNA de fago 670 INDRE.

Carril 6: DNA de fago 672 INDRE.

Carril 7: Marcador de peso molecular gX174 digerido con Haelll.

Se utiliz6 una corriente de 120 volts por 30 minutos.
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De las muestras de aguas negras que se trabajaron en éste trabajo, solo se
lograron aislar los tres bacteriéfagos que se reportan en la tabla 6. Pudiera ser que
por inexperienciano se hayanlogrado aislar m4s fagos, o que los halos de inhibicién
que se indican fuéran alguna otra sustancia que inhibié el crecimiento de 1a bacteria;
yaque existen sustancias conactividad antibiética altamente especificas; como son
las bacteriocinas, descubiertas en E. coli y que en 1946 le dieron el nombre de
colicinas (16).

Las bacteriocinas de Y, cholerae, designadas como vibriocinas, fueron descubier-
tas hasta 1962 (16).

La historia de los vibriéfagos comenzé practicamente con el descubrimiento
del "ciclo 1ftico”, estudiadoen filtrados de heces de enfermos de c6lera por d'Herelle
en 1922, Las investigaciones a gran escala acerca de los vibriéfagos comenzaronen
- laIndiaen 1927, bajolaconduccién de d'Herelle y bajo el auspicio de la Asociacién
de Investigacién de la India (41).

En 1979, fué propuesto por Bystryi y Drozhevkina (11), un esquema de clasifica-
cién para los fagos de ¥, cholerae, incluyendo los pertenecientes al biotipo eltor; no
se incluyé 1a morfologfa y algunas propiedades serolégicas y solo fueron clasifica-
dos en un género como "Fagovirus de Vibrio", y en la tinica especie "Fagovirus
cholerae", como se puede imaginar, tal esquema tuvo muy poco valor taxonémico
y aéste le siguieron una serie de esquemas que se han seguido publicando (3,6).
Estudios en laboratorio mostraron que el fago IV, 149, a su RTD es lftico para todas
las cepas biotipo clésico de ¥, cholerae, pero todas las cepas del biotipoeltor fueron
resistentes aéste fago (16). Baséndoseenésta observacién, se desarrollo una prueba
utilizando dicho fago paraladiferenciacion de los dos biotipos de los vibrios 01 (40).
Cinco afios después se complementé el proceso de biotipificacién con laimplemen-
taciéndel fagoV eltor, quees lfticopara todas las cepas del biotipoelfordeighglcmn
01 pero todas las cepas del biotipo clésico ensayadas fueron resistentes a la accién
ltica de éste fago (9). Estas observaciones coinciden con los resultados

56



reportados enlatabla7 del presente proyecto; yaque los fagos41,670y 672INDRE
mostraron el mismo patrén Iftico que en 1968, Basu y Mukerjee reportaron para el
fago V eltor (9, 40), También se comprobé que la accién litica de los fagos 41, 670
y 672 INDRE no tienen preferencia sobre alguno de los tres serotipos de Y, cholerae
01 eltor; es decir, lisan al serotipo ogawa, inaba e hikojima por igual; como se puede
ver en latabla 8,

Monsur et al.,en 1965, estudiaron el efecto del fagoIVen Y, gholerageltor
y concluyeron que aunque el fago I'V infecta a vibrios eltor, no hay indicios de que
se establezcauna multiplicacién de fagos durante el proceso, Se hareportado que
el fago IV (#149) se adsorbe irreversiblemente a células del biotipo eltor; 50 % del
DNA inyectado se une a la membrana celular y se continda con la sfntesis de DNA
monomérico de una formasimilar ala que se lleva a cabo en su cepa hospedera. Sin
embargo, los intermediarios de DNA concatenado producidos fueron inestables y no
llegaron a formar DNA fdgico maduro (20). No obstante, se lograronsintetizar gran
niimero de las protefnas tempranas y solo algunas de las protefnas tardfas. Asf,
algunas funciones presentes enel biotipo eltor y no enel biotipo cldsico pueden estar
especfficamente involucradas en la desestabilizacién del DNA concatenado durante
la replicacién del fago IV en cepas de Y, cholerae biotipo eltor (20).

Siddhartha K. Biswas y cols., en 1992, reportaron que los factores involucrados
son una proteina de membrana interna de 14,000 Da y posiblemente otra protefna
de 22,000 Da presentes en cepas del biotipo eltor. Estas protefnas p.areccn ser las
responsables de causar la desestabilizacién del DNA concatenado y conferir asf la
resistencia de las cepas biotipo eltor a la infeccién del fago IV, Cuando el gen que
codifica para éstas protefnas fué implantado dentro de cepas de Y, cholerae clésico, -
la sfntesis del DNA concatenado, posterior a la infeccién por fago IV, fué inestable
y por lo tanto no llegé a formarse un DNA maduro (49).

El patrén diferente dado en la susceptibilidad a fagos IV y V presentada por ¥,
cholerae 01, ha sido utilizado para la diferenciacién de biotipos desde hace varios
afios. (9,40,42).
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Para la diferenciacién de los dos biotipos, la fago-sensibilidad es la que ofrece los
resultados més consistentes (41).

Barua y Gomez en 1967, reportaron sus observaciones en la caracterizacién de
biotipos, y concluyeronque latipificacién conel fagoIVjunto conel fago V permitfa
obtener resultados mucho muy aceptables (41). Basdndose en las observaciones
anteriores, una vez que se conocié a fondo el comportamiento litico de los fagos
INDRE, se procedié a incorporarlos al esquema de fagotipificacién para que, junto
con los fagos de referencia puedan ser de utilidad en el afin de comprender la
naturaleza y comportamiento epidemiol6gico del ¥, cholerag. Tabla 9.

