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'RESUMEN 

La toxina colérica es producida por Vibrio cho/erae 01 y es la responsable de la 

diarrea que caracteriza a la enfermedad. Esta toxina es una proteína compuesta por dos 

tipos de subunídadcs, una subunidad A y una subunidad B que consiste de cinco 

péptidos idénticos. 

Los genes que codifican para las subunidadcs A y B son designados como ctxA y 

ctx/J respectivamente. 

Con base en la secuencia se han identificado 3 genotipos de ctxB, el genotipo 1 que 

incluye a las cepas del biotipo Clásico y las cepas del biotipo El Tor encontradas en las 

costas del Golfo en USA, el genotipo II que abarca a las cepas El Tor originarias de 

Australia y por último el genotipo III que comprende a las cepas El Tor de la séptima 

pandemia y la reciente epidemia en Latinoamérica. 

En la realización de este estudio se llevó acabo la estandarización de la técnica de 

PCR para el gen ctxB, con el fin de obtener el fragmento ctxB de 460 pb y verificar 

posteriormente la existencia de diversos genotipos en cepas de campo de V. cholerae 

O 1 que circularon en la República Mexicana durante 1991 a 1994. 

Los resultados obtenidos permitieron concluir que la estandarización de la técnica 

propuesta, es adecuada para obtener e identificar a ctxB de la toxina colérica. 

Posterior a la obtención de ctx/J se real izó su secuenciación, observándose la 

existencia de dos genotipos de ctxB circulando en México, genotipo III y el genotipo l. 

V 
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l. INTRODUCCIÓN 

El cólera es una enfermedad infecciosa gastrointestinal caracterizada por vómito y 

diarrea; que es causada por una bacteria denominada Vibrio cho/erae O 1 (V. cholerae O 1 ), 

la cual produce una toxina denominada toxina colérica que actúa sobre la mucosa del 

intestino delgado y es la responsable de la diarrea característica de la enfermedad. 

La toxina colérica esta compuesta de dos tipos de unidades funcionales, una subunidad 

A y cinco subunidadcs B. Los genes que codifican para las subunidades A y B son 

designados como ctxA y ctx/J, respectivamente. 

Además de la identificación bioquímica y serológica de Vibrio cholerae 01 se han 

utilizado métodos de biología molecular como: la reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR) y la secuenciación, con el fin de tener un mejor estudio de la cepa. 

La PCR es un método que consiste en la sintesis enzimática in vitro, de millones de 

copias de un segmento específico de DNA. Al estandarizar la PCR se optimizan las 

condiciones de reacción, favoreciendo el aumento en la especificidad y sensibilidad de la 

misma. 

A partir del estudio de la secuencia del gen ctxB se han identificado tres genotipos, el 

genotipo 1 que incluye a las cepas del tipo Clásico y El Tor de las costas del Golfo en 

Estados Unidos, el genotipo ll que abarca a las cepas El Tor de Australia y por último el 

genotipo 111, que comprende a las cepas El Tor de la séptima pandemia y las de la reciente 

epidemia de Latinoamérica. 

Considerando que el principal mecanismo de patogenicidad de I·: cha/erae 01 es la 

toxina colérica y que el gen ctxB proporciona información acerca de la diversidad genética 

de la bacteria, este estudio tuvo como propósito estandarizar la técnica de PCR para el 

fragmento del gen ctxB con el fin de conocer si existe alguna diversidad, a nivel del 

genotipo ctxB, en las cepas de V. cholerae O 1 que circulan en México; la aportación de 

estos conocimientos podrán servir de base para comprender más acerca de la enfermedad 

del cólera en México a nivel epidemiológico. 
1 
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2. MARCO TEÓRICO 

2. t. Antecedentes históricos del J~ clwlerfle O 1 

La palabra cólera fue usada por Hipócrates hace 24 siglos y significa flujo de bilis. 

Algunos historiadores prefieren ubicar el origen de la infección en la India, donde 

permaneció latente hasta el siglo Y. En el siglo XVII, Sydenham diferenció la.enfermedad 

Cho/era morhus del estado colérico, justificando a la enfermedad com.o un exc~so de bilis 

que irritaba al estómago y a los intestinos, de suerte que se expulsaba c~mo vómito y 

diarrea1
• 

Durante los siglos XIX y XX han ocurrido siete pandemias de cólera. Entre las 

pandemias que afectaron el Continente Americano se encuentran la segunda, tercera, cuarta 

y séptima pandemia. 

La segunda pandemia del cólera se ubicó entre los años de 1826-1837 y afectó a paises 

de Asia, Europa, América y África, debido a conflictos bélicos que se presentaron entre 

Rusia y Persia, además de la emigración que se extendió a partir de Europa a América, 

llegando en 1832 a Canadá, de ahí a Estados Unidos, a Cuba y finalmente a México en 

1833 1. 

La tercera pandemia comprende los años de 1848-1862 y fue una de las más mortíferas, 

afectando a países de Asia, Europa, África y América. Específicamente en América la 

puerta de entrada fue Nueva Orleáns, desde ahí se remontó a California y llegó al sureste 

de_ México. Durante este periodo John Snow demostró la importancia del agua en la 

transmisión del padecimiento, siendo asi el primero en descubrir las medidas de prevención 

de la enfermedad a raíz de la epidemia ocurrida en Londres 1• 

ll 
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Entre los años d~ l SM - 1~?/;e pr~se"!tó-la cuarta pa-ndemia perjudicando a paises de 

Asia, Europa, América y: ÁÍrica~'.; E~ ~füca ·~e observó una notoria extensión de la 

enfermedad debido al intenso tr<Ífieo'de~~clavos 1 :. ··. 
·,~·~< >;~'::;.,·:, '.; ~~T 

~-·'(¡~ .. , .l ,:·.: ~ .. :,\; 
·-~·:~· ' '··, 

En el año de 1884 RÓbcrt'Koch.d~s~ubriÓ el agente causal de la enfermedad, y lo 

describe como un bacilo en i~r~á''de ~ilii.'ajslad~ de evacuaciones y tejidos de enfermos 

de cólera. 

La séptima pandcmia se inició en Indonesia en 1961 y se extendió al sudeste asiático y 

al oriente medio, en 1970 invadió Arrica y 1Ci's países del Mediterráneo. 

El primer caso de cólera e~ LaÍinoamérica del siglo XX se registró en Perú, el 23 de 

enero de 1991, extendiéndose por todo el continente y llegando a México en Junio del 

mismo año. La séptima pandemia se caracteriza por el predominio de V. cho/erae 01 

toxigénico, biotipo El Tor, serotipo loaba. La presente pandemia no ofrece señales de 

abatimiento y actualmente en algunos estados de nuestro pais tenemos una epidemia 

controlada 1. 

El cólera en México 

En México se tienen noticias de la aparición del cólera a partir de la segunda pandcmia 

en el año de 1833. La enfermedad procedente de Europa pasó a América en el año de 1832, 

transportada por emigrantes infectados. Al parecer el cólera llegó a nuestro país procedente 

de Nuevo Orleáns y Cuba, el cual se diseminó pronto por toda la República Mexicana, 

causando grandes daños. La ruta principal que siguió fue la de la plata: de Tampico a San 

Luis Potosí, Guadalajara. Querétaro, Ciudad de México, Puebla y Oaxaca. Fue hasta 1883 

en Juchitán, Oaxaca que se registró la enfermedad por última vez1. 2• "-

Su propagación a gran parte de la República Mexicana estuvo asociada a los 

movimientos militares de la época y a las condiciones de vida a causa de un periodo de 

crisis y guerra 1•4• 

3 
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En lo que va del siglo, el primer caso de cólera en México ocurrió en Junio de 1991 en 

el Municipio de Sultepec, Estado de México. En pocas semanas se iniciaron otros brotes en 

diversos puntos del altiplano, para luego extenderse a los estados del sureste y de ahi a 

otros sitios del país i.s. 6. 

2.2. El Vihrio cholerae O 1 

El cólera es una enfermedad infecciosa intestinal aguda, grave, caracterizada por la 

aparición brusca de diarrea acuosa y abundante, vómitos, deshidratación rápida, acidosis, 

colapso circulatorio y en los casos no tratados, causa la muerte después de las 24 horas de 

su aparicións. 

El aislamiento del agente etiológico del cólera, V. cholerae del serogrupo 01, se puede 

realizar a partir de heces o de vómito del enfermos. 

El género Vihrio pertenece a la familia Vihrio11aceae a la cual también pertenece los 

géneros Aeromo11as, P/esiomo11as y Photobacteriums. 7. 

2.2.1. Identificación bioquímica y serológica 

El Vihrio es un bacilo curvo Gram-negativo que mide de 0.5 a 0.8 µm de diámetro por 

1.4 a 2.6 µm de largo, las formas involucionadas usualmente se presentan en cultivos viejos 

o bajo condiciones adversas. En medio liquido son móviles por flagelos polares, no forman 

endoesporas, son anaerobios facultativos y poseen ambos metabolismos. respiratorio y 

fo~::.:i~niativo; no fijan ni desnitrifican el nitrógeno, todos son quimiorganotrofos, las 

esp::Cies de Vihrio se incluyen en el grupo de fermentadores oxidasa-positivos, fermentan la 

O-glucosa dando como resultando producción de ácido pero no de gas5
. 

Los iones de sodio estimulan el desarrollo de todas las especies y algunas especies 

crecen bien en medio conteniendo una base de agua de mar1
• 
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Las·especies v.ibrionáccas pueden confundirse con enterobacterias y con Pse11domo11as. 

Con las primeras, la diferenciación inicial se hace mediante la prueba de oxidasa y con 

l'se11domo11as se hace buscando su incapacidad para fermentar la glucosa (tabla 1 ). 

Para· hacer la distinción entre las cepas de V. cho/erae, Aeromonas y Plesiomonar, se 

empica primera.mente la deter.minación de arginina, además de otras pruebas que se indican 

en·'ª t8bt~ 2~: . :.'~ .. 
• • . ' ,· >i·.~::·· .. :-, '¡ 

'.:>.:.;- ·'·:.>' -· \:,; '~-' 

El género Vibrl() inclÚye:.b;C:~pecies, que se han aislado de muestras humanas de las 

cuales se incluyek ,·~i si~i~~\~l:f .· 
-_ ---': ) ~- - ' 

'·; :' ··/<-: .«' 
: ; ~¡~. 

• V. alginolytic11s 
- ·:), 

V. cho/erae O 1 

• V. cholerae No O 1 

V. damse/a · 

V. jlúvialis · 

V. furnissii 

• V. cincÚín~ti~nris 

. - ~- --' 

V. hollisae 

• V. me/schnikovii 

• V. mimicus 

• V. parahemolytic11s 

• V. vu/11ific11s 

• V. carchariae 

Las reaccio~es diferenciales en agar tiosulfato, citrato, bilis y sacarosa (TCBS) son 
., .• ' ., - -·· ' ~ . ' - ¡ . -

útiles para efcCtuar una' idenÍificación presunÍiva de V. cho/erae, V. parahaemo/yliCllS, V. 
''•· ·,;.-,"- ... ;·; ·''",.. - . .. ·.: ' . 

. · algi11~/ylic11sy.f'. ,l;1/11ijiéíú: des~ués de 18 a 24 horas de incubación las colonias de V. 

ch~lef;;~ ~~~· d~;'~t~i '~~k;.Ji1~: lisas de 2 a 4 mm de diámetro con un centro opaco y una 
.· ... -:.:.- --- :'.,·(-:;" -f~: . .:i,J :ft'/;;_f:.0:.:.t:: .. s·~\;<·>: ~-- -· : ; 

periferia transpare.nté, LliS colonias de V. parahaemolytic11s y V. v11/11ific11s no utilizan la 

saearci~-¡,~/1~·~u:c:·¡~5 ~cilonias son de color azul-verde9
. 

En la tabla 3 se presentan las pruebas empicadas comúnmente para distinguir las tres 

especies de vibrios principales que crecen en el medio selectivo TCBS5
• 

5 



Tabla l. Características diferenciales de Vihrio y otros géneros afines. 

·. Caracteristicas Vibrio Aeromonas 

Crecimiento 

en TCBS + 

Crecimiento 

en aerobiosis + + 

Crecimiento 

en 

anaerobiosis + + 

Requerimiento 

deNaCI + 

Oxidasa + + 

Fermentación 

de O-glucosa + + 

Hidrólisis de 

gelatina + + 

+= positivo negativo 

Plesiom01ras PserulomOllQs Enterobacterias 

+ 

+ 

+ 

+ 

+/- = variable 

6 

+ + 

+ 

+ 

+ 

+/- +/-

Tomado de Giono y co15
• 
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Tabla 2. Diferenciación de Vibrio c/10/erae y otras bacterias 

Características : Vibrio cho/erae Aeromonas 

hydrophi/a 

Plesiomo11as : Enterobacterias:· 

sl1igelloides 
·róñ<r;;-Cí;;··crsF--······-···-·········--···· ................................ ; ........................ - ............................................................... _.,_ ................. ~ ....... . 

ácido 

gas 

ácido sulíllídrico 

Lisina 

descarboxilasa 

Arginina 

Ornitina 

desearboxilasa 

Hidrólisis de 

gelatina 

Oxidasa 

+ = positivo 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

negativo 

+ 

V 

V 

+ 

+ 

+ 

+ 

7 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

V= Variable 

+ 
V 

V 

V 

V 

V 

V 

Tomado de Giono y co15
. 