Como se planteaen los objetivos de éste proyecto, se trabajaron con muestras
ambientales o aguas negras que fueron recolectadas de diferentes sitios dela Ciudad
de México por personal de la DGCOH, una dependencia del Departamento del
Distrito Federal. Las aguas negras fueron enviadas al INDRE para llevar a cabo el
monitoreo de Vibrio cholerae 01 circulante para detectar y atacar con eficiencia
algdn pasible brote de célera, ya que 1991, México pasd a ser un pafs afectado por
la séptima epidemia de célera. Se reporté que en unas pocas semanas, después del
primer caso, se iniciaron otros brotes en diversos puntos del altiplano central, para
luego extenderse a los estados del sureste y de allf a otros sitios del pafs (27).

Encuanto ala tabla 10, es donde se aclara la fuente de obtencidn de las cepas
a las que se enfrentaron los fagos INDRE para conocer todo lo que en éste trabajo
se reporta de ellos. Son un total de 314 cepas. De las 103 cepas inaba, 38 son de
origen ambiental y 65 son de muestras humanas. De las 102 cepas ogawa, 1 cepaes
ambiental y 101 cepas son de humanos y, de 109 cepas hikojima, 13 son cepas
ambientales y 96 cepas son de humanos, ‘

En relacién a las determinaciones de biologfa molecular, era necesario
conacerel peso molecular individual aproximado del DNA de los tres fagos INDRE
(41,670, y672) y compararlo con el peso molecular del DNA delosF-IVy
F -V, Esto para saber si los fagos aislados en éste trabajo comparten el mismo peso
molecular de su genoma entre sf, y si el peso molecular es igual o diferente
comparados con los pesos moleculares de F-IV y F-V.
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Se realizé Ja técnica de extraccién de DNA con la metodologfa propuesta por
Popovic, etal. (44) alos fagos 41,670,672,1V y V,y se lograron extraer los genomas
virales, figura 4.

Se corri6 una electroforesis en gel de agarosa de los extractos a 120 volts por 30
min , y se observé que la banda de DNA del F-IV tiene un peso molecularde 13,894
pb, lo mismo que el DNA del F-V que tambien resulté ser de 13,894 pb.

La distancia recorrida por las bandas de DNA de los fagos INDRE nos muestran
que los tres tienen un genoma del mismo tamafio; es decir , la simple técnica de
electroforesis no es suficiente como para mostrar alguna diferencia genética entre
ellos.

Al compararlos conlabanda dada por el DNA de F-IV clasico y labanda de DNA
de F-V eltor, se observé que corrieron lamisma distancia, Esto quiere decir que los
fagos 41,670 y 672 INDRE también tienen el mismo peso molecular de 13,894 pb.

Es necesario aclarar que el peso molecular de los fagos mencionados, se
calcularon por el método de mfnimos cuadrados y tomando en cuenta solamente las
bandas de 23130 pb, 9416 pb y la de 6557 pb del marcador de peso molecular de
lambda-Hindlll. Esto para conseguir mis exactitud en los célculos ya que en la
fotograffa, son las tres bandas més cercanas al valor de nuestras bandas problema,

Hoy en dfa existe la probabilidad de evitar posibles epidemias de grandes
mag nitudes, gracias a la aplicacién de medidas higiénicas y de reglas internacio-
nales parael controlde c6lera y otras enfermedades diarreicas; a fin deerradicaruno
de los mas grandes problemas que afectan el bienestar de la humanidad (13).
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Selograron obtener y propagar 3 vibriofagos apartir de los sobrenadantes de
aguas negras con cultivo positivo (2 fagos) y cultivo negativo (1 fago) a Yibrio
cholerae 01, recolectadas de diferentes sitios de la Ciudad de México. Esto nos -
demuestraque el agua negraes unmedio adecuado paralasubsistencia, transporte,
propagacién de la bacteria y de éste tipo de bacteriofagos hacia su célula hospedera.

Los fagos 41 INDRE, 670 INDRE y 672 INDRE tuviéron el mismo
comportamiento y afinidad hacia las cepas de Vibrio cholerae 01 biotipn eltor, que
elfago V eltor aislado por Basu y Mukerjee en 1968, Es decir, tanto los fagos
INDRE comoel fago Veltor tuvieron lamisma especificidad hacia cepas de
YV cholerag 01 eltor como cepa hospedera,

Los fagos 41 INDRE, 670 INDRE y 672 INDRE, al igual que el fago V eltor
de Basuy Mukerjee, lisaron los tres serotipos de Y, cholerac 01 eltor en este trabajo
ensayados; es decir, lisan tanto el serotipo inaba como al serotipo ogawa y al
serotipo hikojima. No se observé especificidad en cuanto al serotipo dentro del

biotipo eltor de Yibrio cholerae 01.

Setrabajé a nivel deextraccién de DNA, tanto de los fagos de referencia IV
de Mukerjee y el V de Basu y Mukerjee) como de los fagos INDRE (41, 670y 672)
para comparar los pesos moleculares de DNA. Después de las comparaciones, se
afirma que el peso molecular del DNA del F-IV y el peso molecular del DNA del
F-V tienen el mismo valor.
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Lacomparacion delos pesos moleculares entre los DNAs de los fagos INDRE
nos sefiala que poseen , los tres, un DNA conel mismo peso molecular de 13,894 pb.

En conjunto, pademos concluir que los fagos IV cldsico, V eltor, 41 INDRE,
670 INDRE y 672 INDRE poseen un genoma con ¢l mismo peso molecular, y que
se necesitarfa realizarles mas técnicas de biologfa molecular para poder captar
diferencias genotfpicas entre ellos y poder afirmar con certeza si son genéticamente
iguales o diferentes.
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