Tabln 3. Pruebas diferenciales de vibrios c~~1únmente-aisl~do~ en TCBS 

Prueba ; ' · •· •.. • · • • o; f.:.~{1,(Jl'!_rae ' ;:; : V. P'!fa{1áfifl(O/yt~c.11s ! ·',V,'. cho/eme No O 1 

.·.=;::.· .· .. , .. ~.. ·.·., ,. ;_ .·. ·.:,::, -< . ··:::(-·::'· ;:· .. ;:.'i; ·::~:,_, 
.... --.. ~·-· .. ·--·· .. ·---:..--.:.;.:.:.. ..... ...:~~~~-.. -.;.....;.;...~.;..;; .... ~--~J ......... _..;~ .. .:.. .... _,,;..,_.,., .. __ ;.;...,,_~:;._ .. :_,_..;_,...;. .. ~ . .:.......;..:.. ............ .. 

Fermentación de 

glucosa 

Fermentación de 

sacarosa 

Rojo de metilo 37 ºC 

TSI: superficie 

fondo 

Crecimiento a 43 ºC 

Caldo nutritivo sin 

NaCl 

Caldo nutritivo con 

NaCI .10% 

+=positivo 

+,no gas 

+,(raro-) 

+.(raro-) 

A, (raro K) 

A 

crece 

no crece 

- =negativo 

8 

+, no produce gas +, no produce gas 

-, (raro+) +.(raro-) 

+, (requiere NaCl) -. (raro+) 

K 

A 

+ 

no crece 

crece 

A= ácido 

KoA 

A 

crece 

no crece 

K =alcalino 

Tomado de Giono y col~. 



En la tabla 4 se .muestran las ·pruebas de diferenciación de las especie.s de Vihri11 

patógenas para el humano. 

La especié V. cho/erae. presenta algunas'· diferencias de acuerdo ·¡j sus características 

antigénica~ y fisiológicas {figura 1 ). El primer grado de diversidad 'de V. chole;ae toma en 

cuenta a su antígeno "O" somático; el cual es un polisacárido característico de las bacterias 

Gram negativas, componente de la superficie de la célula. En la• práctica las cepas que 

aglutinan con el ant_isuero somático se denomina v: cholcrae 01 y aquellos que no 

aglutinan se les designa como V. cholerae No 01, antes llamados vibrios no aglutinables 

(NAG) 1's.rn. 

Se ha observado que para obtener resultados más satisfactorios para las pruebas de 

serología, esf~ndamental elegir colonias a partir de un medio no selectivo como el agar 

base sangre (~AB) 11
, . 

,.'· .. · .. ;·:-';:· 

El gri;·p~'OI ccímprende dos serotipos o serovariedades: Ogawa e lnaba (estables) y la 

variedad Hik~]il11~. qlíe e; inestable (figura ti. Cabe mencionar, ~ue la séptima pandemia 

se ha caraéterizado por el pred.ominio del serotipo lnaba1•
12

•13 • 

El segundo grado de diversidad se refiere.a los biotipos o biovares Clásico y El Tor, que 

son variantes fenotípicas diferenciales por su comportamiento fisiológico. Las pruebas que 

se utilizan para distinguirlos son la hemólisisde.sangre de borrego y pollo, sensibilidad a 

50 UI de polimixina en medio Mueller-l-linton.y p~t~Ón de lisis a los fagos de Mukerjee1
• 

1
•. 

La resistencia a las condiciones del'n1cdiÓ·a;nbicnte también depende del biotipo de r: 
cltolerae O 1 de que se tráte; s¿ h·~ a'l,~~~~ad::'i¡~~;~I- biotipo El Tor es más resistente y 

. -· . '· .... ,_, .. _,,._,.,,_.'-<·,···;.· ... !'•. ' . 

sobrevive durante más tiempo cri el ambienÍ'e; el agua y en los alimentos y por consiguiente 

puede propagarse más fácilmente que ~I bÍ~ii¡Í~'c1á~ico 1 • . 

9 



Tabla 4. Características diferenciales de las .especies del género Vihrio 

Especie Crecimiento.en NaCI •. Vógues-Proskauer Arginina Indo! .·o% :6~)." s% . . . . . . . . 
... ¡~··c.:¡¡;;¡~¡;{¡;;······ ......... : .............. : ..... ; •. :.+: .... " .. C.:•·#::··''-'·'·'··:; ... ".::~.-C ........ ,:;..-:f:¡~::_::__.:,.~.;.:; ...... ; .••..... ;:.; ........................ : ... + ........... . 

I•'. alKi11olyticm + + + +/-

V. cici1111a/ia11sis + + 

V. dm11.w:k1 • + + + 

V . .flm•ia/is + +/- + +/-

V. fumi.\~~ii • • + +/- + 

1-'. holltsae + + 

1-'. me/sc/mikovii*** +/- + +/- + + +/-

1-'. mimicus + +/- + 

V. parahaemolytic11.~• + + + 

1•'. wil11tfic11s + + 

• ureasa + +=positivo - =negativo +/. = variable 

• • gas de glucosa 

••• o.xidasa -, nitrito -

Tomado de Giono y coli. 
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~EH!ti'iillJS"' 
· ··: i/.;thiJibtle 

~~::;r 
SEROORUPO 01 .·, .... , .. ,,, .... ""' 

. SEROTIPOS: 
.. Inaba, '>.P"'ª e Hikojima / 

.~$~\)~ 
BIOTIPOS: 

aásico y El Tor 

~~&t'SF~f®'.~7 
TOXlGENICIDAD: 
Pl'fteate o ausente 

/ 

SEROGRUPO NO ' ' · · ·· ot · · 
(> ISO serogro¡)os) j 

Modificado de Giono y co15
. 

Figura 1. Caracteristicas de Vihrio cho/erae 
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El V. cho/eme sobrevi~~ a.un p!-1 de6:9; es s~scepÚble a·t mg/I de cloro durante 30 

minutos; es sensible aun pl-l ,n~en6r d~ .4 y mayor de 11; muére a una temperatura de 60ºC 

durante 1 o minutos y 'a: i óo 0c'cn 1 minut~ 1 .' 
··.:~:.-~ .. :·:...;:·: ' ' . - .· - . : ' ' .· 

La . capaciclacl d~ Í/. .. cho/erae .. para sobre~ivir por largo~ periodos f~era . del 

organisnm. depende de l~s condiciones y temperatura del n;edio .• En ·~1 ;,,~)" a,teinperaiuras 

de SºC a IOºC puede sobrevivir 60 días. cuando la temperatlira:es ~lly~r(JO~C~ 32~C) 
sobrevive de 1 O a 13 días. En el agua de una cisterna sobrevive J~ <li~·~;~ b~Jas·¡~~p¿raluras 

'· -. '.[-~'. ":1 , .. ~ "-' ·:.,:: -·-' . •"' •. -

y hasta 13 días a temperaturas más altas'· 2 . · ·'''é'.·;; ··.··•· ':{ · ~·.", 
- -.?.;J~·"· {:tx·~;,.:~ :.«:\~~>-

En pescados y mariscos frescos sobrevive entre 7 y 14 días/í'c~:~r~l[~~,~~t~~ SºC y 

IOºC y de 2 a 5 días a temperaturas de 30°C a 32°C. En)~g~\¡,;:~if~'.·f~t~s frescas 

sobreviven de 7 a 1 O días entre 5 y 1 OºC y a temperaturas más altas sÓlo 'p(:rs
0

iste de 1 a 7 

días1. 

2.3. Factores de transmisión del cólera 

' . . 
Como· se mencionó anteriormente, el cólera es una enfermedad infecciosa aguda 

caracterizada por diarrea, vómito y deshidratación. El cólera ~e trari~;nltepor ingerir agua o 

alimentos contaminados con la bacteria; no se transmite por:via\e~piratoria, por contacto 

casual o por convivir en áreas de trabajo 10
. 

Existen di fcrentes factores que determinan la transmisión del cólera. entre los que se 

encuentran'°: 

1. Factores del huesped. 

2. Factores ambientales. 

J. Factores del agente (V. cho/erae 01). 

12 



El. hombre .es el principál rese;vcirio natural del ag~nte causal y la trii~~misión se realiza 

en un ciclo hombre ~ _ medioaf11biente - hombre, pero.se desconoce la forma 

COlllO sobrevive CJ mici~or~a~iS;llO dura~Íe J~s periodos interepidé~;icos 1 , 

Se puede' c~ll~i~;/r~/C]ue la susceptibilidad del hi1ésped es universal, aunque existen 

factores humanos i~divlduáles que pueden favorecer la infección, como son1·'": 
::··~.·-/ -. 

La acidez gástrl~~: ya que los vibrios son destruidos a un pH igual o menor de 5, la 

aclorhidria ~ásirica aumenta el riesgo de padecer la enfermedad. 

Lá desnÍJt,~ció~·· también favorece el que sea más susceptible a adquirir la 

enfermédad. 
, ·:·· '.).:: -, 

La in~uni:d~d.-~atural de cada persona, ya que en zonas en las que existe la 

enferrned~_d.de rnan~r~ endémica; ésta afecta principalmente a niños de entre 2 a 9 

años .• -
. , ~. ::'f\~," '!.':,.; 

Hay eleme:ri;os ;Cjúli"ravci~ecen el desarrollo de la ~nfcrmedad del_ cólera, entre los más 

important~s ~~\~~~~~Í.rá la cantidad de illó~ul~. ~s dcci~ •. el ,nú~1ero de bacterias y la 

concéntración nec~5aria para producir enfermedad: Es bien' sabido;que se requiere entre un 

millÓ~ y ci~~';;rilloncs'de ~rganlsmos de v: chó!clr~e C>rpa~a'produéir lae~fermedad 1 ' 111 • 
< ,'"•": 

.. .· .-.; 

Otro punió importante es el nivel socioeconóÍnico/~~ qu.e la poca disponibilidad y 

acceso a rnedid~s sánitarias básicas como agua ~~tabÍ~ y áica~~arill;adri, originan un estado 

de v~lnerabilidád en la población para contra~r lae~r~i'~1edad~ . 

13 



2.4. Toxina colérica 

Se sabe que las manifestaciones clinicas del cólera se atribuyen a una enterotoxina 

elaborada por V. cholerae O 1, también conocida como toxina colérica (CT) 11
•
15

. 

Las toxinas son moléculas de muy diferentes origenes que se reconocen por su 

capacidad de lesionar tejidos. Las de origen microbiano se clasifican en exotoxinas y 

endotoxinas. Las exotoxinas son producidas tanto por bacterias Gram-positivas como 

Gram-negativas, mientras que las endotoxinas se localizan caracteristicamente en las Gram

negativas5. 

Las exotoxinas que producen las bacterias Gram-negativas enteropatógenas son 

comúnmente llamadas enterotoxinas5. 

Los primeros indicios de la existencia de una toxina responsable del cólera fue 

desarrollada por Robert Koch. quien en 1884 propuso que el agente responsable de la 

producción del cólera era una "poción especial" que actuaba en el epitelio intestinal11
•
16

. 

La hipótesis acerca de la existencia de una toxina fue demostrada en 1959. por dos 

grupos de investigadores independientes en la India. logrando inducir una considerable 

pérdida de fluido, mediante la inoculación directa en el intestino de conejo de extractos 

libres de vibrios11
•
16

•
17

. 

Finkelstein y LoSpalluto, en 1969 lograron purificar la toxina. describiendo por primera 

vez la toxina y determinando su naturaleza proteica11
•
18

• 
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2.4.1. Estructura 

La toxina del cólera .es una proteina con un peso molecular de. 84 000 daltons y su 

estructura est~ conf~rn;ada 1Íof d¡)'s. tipf>S de subunidades. una subunidad A y una subunidad 
'·: . ·, 

La CT está formada por cinco subunicl~cle~ B idénticas y ~n~_sÓ!~ s~b~nid~~ A: (Í.gura 

animales o sistemas celulares intactos11
• 

La subunidad B esta formada por 103 amirio~cidos21 tienl'.un ·~es~.iriolecular de 11.6 

kDa, formando un pentámero semejante a.uri~'ciória g~esa con un piJ'ro'en ¿u centro, en el 

cual se aloja la subunidad A1
"
11

; e.1 poro i~terno ~ide 1 J-15 A de diámetro y aloja 

especificamente a la región A2
11

•
22

• La subunidad B tiene como función la unión de la 

toxina con los receptores de los enterocitos' 1• 

La subunidad A tiene un peso molecular de 27.2 kDa y es dividida proteoliticamente en 

dos cadenas de polipéptidos A 1 (21.8 kDa) y A2 (5.4 kDa); las cuales se mantienen unidas 

por enlaces disulfuro 11
'2.

1 (figura 2). El fragmento A1 tiene una forma triangular y es 

responsable de la activación del complejo adenilato ciclasa, induciendo una secreción 

activa de agua y sales que causa una terrible pérdida de fluido asociado con el cólera1
'
24

• 

2.4.2. Mecanismo de acción 

El mecanismo de acción de la CT inicia. cuando la subunidad B se une a un receptor 

GM1 en la superficie de la célula del intestino delgado. lo ·cual permite que la subunidad A 

interactúe de cerca con la membrana celular (figura 2). 

15 
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SubunidadA 

Toxina del cólera (Cn e.o\ 

ATI' cAMI' 

Figura 2. Estructura y mecanismo de acción de la toxina colérica. 
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Existen controversias de cómo la subunidad A, en particular el fragmento A1, ingresa a 

la célula y alcanza a la adenilato ciclasa. Alb'Unos investigadores proponen que la toxina 

completa (subunidad A y B) ingresa por endocitosis y que una vez dentro de la vesícula 

endosomal, la subunidad A es liberada al citoplasma1·'3. 

En un modelo similar se propone que una vez en la vesícula endosomal la subunidad 

A, aún adherida al endosoma, pero con la región A1 expuesta hacia el interior de la célula y 

no al endosoma, se une a la proteína G.., para realizar su ADP-ribosilación1'13 . 

Otros autores sugieren que al interactuar la CT con la membrana de la célula intestinal, 

la toxina del cólera sufre un cambio conformacional en su subunidad B lo que conlleva a la 

penetración de la subunidad A1'13
. 

Después de que la subunidad B se une al receptor GM1 de la membrana celular, el 

objetivo de la CT dentro de la célula, es la adenilato ciclasa, uno de los más importantes 

reguladores del sistema de las células eucariotas. Esta enzima media la transformación de 

ATP a AMP cíclico (AMPc), un mensajero crucial intracelular' 1. 

Normalmente la adenilato ciclasa es activada o inactivada en respuesta a una variedad 

de estímulos. La regulación de la adenilato ciclasa es mediado por una proteína G, 

(compuesto activador), que sirve para enlazar muchos receptores en la superficie celular, y 

un compuesto inhibidor G;. La proteína G, esta compuesta de tres subunidades distintas, a 

11 y y 11,2s (figura 2). 

La toxina colérica catalíza la transferencia de ADP-ríbosa (a partir de NAD) a un 

residuo arginina especifico en la proteína G..,12. La proteína Ga ADP-ribosilada se une a 

GTP y este complejo es capaz de activar a la enzima adenilato ciclasa dando como 

resultado un incremento subsecuente en los niveles intracelulares de AMPc1·11 . 

17 



.•......... ·•··· : .·.··• ··· ... · . . .. . 
Ai incre~1ent~;5¡; '1itcO,nccllir~~iÓn inira¿elula'r d~ A~rc. debido a la ac_tivaciónde la 

adenílato cictasá por la toxinici>lérica, coºríduce a un Yiterclttento de ta secreción de et" y un 

decremento eri I~ abso
0

rció;,· d() -Na~. pr~vcicando ~;.inten~o ;·nuj~-:~~ ·;gua a·. t~~vés. de. la 

membrari~ iril~~li'ri~t ~ii~ia 1~·1u~:Cíei int~~tino i~d~cicndo taai·a;r~~ .icJ~sa 1Lu'. •• 

La i~xin~.;~~
1

;;;~ r~;;,,~;~é '.~s c~dificada po~ ~en~s .02:¿os en un fago integrado at 

cromosoma y'sll:iJFci~J¿c{6n ~stá' sujeta a ta regulácÍóné:cÍ() latr~s¿ripclón por un efector 

positivo den6'n1i~aa~~ci~~1 , . · ··. · 
•. •'~. 'e ;~' . ·, ~ r,; ·-:-··. 

Cada una~de:.las subunidades A y 8 de la toxina, está codificada por un gen y son 

·designados ~ciliio ~~'xA' y ~ÍxÍJ, respcctivamcnte18·2.'·27. 
_'· ·. . . . 
. . . 

El gen ci'xA"contiene 777 bp: 636 bp codifican para la subunidad A1 y 141 bp codifica·n 

para la sÚbunidad A1. Los últimos cuatro nucleótidos de c1xA (A TGA), inctuyendó el 

codón de Íerrninación (TGA). son también los primeros nucleótidos del c1xB (ATO A)23·.28. 

El gen clxB ~ontiene 3 75 bp: 63 bp codifica para 21 aminoácidos del péptido líder y las 3 .12 

bp restantes codifican para 103 aminoácidos del monómero de la unidad a·· y el co'dÓn 

. terminal18·23 ._ 

2.5. Otras toxinas producidas por I~ clwlerae 01 

La toxina del cólera no es el único agente agresor característico de la bacteria, se han 

encontrado algunas cepas de v: cho/erae 01 que también secretan otras toxinas, entre las 

que se _encuentran la toxinas Zot, Ace, hemolisina, citolisina, SL T y ST: las cuales se 

describen a continuación. 
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2.5. l. Tollina Zot 

Zot fue descrita por Fasano y colaboradores28 quien reportó que V. cho/erae producía 

una toxina que incrementaba la permeabilidad de una pequeña parte de la mucosa intestinal 

afectando la zónula-ocludens del intestino de conejo. Esta toxina afecta la unión de los 

enterocitos y altera la conductividad eléctrica de la mucosa intestinal del conejo en cámaras 

de Ussing y se considera que causa la pérdida de fluido a través de la zónula ocludens, por 

lo que se denomina toxina Zot1
•
5
• 

El gen zot consiste de un marco de lectura abierto de 1.3 kb, el cual puede codificar 

para un polipéptido de 44.8 kDa. El gen que codifica a la toxina Zot fue clonado y se 

encontró que la localización es inmediata al operón ctx, que codifica para la toxina del 

cólera11
'
29

• 

2.5.2. Toxina Ace 

La toxina Acede V. cholerae fue identificada por Trucksis y colaboradores30
. Estos 

investigadores demostraron que el producto de un gen de un marco de lectura abierto que se 

localizó inmediato al de zot, logró incrementar un corto circuito en la corriente en cámaras 

de Ussing11
• A esta toxina se le denominó enterotoxina accesoria del cólera (Ace). 

El gen que codifica a la toxina Ace (ace) puede codificar a un péptido de 96 residuos 

con un peso molecular 11.30 kDa ll.JO. 

Similar a la toxina del cólera y en contraste a la toxina Zot. esta toxina incrementa las 

diferencias de potencial en vez de la conductividad del tejido 11
. 
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2.5.3. llemolisina/ Citolisina 

Como se mencionó anteriormente, la hemólisis de eritrocitos de carnero fue 

tradicionalmente usada para dif~rencia~a los bi¿tipos de 1: c/u;f,.m1i! El Tor y Clásico. La 

hemolisina fue inicialmente pmilfoadllpo?Í·r6ndayFinkeli~in 11 .3 1 y mostró ser citolitica 

para una variedad de cultivos en e;itro~it~s'"Y cé~I~~ de nia;nifcros y letal para ratones11
. 

·~;-·:. 

La hemolisina es inicialmente si~t;ti~~ct~: ~omo Una ·proteína de 82 kDa y es 
,. ,•."'.'" ·'- . :· .. "·:-· ': 

transformada en dos pasos a una citolisi_na: acÚ~a "c:le 65 kDa 11 .J2
• Los genes que codifican 

para esta hemolisina, · h/yA, se presentan en cepas de I". cholerae El Tor, Clásico y no 

O 111
•
13

; sin embargo las cepas del biotipo Clásico son negativas para la lisis de eritrocitos 

de carnero. 

La hemolisina es capaz de causar una acumulación de fluido con sangre y moco en asa 

ligada de conejo 12.J4
• 

2.5.4. Toxina Shiga-like 

La toxina Shiga-like (SL T) fue identificada en JI: dwlerae O 1, basándose en la 

citotoxicidad en células Mela neutralizadas por anticuerpos producidos contra la toxina 

Shiga de Shigel/a dysenteriae 11
• Sin embargo se sabe muy poco acerca de esta toxina, ya 

que su investigación ha sido muy reducida. 

2.5.5. Toxina ST 

Hay algunas cepas de I". cho/erae no 01, que producen una toxina que comparte un 

50% de homologia en la secuencia de la proteína con ST (toxina estable al calor) de ¡,·, coli 

entcrotoxigénica (ETEC) 11
•
15

• 

Morris y col. demostraron que cepas de V. cho/erae no 01, que producen esta toxina 

(también llamado NAG-ST) pueden causar diarrea en voluntarios 11
•
36

• 
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Los genes que codifican la enterotoxina ST en V. cholerae 01 y no 01, fueron 

flanqueados por 123 bp de repetición directa, por lo que se sugiere que esta toxina tuvo que 

ser introducida dentro de V. cholerae por medio de un transposon 11
• 

2.6. Pruebas diagnósticas para la toxina colérica 

Además de la identificación bioquímica y serológica de V. cholerae, existen diversos 

métodos que se emplean en el diagnóstico y detección de la toxina colérica: 

2.6.1. Asa ligada de conejo adulto 

Uno de los métodos de laboratorio para detenninar CT es la prueba de asa ligada de 

conejo adulto, en el cual una porción de intestino se liga por los extremos con un hilo y se 

inyecta el sobrenadante libre de bacterias de un cultivo de V. cholerae en el asa formada, al 

cabo de 10 a 18 horas el animal se sacrifica y se extrae el intestino delgado con el fin de 

detenninar el liquido acumulado debido a la presencia de la toxina3
. 

2.6.2. ELISA · 

El ensayo inmuno enzimático (ELlSA) se utiliza para determinar la toxigenicidad de la 

cepa de V. cholerae O 1. Se preparan placas sensibilizadas con el receptor GM 1 y se agrega 

el sobrenadante de un cultivo donde está la toxina. La presencia de interacción receptor· 

toxina se determina agregando un anticuerpo de conejo antitoxina. La reacción se pone en 

evidencia al adicionar anticuerpos de cabra contra las inmunoglobulinas de conejo 

conjugados a una enzima. Al agregar su sustrato especifico se desarrolla una reacción 

colorida que evidencia la presencia de la toxina en el cultivorn 
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2.6.3. Aglutinación en hitex 

Se utiliza antisucro de concjci anti-toxina colérica para sensibilizar particulas de látex de 

policstircno. En presencia de un sobrcnadante que ~m;tcnga la entcrotoxir;a de 1:: é.'110/erae, 

se produce una re.acción d~ aglutinación. Se deben empicar testigosp6sitivos y·n~gativos 
.-· ·, :,_ .- ...... '; .~- .' . ·, . ;> ._ ~,:·_> ,'.:~;:. •. _:; ··:_. ~--" ;' ·:,·;.:· .. ··,',·¡ ';· 

conocidos y un testigo adicional preparado con suero de ~nejo f1Ó inmúnizado : .· 
~:' L:. ~.:;:.:~;: :\·'.·r~·,_.~--·""~, ·<.; :<·-~: 

.. ,~_ . ~¿ .. ;-.o. ·.-:? :,:.: .. :. ':;;~o., 

Se hacen. diluciones del sobrcnadantc filtrado de. un cúlÍivci.prÓbl~má y se aii~d~ la 

suspensión del látex sensibilizado. En el caso de que la toxina est~ P~tes~nte se forma una 

red de aglutinación en el fondo del pozo, en tanto que en s~ aus~ncia'se.obseiva como un 

botón'º. 

2.6.4. Métodos moleculares 

Actualmente se están desarrollando nuevos métodos moleculares que permiten un 

estudio mas fino para la caracterización de microorganismos patógenos a partir de su DNA; 

entre los que se encuentran: la hibridación, PCR y secuenciación. 

2.6A. l. Hibridación 

La hibridación es el proceso en el cual dos cadenas individuales de ácido nucleico (una 

de las cuales ha sido marcada previamente) se une in vitro para formar una molécula de 

doble cadena estable. 

A la cadena marcada se le llama sonda y a la cadena complementaria se le conoce como 

DNA blanco o molde, encontrándose en la muestra problema. Las sondas son simplemente 

secuencias conocidas de DNA o RNA de cadena sencilla, especificas para cada 
• • < m1croorgamsmo·. 
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La reacción de hibridación comienza a partir de I~ .desnaturaliiaciÓn de.-la~dobfi: cadena· 

del DNA blanco con el fin de trabajar con cadenas sencillas. La cad~na:~encin~ es ca~az, 
por su parte, de rcasociarsc con otra cadena de DNA o con un RNA de. secuencia 

complementaria para formar un hibrido5
. 

Existen tres variantes de la reacción de hibridación: 

1. Hibridación sobre una fase sólida como soporte. 

2. Hibridación en fase liquida. 

3. Hibridación i11 si tu. 

La hibridación comúnmente utilizada para el diagnóstico de v: cho/erae es la 

hibridación en fase sólida como soporte, la cual consta de cuatro pasos5
: 

l. La preparación de la muestra, para exponer el DNA blanco. 

2. La aplicación yfijación del DNA blanco al soporte sólido. conocido como 

transferencia o "blot''. 

3. La hibridación propia menté dicha empleando una sonda marcada. 

4. Detección de la hibridación mediante la señal producida por la sonda. 

Este tipo de hibridación empica como soporte, membranas de nylon o nitrocelulosa y 

puede identificar tanto DNA como RNA proveniente de una muestra problema. Se emplean 

diferentes tipos de transferencia para evidenciar la hibridación entre los ácidos nucleicos. la 

más utilizada para el diagnóstico de J': d10/erae es la de "colony blot''. En la tabla 5 se 

presentan los tipos de transferencia que se empican comúnmente para la hibridación. 
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Tabla 5. Tipos de transferencia al soporte sólido 

>.,M,etodologia Dot blot.y slot Colony blót y ' Southeril blot ··· Nóriheril bici( 

' ·. blot · macrocoloóias 
-M~~·st·ia .... : .. ~ ........ ~·-····-···susp«:·ñ·s¡·óñ«ic· ··········co¡-on:ra··ctc ··········--···Los-rtigm·c·ñ-t«;·s··-· EfRi~:fA·p·ü·ro··;;···; 

microorganismos bacterias de DNA• se separa por 

o DNA total 

Aplicación de la Filtración a 

muestra al nylon través de la 

membrana por 

vacío 

Desnaturalización Tratamiento 

delDNA alcalino a la 

separan por 

tamaños en 

EGA 

tamaños en 

EGAD 

Aplicación Se crea un flujo Se crea un flujo 

directa con una ascendente que ascendente que 

asa 

bacteriológica. 

Tratamiento 

alcalino a la 

acarrea los 

fragmentos de 

DNA 

Tratamiento 

alcalino al gel 

acarrea los 

fragmentos de 

RNA 

Tratamiento con 

formaldehído al 

membrana membrana gel 

Fijación del DNA SOºC/lh o UV SOºC/Jh o UV SOºC/lh o UV 80ºC/Jh o UV 

2min. 2min. 2min. 2min. 

Aplicaciones Diagnóstico Diagnóstico Análisis fino de Análisis fino de 

clínico, clínico, Jos organismos Jos organismos a 

presencia de presencia de a nivel genético nivel 

genes de genes de transcripcional 

virulencia virulencia 

•EJ DNA se trata con endonuclcasas para obtener estos fragmentos. 
EGA: electroforesis en geles de agarosa 
EGAD: electroforesis en geles de agarosa desnaturalizantcs 
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2.6.4.2. PCR 

La reacción en cadena de lá polimcrasa {PCR), consiste en la sintesis enzimática in 

1•itro de millOnes de eopiasd~·~;1'segrri~nto espeéiticcÍ de DNA~7. ----· - "~ .,_ - ' -- ; ·- - '-' _' _, . ' . . . 
.. - .. < ·':<,_: 

En general los comp~ne~;es ~ue se requieren pa~a; un PCR ~o~: DNJ\. -iniciadores 

{oligonuc1eÓ1idos) e;p~éiliéo~~ue -na~quean el ge~ o s~gmentci'qÜ~ a6úa cilrnti bla~co p~ra 
la amplificación; ~ezcl~ de desoxinucleótidos (dNTI).~);_ ~(¡t~élÓ~ amoriiguador~ de 

reacción y DNA ~olimerasa conMgCh éomo cofactor17 · •--- ;;. -· --._ · 

La reacc1on consta de tres pasos, los cuale_s · est~n_:dcterminad6s' por temperaturas y 
• :·- - ' .:· <"·· ,· .. 31 '· .. ·.:._,:·-/ 

tiempos específicos paracada micrnorganismo~·>Jfigura 3): "' 

r Alincaffi~e~~~)~9:~-~tj-~~.· -~-~-".'-~~~'_ségu_~d-~s)~ en el que se realiza la unión especifica 

entre· los irÍiciadorc~•-y.'Í~s-cadenas simples del segmento de DNA blanco 

;;.. Extensión (70~74~C.· 30-90 segundos), en el que la DNA polimerasa aumenta la 

longitud de la cadena, a partir de los iniciadores unidos al DNA blanco. Al ir 

polimeri~ndo los desoxinucleótidos {dNTP's) libres, resultan nuevas cadenas 

comple-ment~~ias a las dos cadenas sencillas presentes al inicio de la reacción. 
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5' DNA blanco 3' 
1 

1 1r 1 1 1 1 1 1 1 1 .. 1 1 l 1 1 1 1 1 i 1 1 1 n ·1 1 1 1 ., 1 1 1 ·1 ·1 1 h 1 f n 1 1 
1 

! ·' ''· 3' 

5' J 
i i i i 

.. :e GTA'T/\AGC 
. dCl\·TATTCO 

! 1!''''j11 111111111.1¡11 
5' 

Desnaturalización por calentamiento y 
aparcamiento de los oligonucleótidos 
(iniciadores) 

3' 

1: i 1 1 i 1 i i 1 i i 1 i i 1111 f i i 1 1 1 J .. . . .. . . .. ' ~ ~~1-~~-~~~ 
1 1 1 1 11 1 1 1 -======== 

Iniciador 1 
,lniadr2 ===-

CA1 T~bhH 
GT AAG'd CÁG. , . , . .. . ... G Ci\TAT;TC G 

11 1 ! 1 1111!1!1lId1:11 111 1 1 1!1111 ! 111 1 11!111111!11 ! 11 
]' 5' 

/ 

del 

lcr Ciclo polimerasa 

s nuevas moléculas de 
DNA 

3· 5· 5' 

DNA Taq por la 

3' 

GTAAGGCAG GCATATI'CG GTAl\GGCAG GCATATIC.G 

',.''~1111115! 

/ ~ 2o.Ciclo 

¡1.1.1~1¡ 

'/ ~; 
Dos nuevas cadenas de DNA Dos nuevas cadenas de DNA 

Figura 3. Amplificación del DNA por la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 
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La estandnrización de la PCR tiene colll.ofin e~t~bl~~e~. l~s condicion~s óptimas para 
' --, -, . ,.- 'e· .o_· -- . ..-.· 

la reacción. Al iniciar la estandariZllción, ~s necesario, variar los parámetros que se 

describen a continuación: 

Iniciadores: La secuencia de los ini~iadores:(oligcnucleótidos) es responsable de la 

amplificación especifica del fra~nier;;¿ <ll!se~d6 y ~a~~ ~u diseño es indispensable conocer 

la secuencia ~spe~íiicll<1ei'oNA blarid~J~g/¡6;~~~ su elección y diseño debe ser muy 

cuidadoso: •· '"\.>•· ,·~~ ';, ;t,;: .• ·:• <' 
·'-~-~·'._:;_; :1.:-. - ;~; :.;/_:-: '.,,>:~ ~- /',-

. .,,~i,~li~:~,i~~~~~~~!r,f f~~:~".7~::~:~.';, ;:.~~::~,~-~ 
que•nosean•co111plementarios-'.entre Sl'.O consigo mismo (para evitar la formación de 

~q!tlf '~f~f J~!r~;,~:~:::::,::',: .::,,:~:::';1~'. :~:.~::. 
ld~alrriente, eri cada 100 ¡ti de reacción, la concentración aceptable de iniciadores oscila 

entre 0.05 y 1.0 µM ·11
·'". 

Enzima DNA polimerasa: La DNA polimerasa más utiliwdaés ~btenida de 77iermus 

aquaticus, una bacteria que vive en fuentes terinalef~ E,sti;(:~ri~i;ria\(11~Íllada Tac¡ . :. -- ... ,._. -,,_.,,,.,:,. - .-. " -· 

polimerma) tiene actividad de DNA polimerasa y exonucle~sa.de s;:~ 3\.'.su ÍncÍice de error 
-4 . ' ' ' " > .... ·:.' ' ' . ' 

de incorporación es de 1 en 4 x 10 ha.ses y amplifica .sin dificultad segmentos de hasta 

3000 pb-'7. ·'"· J•. 

La mayoría de los protocolos recomiendan el uso de a 2.5 U de la enzima por cada 

reacción de 100 µ 1~7• JK. 
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Magnesio y dNTr's: La concenli"aCión de iones ríuÍgnesio es 'determinante en la 

especificidad de la reacción. Concentraciones muyaÚas co~duccn 'a tt~a b~Ja. especificidad, 

resultando una gran cantidad cÍe productos indeseables, mienir~s c\'1Jt1;s co~centraciones 
mini mas necesarias disminJyen el indice de incorpóradone~ errón~asde, n~cleótidos. El ion 

Mg2 ' es utilizado como cofactor para la actividad enzirnát{~ª'~~: l~~"h,J~~ria'de las DNA . ·-' ·-. ,:,;_· ' . ··- - :- _,· 

poli merasas37
" 

3
•· 

40
, 

··:.<· -:C.·.•¡, ~·:,\· :·-:_,;:». 
""l,\ •. _,,. -=·:.(·. "','"-' 

. /.Y . V,,·.. ;:f,/~~.; '.··~_·;>· 

Para una reacción estándar se recomienda ~ÍiliZ:r'.:~~~,'~ri~1~íJ{ia~ióri ri~al de MgCb 
- •.; ;;}._:._~-· . ·- ~:. -~:·.,:·_ ;\:··' 

entre 0.5 y 2.5 mM 37
"

38
: ' ~-:~ 

Las concentraciones mini mas necesarias de dNTP's ·.disminuyen el indice de 

incorporaciones erróneas de nucleótidos, mientras que concentraciones muy altas 

disminuyen la especificidad de la reacción, por lo que la concentración de dNTP's también 

debe optimizarse. Concentraciones entre 20 y 200 µM proporcionan resultados óptimos. 

debiéndose i¡,,'llalar la concentración de cada uno de los cuatro dNTP's en concentraciones 

equimolares37
"
38

. 

Ní1mero de. ciclos: Ell condiciones óptimas el nivel de amplificación dcL DNA en la. 

PCR aunieílta eíl r~fma exponericial con cada ciclo; sin embargo enla p?ácii~a. ?~spu~~ de 

determinado número. de ciclos, la amplificación ·se deÚenll; gradualrJ¡enlé: ~e r~gistra 
primero una fase lineal y luego a una estacionaria; a la qüe se; I~; deno!nina, fase dí:. 

"meseta". debida al agotamiento d~ la actividad ~nzimáti;:á y a íá insuficieíl~ia paralle~ar 
a cabo la ext~nsión del número masivo de compÍ~jos DNA blanco-~ligonucleÓtidos, 
presentes. en los ciclos que anteceden a este fenó~~no37• 3 ": 

Esto puede evitarse si se aumenta el. tiempo de extensión en los últimos ciclos de 

reacción o la cantidad de enzima, aunque lo recomendable es ajustar el número de ciclos de 

tal manera que la amplificación se realice obteniendo los niveles máximos de 

amplificación. El número de ciclos promedio oscila entre 20 y 30. dependiendo de la 

cantidad inicia1·17
• 

38
. 
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Temperatura de alineamiento: Los oligonucleótidos se unen por complementaricdad 

al DNA blanco a la temperatura de alineamiento. El alto grado de complementariedad al 

DNA entre las bases nitrogenadas de los oligonuclcótidos y el DNA blanco permite utilizar 

altas temperaturas de alineamiento, lo que favorece la especificidad de la reacción37
•

38
•

41
•
42

. 

Cuando la temperatura de alineamiento es muy baja existe mayor probabilidad de que 

los oligonucleótidos se apareen a regiones no especificas del DNA blanco y pueden 

también ser extendidos. Utili7.ando temperaturas de hibridación entre SS a 6SºC se reducen 

considerablemente los sucesos de unión inespecifica37
•
38

•
41

•
42

. 

Para calcular la temperatura óptima de alineamiento para un par de oligonucleótidos 

dado, puede utilizarse una fórmula empírica, adicionando 2ºC por cada A y T presentes en 

el oligonucleótido, y 4°C por cada G y C; restando SºC al resultado37
•
38

. 

Ejemplo: 

Oligonucleótido A: ATTGGCCTAACGTACGTGGC = 9 (A+T) x 2 = l&ºC 

l 1 CQ+Cl X 4 = 44°C 

62°C - SºC = 1 'i7ºr. 

Oligonucleótido B: ATATCCCGATCCGTAGCCTT= 10 (A+T) X 2 = 20~C. 

Temperatura de alineamiento: 

10 <G+Cl x 4 ,;40°c 

(S7°C + SSºC) = S6°C 

2 

60°c-s0 j 

DNA blanco: La PCR es tan sensible que la amplificación puede hacerse a partir de una 

sola molécula de DNA. La concentración de DNA blanco en la reacción depende de la 

fuente utilizada e idealmente se requieren aproximadamente 105 copias de DNA blanco37
•
38

• 

39 
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2.6.4.3. Electroforesis 

Los pro~uctos de PCR deben ser un fragmento o fragmentos de un segmento definido 

de DNA. El paso más simple para evidenciar éste fragmento, es comprobar el peso de la 

fracción del producto de reacción con un apropiado marcador de peso molecular ·y 

colocando una pequeña fracción del producto en un gel· de_ agarosa' e_ntre 0.8.:.,io/o, 

conteniendo bromuro de etidio411
• - · - ., ". -_;:-_:-.':,. 

. ·! 
• -, '. ;e~~··~, .». • ;,_. e 

··L:,;:> ... ,:" ·.'"--

El gel de agarosa se corre por elcctrÓfórési~}-~1 píóducto"'P'\Je~c\¿}\.islbl~ b~jo un 
·. · __ ; ·<r1.,:-:: ~;;:;::~: .;,, ::,.~_,;./ -~;;r~:· .: :\,.::::.· .. :~--~~,~·:: -" --~,-;: · -

transiluminador de ultravioleta, para verificarCI éxito de la'amplificácii'in~'' J·: · 

Lo ol~•roforo•;, ~ """ ,,..;~ '"º" ~~~~~~~·¡~~~(~;~~¡~;,, ~"'w" · 
en un campo eléctrico a una velocidad determinada· por la relación' entre su carga y su masa. 

. . . - ,·-. ~~ -~ ?:+=¿,. ;'.·'.1-t':~ -.i::;3'.:.'.Y,i ~'.to·v:1:.:'~~x~;~:y,·: .. :.'.f/ .. -;.:, ::- :~~-t:,_, _.:·,; ·::. ~ -'"·-. 
Los ácidos nucleicos en solución poseen, engeneral,\Üná cafoa;néáativa ~ebido a que los 

srupo• ro,, ..... ;, ;.,;u'º" ,., 'º i:¡:¡~~t~~J·¡$1.;~'.~'.:r~¡,;,, . . .. 
El gel que se utiliza en la electrofol'esis, cuan~O"sej;~lidifica, forma una red de poros 

interconectados o canales, cuyo ~~~i~'¡;·~¡'~~-p-~*~J'ef~~ "J~~;·~~~~~~tración d~ la agarosa; el 

tamaño de los poros en dicho gel Íln;it~ J~~~~iJ'i:i<l~cl;a·la que se mueven las moléculas a 
": .. ·.-:}~''.o··:.("~<>' >//'/ '.~;~'<> {'···: .. '·. <.·~·-

través de ellos. Los ácidos n~cl.eic~S'con igUal razón carga-masa, se separan en función de 

su longitud, dado que his- m~ltl¿~Íaliriás.largás se mueven más lentamente; es decir se 

mueven a través de un gel ~'-Jna ;~et~ddad inversamente proporcional a la longitud de la 

cadena12
• 

2.7. Secuencinción de DNA 

Dada su cualidad como depositario de la información, la propiedad más importante del 

DNA es su secuencia de nucleótidos. 

Fred Sanger desarrolló el método enzimático de tenninación de la cadena con el 

didesoxi-análogo y -Walter Gilbert junto con Allan Maxam .desarrollaron el método 
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químico. Estas técnicas se desa_rroll~ron ~racías a una mejÓr ~011;prensiÓn de la química de 

los nucleótídos y del metabolis;;;o d~I DN.Aº. 
'., 'f /<:<'<::. - • • .-', > r ,', 

Tanto el método de Sanger com~ el de Maxa;n y Gilb~rt. el príiicípío geríerai consiste 

en la red~cción d,el DNA que se quiere sccuci;ciar a cuatrCJ conjuntos di: fragmentos 

marcados. La reacción que da lugar a cada uno de los juegos de fragmentos es específica 

para _cada base, de manera que las longitudes de los fragmentos corresponden a posiciones 

de la secuencia de DNA en la que se halla presente una detem1inada base•·'. 

2.7.1. El método químico (Maxam) 

Para la secuenciación, en este método se requiere el DNA marcado con np en un sólo 

extremo y existen reacciones para las cuatro bases (en tubos separados) para modificar 

selectivamente purinas (con dimetilsulfato) y pirimidinas (con hidracina). Luego de la 

modificación de las bases, el DNA es s~rÍsibl~ a la ~ptura selectiva usando pípcridina. En 

condiciones normales de pH neutro se coita cnJ~¿ báses adenina (A) y guanina (G). A pH 

ácido se logra el corte solo en' la base ~d~_rÍin;;c.:...r::rar~ co~e selectivo en citosina. la 

reacción con hidracida se hace en NaCI 2M:'-Lo~'rr~'g;;;entos ·marcados en un extremo se 

resuelven por tamaño en un gel de poliacrilamida-urea SM. La lectura se hace desde el 

fragmento más corto (abajo) hacia el más grande (aniba)cn el gel, moviéndose entre los 

carriles de las cuatro reacciones y siguiendo consecutivamente el fragmento que incrementa 

una base cada vez4
3.4

4
• 

2.7.2. El método del didesoxinucleótido (Sanger) 

Este método utiliza el mecanismo de síntesis de DNA de la DNA polimerasa. La DNA 

polimerasa necesita, para expresar su actividad, un iniciador al que se adiCionan los 

nuclcótidos y una hebra molde que dirige la selección d~-.cad~ uno de los nu~vos 
nucleótidos que han de incorporarse a la secuencia. El gnrpo hidroxiloen 3~ del iniciador 

_.-: ··, : .. - - . 
reacciona con el desoxinucleotido entrante . (dNTP), fCJrn1ando - ún nuevo enlace 

fosfodiéster43
.4

4
• 
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El procedimiento de secuenciación de Sanger utiliza análogos del tipo 

didcsoxinucleósido trifosfato (ddNTP) para interrumpir la sintesis del DNA. Cuando el 

clNTJ> es reemplazado por el ddNTJ> se detiene la elongación de la cadena a causa de la 

ausencia del grupo hidroxilo en 3' necesario para la siguiente reacción. Para la reacción se 

requiere un iniciador de la sintesis de la cadena complementaria (marcado con np en el 

extremo 5') y la mezcla de los 4 dNTJ>s más el análogo (ddNTJ>) correspondiente para cada 

una de las reacciones en tubos separados. Con esto se produce extremos de la cadena y se 

generan fragmentos de distintos tamaños que se separan en geles de poliacrilamida4J·••. 

La secuenciación del DNA se realiza actualmente de modo automático, en base a una 

variación del' método de Sanger en la que el iniciador utilizado en cada reacción está 

marcado con ."ün ;inte nuorescenie: La secuenciación del DNA se lee determinando la 
' :. ' \::~; . ' 

secuencia ~e los colo;es' de .las bandas según van siendo visualizadas por el lector y la 

info~lll;ciÓií ~Í)í~~ida se envía directamente a un ordenador44 
• 

. -·o;·,- . 

. . -·/ ,. 
. -- - -. 

La secuenciación automatizada fue empleada por Olsvik45 para determinar la secuencia 

de una r~giÓn de 300 pb del gen que codifica la subunidad B (ctx 8), a partir de diversas 

cepas . aisladas de todo el mundo entre un periodo de 60 años, identificó tres genotipos 

basándose en la substitución de una base en las posiciones 11 S, 138 y 203. El genotipo 1 se 

encontró en cepas del biotipo Clásico y cepas del biotipo El Tor de las costas del Golfo en 

USA: El genotipo 11 fue encontrado en cepas del biotipo El Tor originarias de Australia y el 

genotipo lll se localizó en cepas aisladas de la séptima pandemia y la última epidemia de 

Latinoamerica4
l (tabla 6). 
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Tabla 6. Diferencias de secuencia en el gen de la subunidad B (ctxB) de la toxina colérica. 

Posición de la base" Posición del aminoácidob 
Cepas Genotipo 

115 138 203 18 25 47 

Biotipo Clásico 
e T e His Phe Thr 

Biotipo El Tor, de las 
costas del Golfo en 
USA. 

Biotipo El Tor, de e G e His Leu Thr 11 
Australia 

Biotipo El Tor, de la 
séptima pandcmia 

T T T Tyr Pite lle 111 
Biotipo El Tor, de la 
última epidemia de 
Latinoamérica 

• Se refiere a la posición de la base en la secuencia de ctxH tomando en cuenta el codón de 
iniciación que concuerda con la scqucncia de ctxA. 
•Se refiere a la posición del aminoácido en la secuencia de la subunidad B. 

Tomado de Olsvick y col4~. 
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3. · . PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En estudios anteriores realizados en otros paises, se han identificado tres genotipos de 

ctx/J a partir de su secuenciación; el genotipo 1 que incluye a las cepas del biotipo Clásico y 

El Tor de las costas del Golfo de Estados Unidos, el genotipo 11 que abarca a las cepas El 

Tor de Australia y por último el genotipo 111 que comprende a las cepas El Tor de la 

séptima pandemia y las de la reciente epidemia de Latinoamérica. 

Actualmente, no se tienen conocimientos acerca de la diversidad de genotipos de ctxB 

que están circulando en México. 

El presente estudio tuvo como finalidad estandarizar la técnica de PCR para detectar la 

presencia de ctx/J en cepas de V. cholerae 01 aisladas en la República Mexicana entre los 

años de 1991 a 1994, ya que en este periodo se ha detectado un mayor número de casos de 

forma proporcional. 

Empleando como marcador epidemiológico a ctxB, en estas cepas de campo, se desea 

saber a que genotipo corresponden y si existe alguna diferencia entre las cepas que circulan 

en México, con el propósito de aportar y ampliar más los conocimientos acerca de la 

epidemiologia del cólera en México. 

Se debe tomar en cuenta que la estandari7.ación de la técnica para la identificación de la 

subunidad B que se propone para la diferenciación genotípica a partir de ctx/J es la única, 

ya que no existe otro tipo de técnica en donde se obtenga por medio de la PCR el gen ctx/J 

de forma individual. 
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4. OB.JETIVOS 

GENERAL 

Estandari:zar la reacción en cadena de la polimerasa (rCR) para la identificación del 

gen ctxB de la toxina colérica, con el fin de encontrar las diferencias genotipicas, a 

partir de las cepas de campo de I': cholerae O 1, aisladas en la Republica Mexicana 

comprendida entre los años de 1991 a 1994, que fueron los primeros años de la 

epidemia en México y en los que se registró el mayor numero de casos. 

PARTICULARES 

• Estandarizar las condiciones adecuadas para la técnica de PCR utilizando cepas de 

referencia V. cholerae 01 toxigénicas que presentan el gen ctr/J. 

• Demostrar la presencia de ctxB en las muestras probadas. 

• Identificar las diferencias genotípicas de acuerdo al fragmento ctxB en las cepas de 

campo de V. cholerae O l. 

1/ 
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S. HIPÓTESIS·· 

La estandarización de la técnica de PCR y la aplicación de la secuenciación del 

fragmento del gen ctxB, correspondiente.~ a la subunidad B de la toxina colérica, 

permitirá encontrar diferencias entre las cepas de V. cho/erae O 1 que circulan en 

México. 

11 
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6. MATERIAL 

. En ~I presenÍe estudio se analizaron cepas de I·~ cho/erae O 1 aisladas en la República 

Mexicana enire los años de 1991 a 1994. 

Pará •la realización de un mejor trabajo dentro de las cepas estudiadas, se tomó en 

cuenta lo siguiente: 

l. Criterios de indusión 

Las cepas estudiadas sólo fueron I•'. c/wlerae del serogrupo O 1. 

Estas cepas V. cho/e rae O 1 fueron asiladas exclusivamente de muestras 

humanas. 

Las cepas que se incluyeron en el trabajo fueron las que presentaron información 

de su origen geográfico, ya que era fundamental que provinieran únicamente de 

la República Mexicana. 

2. Criterios de exclusión 

Cepas sin información de su origen geográfico. 

Se excluyeron para el estudio, eepas de 1·'. cholerae del serogrupo O 1 y No O 1 que 

fueran de origen ambiental. 

,, 
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6.1. Material biológico 

Cepa de referencia número 6706 aislada en Perú. 

Cepa de referencia número 2514-88 aislada en EUA en la zona del Golfo. 

• Cepas de referencia V. cholerae 01 toxigénica número 299 (testigo positivo). 

Cepa V. cholerae No 01 número 52093 (testigo negativo). 

• Cepas de campo V. cholerae O 1 aisladas de casos de cólera. 

6.2. Material y equipo 

Asas bacteriológicas. 

• Cajas Petri desechables. 

Mecheros Fisher. 

• Guantes. 

Micropipetas semiautomáticas GILSON de 2, 10, 20, 200 µl. 

Puntas estériles para micropipetas semiautomáticas. 

Microtubos EPPENDORF de 200, 500, 1500 µl. 

• Gradilla metálica. 

• Incubadora THELCO modelo 6. 

• Termociclador GENE AMP 2400 de PERKIN ELMER. 

Congelador AMERICAN de -20ºC. 

• Microcentrifüga CHERMLE Z 230 MA. 

Transiluminador de luz UV. 

Fuente de poder BIO-RAD modelo 200/2.0 POWER SUPLY. 

Campana de flujo laminar. 

Placa de calentamiento con agitación. 

• Horno de microondas. 

• STRA T AGENE EAGLE EYE 11. 

• Secuenciador semiautomático SEQ 4X4 de AMERSHAMP PHARMACIA 

BIOTECH. 
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6.3. Medios de cultivo y rractivos 

Agar BAB (agarbase sangre) en tubo y placa BIOXON. 

Agar sangre BIOXON. 

Agar TCBS (agar tiosulfato, citrato, bilis, sacarosa) BIOXON. 

Caldo arginina en tubo BIOXON. 

• Agar MIO (medio indo! omitina) en tubo BIOXON. 

Agar TSJ (agar hierro y triple azúcar) en tubo BlOXON. 

• Agar LIA (agar de hierro lisina) en tubo BIOXON. 

• Caldo peptonado DIBICO. 

• Reactivo de Kovacs ELSA. 

• Vaselina líquida estéril. 

• Antisuero polivalente O (somático) y antisueros específicos Ogawa e lnaba. 

• Gel de agarosa al 2% SIGMA. 

Regulador de corrimiento. 

Regulador T AE (tris acetato EDT A) 1 X. 

Bromuro de ctidio BOEHRINGER. 

Marcador de peso molecular <I> 174 cortado con /lae 111 IX -BOEHRINGER. 

• Taq DNA polimcrasa (SU/µI) marca GIBCO BRL. 

• Regulador de PCR IOX marca GIBCO BRL. 

Mezcla de dNTP's BOEHRINGER. 

• Cloruro de magnesio SOmM marca GIBCO BRL. 

Iniciadores ctx 7 y ctx 9 marca 810-SYNTHESIS. 

Agua destilada y estéril. 
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. ;:.; ·.:,.7. MÉTODO 

7.1. PRUEBAS DE PUREZAS\' VIABILIDAD 

La metodología se llevó acabo de la siguiente forma: 

Procesamiento inicial 

Para recuperar algunas cepas de campo, se tomó una porción de cultivo y se inoculó en 

un tubo de ensaye con 10 mi de agua peptonada alcalina pH 9 con el fin de obtener una 

muestra enriquecida que facilitara el aislamiento de V. clwlerae. Se incubó a 37 ºC durante 

6 a 8 horas. 

Aislamiento y pruebas bioquímicas 

A partir de la muestra enriquecida, se tomó con cuidado tres asadas de la superficie de 

agua peptonada, tratando de no agitar el tubo, ya que en la. superficie se encuentran vibrios 

en mayor cantidad y se sembraron las tres asadas en placas de TCBS incubándose de 18 a 

24 horas a 37ºC. 

Se observaron las colonias aisladas en las placas de TCBS, diferenciando las colonias 

típicas de V. cho/erae (fermentadores de· glucosa) de'·l:ltros.;vib.rios. Además, se tomó en· 

cuenta que algunos vibrios también fermentan la gluc~sa; ~6~ l~ que se seleccionaron de la 

placa de TCBS al menos tres colonias amarillas (fc~;,,~riiad~f~sde glucosa) sospechosas. 
- .. - -,,,_ . ' .... ,, .. ··-· ... · -

En el caso de las cepas que no necesiiar~nr:~upgció-~.;~s~L solamente se sembr~ron 
••• - ••• , ••• ,. • • > '· •• ,; ' - • 

en placas de BAB. Las colonias deTCBS.y BAB ~e se-mbraron en' las siguientes pruebas 

bioquímicas: 

Caldo arginina: se tomó una pequeña porción ·de la. colonia y se depositó el 

inóculo en el medio. Se selló el medio con vaselina líquida o aceite mineral 

estéril. 
40 
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Caldo pcptonado: se inoculó con cuidado hasta el fondo 

• Medio MIO: se sembró por picadura hasta el fondo, 

Medio TSI: se sembró en picadura liasta él fo~do y por :cstria e~ la superficie. 

• MedioUA: ;~sembró en estría con doble pic~d~~a hasta ~I fondo. 

Medio BAB: ·se sembró por dstfia y pi:~ad~ra;,,, , ; ·; .... 
~~ ~,:_::~, 

Todos estos medios se incuba~on a .37 ~,S.d~~~~tc 24,lldra~, 
·- .. ' ·<-·~-~:.·: _,;~,/.>'p, -,,,-< :~.\::·.·_.-.·~ ', 
. -_:.} ·::...-¿_:·--: ·;::,,._.'.> . ' 

A panir del .crecÍmiento en el inedio d~:BAB o'~¡ medio LIA; se realizó la prueba de . . . .. .· -_, , ··._.;·'" '- .. ·--- .. ' .· ·- ,-

oxidasa colocando un pequeño i~ócu16, con úll' palillci:de madera estéril, en una. tira de ' ~~,-, __ - . -

papel filtro impregnado con 2 a 3 gotas deljr~a.ctivp:par~ ox~~asa .. La aparició(l de' un color 

púrpura OSCUrO sobre e) pape) Se i~ierpretófc>¡:{¡o ~na'prli~ba posiÍi~a,::.' C>' 
< ->'~-'.~·---~).~_-·!'~~.-~~"' ""·····. ,.··ú;·_·,,~:-,, .;-;-,~.-.:·-:~:<-; 

-;~.·~:(' ;t··,:< · .. ::·:·;;'. .. -;~~~:-::.::J.'.;,'··:¿_:.';:>~.;-.·-
En, el ~al do pcptonado, posterior a su 'iriéubaciÓn,'se. rcvcl6~ la:¡iroducción de indol, 

-, ,, ''; ~-i', '";,,,;•·:, •. ~,.:·!J.::.•h·<<_,-"~·:-/_,.,.·;.J"-; r ·, 

agregando aproximadamente 5 gotas del reactivó de Kovacs' o Erlich al medio, La aparición 

de un color rojo e~ el medio se interpretó como prod~ctordé i~dói. . ·:.: 

Se interpretaron los resultados de todas las pruebas bioquimicas y se anotaron los 

resultados: 

Pruebas serológicas 

A cada una de las cepas. que de acuerdo a las pruebas bioquímicas, correspondian a 

JI: c:/10/erae se les realizó la identificación del serogrupo al que penenecian con un 

anti suero polivalente O l. Esto se efectuó haciendo, en un portaobjetos, una suspensión 

homogénea obtenida a partir de solución salina fisiológica y un cultivo de la cepa 

desarrollada en el medio BAB. 
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A esta suspensión ~e 11! agregó un~ gol~ de a~ti~uero polivalente O 1, n1ezcla~do bien 
-, - ' - - . .·,_ , - ~ ~' ... · - - ' - . ,- -. -~ '_-_ - -'" - -· - -

con· un aplicadór ·de .madera y· s(otisérJó' la prllse~cia ·de aglutinación. Las cepas que 

'· - . :"· '.: ;~:·./. 

En uri portaobjetós se pré°pafa~o~ dos·· suspensiones homogéneas, por separado, con 

solución salina fisiológieay u~á ~cíición el<! ~recimicnto de la cepa a investigar; a una de las 

suspensiones se le agregó el antisuero Ogawa y a la segunda suspensión su correspondiente 

antisuero !naba, se mezcló cada una con un aplicador de madera y se observó la presencia 

de aglutinación. 

7.2. Estandarización de la técnica de PCR 

Para la estandarización de la técnica· de PCR se· necesitaron tres áreas de· trabajo 

separadas entre si, con el fin de evitar contaminación cruzada debido a la alta sensibilidad 

de la PCR, estas áreas fueron: 

Área de aislamie~to y caractcri:laciÓn dé las cepas. 

Área de PCR. 

Área de electroforesis .. 

. , .. 

Además de· -~Onl';~ ·C~n .-ái-eas especiales y restringidas~ se previno la presencia de 

aerosoles, para-,'~·! '.~<ln;:~ié de la PCR. trabajando en campanas de flujo laminar. Fue 

necesario frabajar ·~on\:~uantes, equipo, material y bata que estuvieran aislados y 

restringidosp~ra.el á~ea de PCR. 
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En el est.udio de la estandari7.ación de la técnica de PCR para la identificación de la 

subunidad B de la toxina colérica, se tomaron en cuenta las siguientes variables: 

Concentración de dNTP's. 

Concentración de la enzima laq 

polimerasa. 

Concentración de iniciadores. 

Concentración de MgCh. 

Tiempo y temperatura. 

Para realizar la mezcla de reacción de la PCR, fue necesario preparar los iniciadores y 

dNTP's, como se indica a continuación: 

7.2.l. Preparación de los iniciadores 

Iniciadores CTX 7 (GGT TGC TIC TCA TCA TCG AAC CAC)45 

Iniciadores CTX 9 (GA T ACA CAT AAT AGA A TI AAG GAT G)45 

La concentración original de cada uno: 1 S unidades de densidad óptica (U.O.O.) 

Para hidratar cada iniciador se adicionaron S µI de agua destilada por cada UDO de 

manera que el volumen final fue de 75 µl. Considerando que 1 UDO equivale a S 

nanomoles, se obtuvo una concentración final de 1 nmol/µl. En la estandarización de la 

técnica se partió de una concentración inicial de 0.25 nmol/µI. 

7.2.2. Preparación de la mezcla de dNTP'S (dCfP, dGTP, dTTP, dATP) 

Concentración original: 10 p.M 

Para la estandarización de la técnica PCR para la subunidad B de la toxina 

colérica, se utilizó una solución de trabajo a una concentración de lµM de cada uno de los 

dNTP's. 
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7.2.3. Preparación de la mue.~lra (DNA molde) 

Cepas de referencia utilizadas 

Cepa de referencia r~ cholerae 01 toxigénica número 299 (testigo positivo) 

• Cepa V. cholerae No 01 número 52093 (te..~tigo negativo) 

Se sembraron las cepas de referencia por estría cru?.ada, en placas de agar base sangre 

(BAB) y se incubaron a 37 ºC durante 24 horas46
. 

De la placa de BAB se seleccionaron 5 colonias aisladas con una asa bacteriológica 

desechable estéril y se rcsuspendieron en 200 µl de agua destilada estéril para obtener una 

concentración de 1 x 105 a 106 bacterias por mi, dentro de un microtubo estéril de 0.5 mi 

previamente etiquetado. Los microtubos se cerraron y sellaron con papel parafilm y por 

último se colocaron en baño maría. Se dejaron hervir durante 20 minutos46 con el fin de 

obtener el DNA de forma directa. 

Después de que la muestra terminó de hervir se colocó rápidamente en hielo. 

Para la estandari7.ación de la técnica de PCR se tomaron en cuenta los siguientes 

parámetros: 

7.2.4. Prueba para detenninar la concentración óptima de los iniciadores 

La mezcla de reacción de PCR se preparó por separado para cada muestra y se colocó 

en microtubos de 0.2 mi previamente rotulados. En este ensayo se tomaron en cuenta la.~ 

diferentes concentraciones de los iniciadores ctx 7 (GGT TGC TTC TCA TCA TCG AAC 

CAC) y ctx 9 (GAT ACA CAT AAT AGA ATT AAG GAT G)45
•
23 como se muestra en la 

tabla 7: 
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Tabla 7. Condiciones para detenninar Ja concentración óptima de los iniciadores 

REACTIVOS . . TUBO 1 

Agua estéri 1 25.5 µI 

Regulador IOX 5 µ1 

Solución de MgCh 25 mM 10 µ1 

Mezcla de dNTP's 1 µM 4 µ1 

Iniciador ctx 7 0.25 nM/µ1 1 µI 

(0.25 nM) 

Iniciador ctx 9 0.25nM/µI 1 µI 

(0.25 nM) 

Taq polimerasa 5 U/ µI 0.5 µ1 

Vaselina liquida estéril 10µ1 

DNAmolde 3 µ1 

Volumen total de reacción 50 fil 

45 

TUB02 TUB03. 

26.5 µ1 27 µ1 

5 µ1 5 µ1 

10 µ1 10 µ1 

4 µ1 4 µ1 

, ,0.5 µI ..• o.25 µ1 

. (O;l25nM) (0,0625 nM) 

O.S µ1 0.25 µ1 

( 0.125 nM) (0.0625 nM) 

0.5 µ1 0.5 µ1 

10 µl 10µ1 

3 µ1 3 µl 

50 fil 50 fil 
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Las muestras. ya preparadas se colocaron en un termociclador con el siguiente 

programa45
•
47

, con el que se obtuvo una banda intensa y especifica: 

1 ciclo de preincubación de 3 minutos a 94 ºC. 

25 ciclos de amplificación cada uno a 94 ºC por 1 minuto, 55 ºC por 1 minuto y 

72 ºC por 1 minuto. 

1 ciclo de incubación final a 72 ºC por 7 minutos. 

El producto de amplificación de 460 pb45 se puso de manifiesto por electroforesis en un 

gel de agarosa al 2 % con bromuro de etidio a 100 voltios por 1 hora y se observó en un 

transiluminador de UV (luz ultravioleta). Este procedimiento se realizó en toda la 

estandarización asi como en el análisis de las cepas de campo. 

7.2.5. Ensayo para establecer la concentración óptima de cloruro de magnesio 

En este ensayo, la mezcla de reacción se realizó en microtubos de 0.2 mi previamente 

etiquetados y se probaron varias concentraciones de solución de cloruro de magnesio 

partiendo de una concentración 25 mM. Las cantidades y reactivos que se utili7.aron en esta 

prueba se muestran en la tabla 8: 
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Tabla 8. Condiciones para determinar la concentración óptima de solución de MgCl2 

REACTIVOS TUBOI TUB02 . TUB03. TUB04 TUBOS~. 

··:A:sü·i1·;;5¡~;.¡¡-·-·--·-·---······-·2i3··µ¡····--·····-·-···25:-s-µr·-··-·····-·275-µr--·····-··-···29:-s-·µ¡-········-·····-··--r¡·~5-µ¡-·-·-

Regulador 1 OX 5 µI 5 µI 

Solución de MgCh, 10 µI 8 µI 

25mM (5mM) (4mM) 

Mezcla de dNTP's 4 µ1 4 µI 

lmM 

Iniciador ctx 7 2 µI 2 µI 

0.03125 nmoV µI 

Iniciador ctx 9 2 µ1 2 µI 

0.03125 nmoV µl 

Taq polimerasa 0.5 µl 0.5 µI 

5 U/ µI 

Vaselina liquida 10 µI 10 µI 

estéñl 

DNA molde 3 µl 3 µI 

Volumen total de 50 µ1 50 µI 

reacción 
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5 µI 5 µI 5 µI 

6 µ1 4 µI 2 µI 

(3mM) (2mM) (1 mM) 

4 µ1 4 µI 4 µI 

2 µ1 2 µI 2 µI 

2 µI 2 µI 2 µI 

0.5 µI 0.5 µI 0.5 µI 

10 µ1 10µ1 10 µl 

3 µ1 3 µI 3 µI 

50"' 50 µ1 50 µI 
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Ya preparadas las muestras se colocaron en el termociclador y se programó bajo las 

siguientes condiciones en donde se varió también el tiempo de cada ciclo: 

1 ciclo de preincubación a 94 ºC por 1 minuto 30 sc&'llndos. 

25 ciclos de amplificación de 94 ºC por 30 segundos, 55 ºC por 30 segundos y 

72 ºC por 30 segundos. 

1 ciclo de 72 ºC por 3 minutos 30 segundos. 

7.2.6. Prueba para determinar la concentración optima de la mezcla de dNTP's 

Para realizar este ensayo fue fundamental variar la concentración de la mezcla de 

dNTP's (dATP, dCATP, dGTP, dTTP) partiendo de una concentración 1 µM y la mezcla 

de reacción se preparó mediante el procedimiento que se indica en la tabla 9. 

Ya preparada la mezcla de reacción, las muestras se colocaron en el termociclador y se 

programó bajo las siguientes condiciones: 

1 ciclo de preincubación a 94 ºC durante 1 minuto y 30 se&'llndos. 

25 ciclos de amplificación a 94 ºC por 30 segundos, 55 ºC por 30 segundos y 72 ºC 

por 30 segundos. 

1 ciclo de incubación final a 72 ºC por 3 minutos y 30 se&'llndos. 
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Tabla 9. Condiciones para verificar la concentración óptima de la mezcla de dNTP's 

< . REACTIVOS . 

Agua estéril 

Regulador IOX 

Solución de MgCh 25mM 

Mezcla de dNTP's l µM 

Iniciador ctx 7 

0.03125 nmoV µl 

Iniciador ctx 9 

0.03125 nmoV µl 

Taq polimerasa 

5 U/ µl 

Vaselina liquida estéril 

DNA molde 

Volumen total de reacción 

25.5 µI 26.5 µl 

5 µl 5 µl 

8 µl 8 µl 

4 µl 3 µ1 

(0.08 µM) (0.06 µM) 

2 µl 2 µ1 

2 µl 2 µl 

0.5 µ1 0.5 µ1 

10 µl 10 µ1 

3 µl 3 µl 

50 µI 50 µI 
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27.5 µI 28.51tl 

5 µl 5 µl 

8 µI 8 µl 

2 µI 1 µl 

(0.04 µM) (0.02 µM) 

2 µl 2 µl 

2 µ1 2 µl 

0.5 µI 0.5 µl 

10 µl 10µ1 

3 µI 3 µl 

50 µI 50 µI 

1 
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7.2.7.Ensayo para determinar la concentración óptima de la enzima taq 

polimcrasa 

En esta prueba se varió la concentración de la enzima taq polimerasa. realizando 

diluciones de la enzima. partiendo de una concentración original de 5 U/¡il. La mezcla de 

reacción se realizó como se muestra en la tabla 10: 

Realizada la mezcla de reacción, las muestras se colocaron en un termociclador 

programado bajo las siguientes condiciones: 

1 ciclo de preincubación a 94 ºC por 1 minuto 30 segundos. 

2S ciclos de amplificación a 94 ºC por 30 segundos, SS ºC por 30 segundos y 72 ºC 

por 30 segundos. 

1 ciclo de incubación final a 72 ºC por 3 minutos y 30 segundos. 
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Tabla 10. Condiciones para obtener la concentración óptima de la enzima Taq polimerasa 

:REACTIVOS c. '" ~· , 
.. , .. 7TUBOL: 

.. :·.)·.: 

Agua estéril 25.5 µl 

Regulador 1 OX 5 µ1 

Solución de MgCh 25 mM 8 µl 

Mezcla de dNTP's 1 µM 1 µl 

Iniciador ctJc 7 2 µ1 

0.03125 nmol/ µI 

Iniciador ctJc 9 2 µl 

0.03125 nmol/ µ1 

Taq polimerasa S U/ µl 0.5 µl (2.5 U) 

Vaselina líquida estéril 10 µ1 

DNAmolde 3 µl 

Volumen total de reacción 50 µI 

SI 

~' · .. : 
TUB0'2L· 

26.751tl 

5 µl 

8 µI 

1 µl 

2 µl 

2 µl 

0.25 µl (l.25 U) 

10 µl 

3 µl 

50"' 
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7 .3. Electroforesis 

Como se mencionó anteriormente en el texto, con el fin de manifestar el producto de 

PCR se realizó la electroforesis, ésta se elaboró bajo las siguientes condiciones: 

Se preparó un gel de agarosa al 2 % con bromuro de etidio (10 mg/ml). En una cámara 

de corrimiento se colocó regulador T AE 1 X y se sumergió el gel en la cámara procurando 

que el regulador lo cubriera por completo. 

Aparte, en un papel parafilm se colocó una gota de 2 µI de regulador de corrimiento y 

se homogcnizó con 5 µI del DNA de la muestra. ya homogenizada cada una de las 

muestras se colocó en un pozo del gel. En el primer pozo del gel se depositaron 5 µ1 de 

marcador de peso molecular (PM) <l>XI 74/ Hae m••. 

Después de que se colocaron las muestras en su correspondiente pozo, se corrió la 

electroforesis a 100 V de potencia por 1 hora. Posteriorrnentc el gel se expuso en un 

transiluminador de luz UV para observar la banda de amplificación. 

7 .4. Secuenciadón 

Para realizar la secuenciación fue necesario calcular la concentración de DNA de los 

productos de reacción de PCR que presentaron el gen ctxB. 

Con el fin de obtener la concentración de DNA amplificado, fue necesario colocar 8 µI 

de cada una de las muestras en un gel de agarosa al 2%, en uno de los pozos se colocaron 

4 µI del marcador de peso molecular <l>X 174/Hae Ill a una concentración de 0.025 µg/ml y 

se realizó la electroforesis. 
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Los productos de reacción se colocaron en una lámpara de UV y con el sistema de 

densitometria del Stratagene Eagle Eye 11, se obtuvo la densidad de cada producto de 

reacción y se calculó la concentración de cada muestra. 

7.4.1. Purificación de productos de PCR 

Para la purificación se utilizó el kit High Pure™ de Boehringer Mannheim y se 

adicionaron 500 µI de buffer de enlace a 100 µI de producto de PCR y se me7.cló. 

Se ensambló un cartucho con filtro en un tubo colector y se agregó la muestra en el 

cartucho. Se centrifugó por 30 segundos a una velocidad máxima de 13,000 g. 

El liquido eluido se descartó y se volvió a ensamblar el cartucho en el mismo tubo 

colector. 

Posteriormente se adicionaron 500 µI de buffer de lavado al cartucho y se centrifugó. 

Se descartó el líquido eluido y se ensambló el cartucho en el mismo tubo colector. 

Se adicionaron 200 µl de buffer de lavado y se centrifugó. Este lavado, con poco 

volumen de buffer, aseguró una pure7.a óptima y la remoción completa de residuos del 

buffer de lavado del filtro. Se descartó el tubo colector y el cartucho se ensambló en un 

tubo nuevo de 1.5 mi. 

Para obtener el DNA puro, se utilizaron 100 µI de buffer de elución, el cual se agregó 

al cartucho y se centrifugó a máxima velocidad por 30 segundos. 
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7.4.2. Reacción de secuena5a 

Se marcaron con las letras A. G, C y T, 4 microtubos para PCR de 0.2 111, por secuencia 

y se colocaron en hielo. 

Se depositaron 2 µ1 del didesoxinucleótido ddATP en el tubo marcado con A, de igual 

forma se colocaron 2 µ1 del ddCTP en el tubo C, 2 µ1 del ddGTP en el G y 2 µ1 del ddTTP 

en el T. Los tubos se taparon para prevenir la evaporación. La mezcla maestra o cóctel se 

preparó de la siguiente forma: 

Buffer de reacción 

Iniciador ctx 9 ( 1 µM) 

Muestra (S0-2SO fmol de DNA) 

............................................. 3.51tl 

............................................... 2 µI 

............................................... 7 ¡ti 

Enzima termosccuenasa (lOU/ µ1) ............................................... 2 µl 

Agua estéril ............................................. 12.5 µI 

A cada tubo de los marcados (A,C,G,T) se les adicionaron 6 µ1 de la me7.cla maestra y 

se agregó una gota de aceite mineral. Esta mezcla se colocó en un termociclador por 35 

ciclos bajo las siguientes condiciones: 

94 ºC por 2 minutos 

95 ºC por 1 O segundos 

40 ºC por 30 segundos 

72 ºC por 1 minuto 

Después de la reacción, se centrifugo el tubo brevemente para colectar la condensación 

y se almacenó en congelación. 

Cabe mencionar que todos los reactivos que se utili7.aron para la secuenciación, excepto 

el DNA de la muestra., vienen incluidos en el Kit de sccuenciación Amersham Pharmacia 

Biotech. 
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7.4.3. Purificación del producto de reacción de la secuenasa 

Para la purificación del producto de la anterior reacción. se utilizaron 4 columnas 

Autoseq TMG-50 de Amersham Pharmacia Biotech por reacción, marcadas con A, C, G y T 

a las cuales se les dio suficiente vortex. Estas columnas se colocaron dentro de un tubo de 

1.5 mi y se centrifugaron por 1 minuto a 1000 rpm. Las columnas se ensamblaron en otro 

tubo nuevo. 

Las muestras a purificar se colocaron en hielo y se adicionó agua destilada a cada 

muestra hasta completar 20 µ1, se mezcló y agregó al centro de la superficie de la resina 

compactada de la columna correspondiente. Se centrifugaron 1 minuto a 1000 rpm. 

La muestra purificada que quedó en el tubo de 1.5 mi se secó, centrifugando a vacio y 

posteriormente a cada tubo de muestra se adicionaron 6 µl de formamida. Se calentó a 

70 ºC por 3 minutos e inmediatamente se colocó en hielo. 

Se preparó un gel de acrilamida al 6 % (Rapgel-XL-6%) de Amersham Pharmacia 

Biotech y se polimerizó en una lámpara de U.V. 

Se cargaron 3 µ1 de la muestra en cada carril del gel y se prosiE,'llió a la secuenciación a 

una temperatura de 50 ºC en un secuenciador semiautomático acoplado a una computadora 

que permite mostrar los datos en una gráfica de picos, para leer o guardar la información en 

forma de gráfica o texto, con el fin de comparar la secuencia obtenida. 
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11 
A. RESULTADOS 

Se estudiaron 421 cepas de V. cho/erae O 1 aisladas a partir de muestras humanas en la 

República Mexicana durante los años de 1991 a 1994: siendo 105 cepas en 1991, 11 O cepas 

en 1992, 110 en 1993 y 96 en 1994. 

De las cuales al sembrar en medio TCBS, las colonias de V. cholerae 01 se 

caracterizaron por ser amarillas, de aproximadamente 2 mm de diámetro y de consistencia 

mucoide. A las colonias se les efectuaron pruebas bioquímicas observándose los siguientes 

resultados: 

En el caldo arginina: descarboxilación negativa de la arginina 

En el caldo peptonado: producción de indo 

En el medio MIO: producción de indol, movilidad positiva y descarboxilación 

positiva de la omitina 

En el medio TSI: el 57% de las cepas manifestaron la característica de presentar 

un pH ácido en la superficie y el fondo (AJA) debido la fermentación de la 

sacarosa y lactosa en la superficie y fermentación de la glucosa en el fondo; 

mientras un 43% de las cepas presentaron la característica de un pH alcalino en 

la superficie y ácido en el fondo (K/A), debido a que no fermentaron la sacarosa 

y lactosa y sólo fermentaron la glucosa en el fondo 

En el medio LIA: desaminación negativa de la lisina en la superficie y 

descarboxilación positiva en el fondo {K/K) 

Prueba de oxidasa: Positiva 

En la figura 4 se presentan los resultados de la serología que se realizó por año a las 

421 cepas de v: c/10/erae 01, obteniéndose en total 223 cepas !naba (53 %) y 198 cepas 

Ogawa (47%). 

11 
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Número de cepas 

Figura 4. Comportamiento de la serología y año de aislamiento entre las cepas de 

Vibrio cholerae 01 
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Estandarización de la técnica de PCR para un fragmento del gene ctxB 

INICIADORES ctx 7 y ctx CJ 

En lo que respecta a la estandarización de la técnica de PCR, los resultados que se 

obtuvieron en la determinación de la concentración óptima de los iniciadores ctx 7 y ctx CJ 

se ilustran en la figura 5: en donde los carriles 1 al 3 corresponden a los diferentes 

volúmenes de iniciadores (1 µ1, 0.5 µ1 y 0.25 µ1, respectivamente) derivados de una 

concentración inicial de 0.25 nM/itl; los carriles 4 al 6 corresponden al mismo ensayo 

debido a que se reali7.aron por duplicado. Se observó una mayor eficiencia de amplificación 

en el carril 3 y 6; ya que en estos carriles no se manifestó un exceso de reactivos. La 

concentración óptima correspondiente, para 50 1d de reacción, fue de 0.25 111 (0.0625 nM) 

de cada uno de los iniciadores ctx 7 y ctx CJ. 

(0.25 nM/µI) (0.25 µl) = 0.0625 nM 

Ci Vo Cf 

SOLUCIÓN DE CLORURO DE MAGNESIO 

Ci = Concentración inicial 

Vo =Volumen óptimo 

Cf= Concentración final 

E~ la.prueba de PCR para optimi7.ar la concentración de MgCh. se utili7.aron diferentes 

cantidades decrecientes de una solución de MgC'2 25 mM: 10 µ1, 8 µ1, 6 µl, 4 µl y 2 µl. 
• ·-· < 

En la figura 6 se muestra los resultados correspondientes a cada una de las 

concentraciones de MgCh de forma decreciente entre los carriles 1 al 5. En este caso, la 

PCR en el carril 1 mostró amplificaciones inespccíficas, mientras que las reacciones en 

los carriles 3 al 5 presentaron amplificaciones ineficientes. Por lo que se observó que la 

cantidad óptima para esta reacción es la que se muestra en el carril 2, con 8 µ1 de una 

solución 25 mM de MgCh; obteniéndose una concentración final de 4 mM. 

!.li.mM.lí!uill = 4 mM ( Ci )( Vo ) = Cf 

SO µ1 Vr (volumen de reacción) 
En este mismo ensayo se logró una amplificación satisfactoria al reducir el tiempo en 

cada ciclo de reacción, lo cual se observa en la figura 6. 

58 



0.25 0.125 0.0625 0.25 0.125 0.0625 (-) (nM de iniciadores) 

2 3 4 5 6 7 <l•X174/llaelll lcarrill 

Figura 5. Efecto de Ja concentración de Jos iniciadores en Ja PCR para ctxB. Los 

carriles 1 al 3 muestran diferentes concentraciones de cada uno de Jos inicidadores. Los 

carriles del 4 al 6 corresponden al mismo ensayo por duplicado. El carril 7 representa al 

testigo negativo (V. cholerae No 01) y el carril 8 corresponde al marcador de peso 

molecular •l>XI 14/Hae 111. 
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3 

3 

2 

4 
1 

5 

(-) (mMdcMgCI,) 

6 <1>174111.elll (carril) 

Figura 6. Efecto de la concentración de MgCl2 en la PCR para ctxB. Los carriles del 1 

al 5 corresponden a concentraciones decrecientes de MgCh. El carril 6 presenta al testigo 

negativo y el carril 7 muestra al marcador de peso molecular <l>Xl 74/Hae 111. 
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CONCENTRACIÓN DE LA MEZCLA DE dNTP's 

Los resultados para la PCR que se originaron para detenninar la concentración óptima 

de dNTP's se muestran en la fib>ura 7, en donde a partir de una mezcla de dNTP's l ¡1M se 

colocaron diferentes cantidades de esta mezcla: 4 ¡11, 3 ¡11, 2¡11, y l 111 respectivamente. 

Como se muestra en la figura 7, la amplificación más eficiente se observó en el carril 5 

y corresponde a la concentración más baja (0.02 µM), cabe mencionar que entre los carriles 

2, 3 y 4 se detectaron pequeñas amplificaciones inespecíficas. 

(l 11M) ( 1111! 

SO¡tl 

0.02 ¡tM ( Ci l { Vo l = Cf 

Vr 

CONCENTRACIÓN DE LA ENZIMA Taq POLIMERASA 

Se utili7.aron las cantidades 0.25 µI y 0.5 µ1 de la enzima taq polimerasa a partir de una 

solución concentrada de 5 U/111, con el fin de establecer la concentración ideal de la enzima. 

Los resultados obtenidos se presentan en la figura 8; en la cual, el carril 4 (0.25 111) no 

presentó amplificación, mientras que en el carril 5 (0.5 ¡ti) se observa una amplificación 

satisfactoria, la cual corresponde a 2.5 U de enzima. 

(SU/ l µl) ( 0.5 µl) = 2.5 U 
Ci Vo Cf 
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0.08 o.o<> 0.04 0.02 (JtM de dNTP's) 

(carril\ 

pb 

(,03 

460 

310 

Figura 7. Efecto de la concentración de dNTP's en la PCR de ctxB. El primer carril 

corresponde al marcador de peso molecular <1>174/f/ae 111. Del carril 2 al 5 se muestran los 

productos de reacción obtenidos con diferentes concentraciones de dNTP's. 
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(-) 

<l>Xt74/llaclll 2 3 
1.25 

4 
2.5 (U de Taq polimcras.,) 
5 (carril) 

Figura 8. Efecto de la concentración de la enzima Taq polimerasa. En el primer 

carril se presenta al marcador de peso molecular <l>X 174/Hae Ill. El carril 2 muestra al 

testigo negativo. El carril 3 esta vacío y del carril 4 al 5 se presentan diferentes 

concentraciones de la enzima taq polimerasa. 
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Las cant.idad~s y reactivos que se establecieron finalmente para la estandarización d~· la 

técnic~ de PCR para el gen ctxH de I~ cho/eme, se presenta a continuación en la tabla .11. 

Las condiciones de reacción que se establecieron en la estandariz¡¡ción para la PCR del 

gen ctx/J de 1: cholerae O 1 fueron las siguientes: 
. . .', .~ : . ": - '. 

lciclo de preincubación de 94 ºC por 1 minuto )()'s~~~n~~~. 
25 ciclos de 94 °c (desnaturalización> por ~vs~g~~~J~;:s's· 0c (alineamiento> por 3o 

segundos y 72 ºC (extensión) por 30 segun~os,,:;('. · 

1 ciclo de incubación final de 72 ºC poi 3 'lllÍnut?s30\egundos . 
. . ' ' . ·-; '-: -~- -' .'··.~;-, -~;:~ 1-· 

-~;!,:;~ .... : 

Al terminar la estandarización para la P,CR.\:~sÍ~~·cb~diciones se aplicaron para analizar 

las 421 cepas de campo de i·: cho/era~ á;'./E~':'1!'Ffii~~~ 9 'se muestra un ejemplo de las 

amplificaciones obtenidas de las ~uestra~ d~ ci;';ii~g"'~x~..;,inadas. 

En I•• •íl~ "'.' y '?~Í ~ :ti~~~:~J~LIÓn dol 8'" c<x/J '" IOO ~P"' 
encontradas en cada a~o réspe~ti~¡~~'~'ie ·~·~;:¡-~~ '<irlg~~ se representa en las figuras 1 O y 11 . 

, ·,_ '· -.-,-;~~-.,_.<:." - "<-.. ::;::{.~_'.·.•-~.-~ ... ~f.'.::~.'.~.}:- 2.::.t.\_,~·.,~:~Y ... :t<'~· -< ; -
.:--- :'..':!:>:::; ·.:(·· 

En el año d~ 199J si: dés~~b'rier6~1C>s~~ep~sq~epresentaron el gen ctxH al realizar la 

PCR. Lo. s éstados en los ~ue s~ ~;~~e~t¿ ~~ ínu'é~;r:in eri l.a figura 12. .. . - . .. ~ 

En 1994 se detectaron 93 cepas· con ctxH y se distribuyó en 19 estados. Los resultados 

obtenidos se presentan en la figura 13. 

Los estados con mayor número de cepas que presentaron el gen ctxH de 1-'. cholerae O 1 

entre los años de 1991 a 1994 fueron: Chiapas (33 ), Veracruz (31 ). Puebla (26 ), Michoacán 

(25), Hidalgo (25), Estado de México (25) y Distrito Federal (24), abarcando el 47% de los 

casos en total, como se muestra en la tabla 12. 
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Tabla t 1. Condiciones cstandari7..adas de la técnica de PCR para el gen ctxH de 

Vibrio clwlcral! O 1. 

Agua estéril 

Regulador de PCR IOX 

Solución de MgCl2 25 mM 

Mezcla de dNTP's 1 ¡tM 

Iniciador ctx 7 0.03125 nmol/µI 

Iniciador ctx 9 0.013125 nmoVµI 

Enzima taq polimerasa 5 U/µI 

Vaselina estéril 

DNA molde (IOs-106 bacterias/mi) 

Volumen de reacción 

VOLUMEN EN. 

pi . 

28.5 

5 

8 

2 

2 

0.5 

10 

3 

so 
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IX 

4mM 

0.021t.M 

0.0625 nM 

0.0625 rtM 
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pb 

G03 

460 

310 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 (Carril) 

Figura 9. Productos de amplificación del gen ctxll en cepas de Vihrio cholerae 01, aisladas 

de casos de cólera, en gel de agarosa al 2%. En el carril 1 se muestra el marcador de peso 

molecular <l>X 114/Hae 111. Los carriles del 2 al 11 corresponden a diferentes cepas aislada• 

de ca•os de cólera. 
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Figura 10. Distribución y número de cepas de campo de Vibrio cho/erae 01 que presentaron el gen ctxB en el año de 1991. 
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Figura 11. Distribución y número de cepas de campo de Vibrio cholerae O 1 que presentaron el gen ctxB en el año de 1992. 
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Figura 12. Distribución y número de cepas de campo de Vibrio cho/erae O 1 que presentaron el gen ctxB en el año de 1993. 
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Tabla 12. Número de cepas de Vihrio cholerae 01 por entidad federativa aisladas entre 

Estados 

-Baja California Sur 
Baja California Norte 
Campeche 
Coahuila 
Colima 
Chiapas 
Chihuahua 
Distrito Federal 
Durango 
Guanajuato 
Guerrero 
Hidalgo 
Jalisco 
Edo. de México 
Michoacán 
Morelos 
Nayarit 
Nuevo León 
Oaxaca 
Puebla 
Querétaro 
Quintana Roo 
San Luis Potosí 
Sinaloa 
Sonora 
Tabasco 
Tamaulipas 
Tlaxcala 
Veracruz 
Yucatán 
Za ca tecas 

Total 

1991-1994 que presentaron el gen ctx/J. 

Año 1991 Año 1992 Año 1993 Año 1994 Total 

---------·-----o 1 o o l 
o o o o o 
6 5 4 3 18 
o 1 o o 1 
2 4 6 2 14 
15 4 7 7 .33 
o 3 2 o 5 
9 7 3 5 24 
o o o o o 
o 2 7 5 .14 
1 5 6 4 16 
8 4 6 7 25 
o 3 1 o .: 4. 
11 6 5 3 25 
12 6 6 1 25 
2 5 5 7 19 
o o o o .o 
o 4 6 4 14 
3 3 6 3 ,, is 
11 4 6 5 . 26 
o o o 5 5 
o 4 3 o .7. 
o 4 5 6 15 
o 1 1 o 2 
o 1 o o 1 
3 6 5 6 20 
2 3 6 6 17 
o 4 4 6 14 
15 4 4 8 31 
o 6 1 o 7 
o o o o o 

'100 ·100 105 93 398 
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En la tabla 13 se muestra el año de aislamiento, origen y el resultado de amplificación 

del fragmento clxA de las cepas que no presentaron el gen ctxB. 

Secuenciación 

Se seleccionaron 14 cepas para la secuenciación, las cuales presentaron además del gen 

ctxB, información adicional obtenida del lnDRE a partir de análisis previos que se 

realizaron a estas cepas (ver tabla 14). 

A los productos de amplificación de la PCR de las 14 cepas seleccionadas (3 de 

referencia y 11 de campo) se les realizó la secuenciación obteniéndose diferentes gráficas, 

como se presenta en la figura 14. 

La secuencia de DNA del fragmento del gen de la subunidad B (ctxB) de la toxina 

colérica. se obtuvo a partir de 300 bases desde la posición 60 a la 360, lo cual se muestra en 

la figura 15. 

Se lograron secuenciar 14 cepas, de las cuales algunas presentaron la substitución de 

una base en la posición 115 (C por T) y 203 (T por C); los resultados se muestran en las 

tablas 15 y 16. 

Las diferencias en la secuencia mostraron que cinco cepas: la 32646, 2514-88, 299, 

54708 y 25959 presentaron el genotipo 1, mientras que las cepas 1, 2, 14570, 25055, 

17830, 14140, 23203, 2807 y la cepa de referencia 6706 corresponden al genotipo m (ver 

tabla 15 y 16). 
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Tabla 13. Cepas de Vihrio cholerae 01 que no presentaron el gen ctxH . 

. , . : .. :-: .. ···: . : ··,, . ::·~··· ,· .• '<, ·i:,· : .... 
·CEPAS .. ;::t!Jll ; cttA· 

10717 

13515 

10292 

13541 

12714 

14370 

14402 + 
15720 

16268 

17106 

19754 + 
17271 

22290 + 
18131 

19372 

35427 

35485 + 
52036 

35418 

35423 

57307 

54554 

56846 

.23 cepas en total 
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1991 

1991 

1991 

1991 

1991 

1992 

1992 

1992 

1992 

1992 

1992 

1992 

1992 

1992 

1992 

1993 

1993 

1993 

1993 

1993 

1994 

1994 

1994 

ORIGEN 

Edo. de México 

D.F. 

Hidalgo 

Michoacán 

Tamaulipas 

Veracruz 

Veracruz 

Tampico 

Guanajuato 

Guanajuato 

Guanajuato 

Puebla 

Puebla 

San Luis Potosi 

Quintana Roo 

D.F. 

Edo. de México 

Sinaoa 

Tlaxcala 

Tlaxcala 

Tabasco 

Sinaloa 

Edo. de México 
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Tabla 14. Cepas de Vibrio cho/erae 01 a las que se les realizó la secuenciación. 

CEPAS AMPLIFICAN PARA 
EL GEN 

ctx IJ 

2 ctxH. zot •, ace • 

25055 ctxB 

6706 ctxB 

14140 ctxB 

14573 ctxB 

25959 ctxB 

32646 ctxB 

54708 ctxB 

23203 ctxB 

299 ctxB 

2514-88 C:txB 

17830· ctxB 

2807 ctxB 

•EFECTO 
CITOPÁTICO EN 
CELULAS VERO 

Citotónico 

Citotónico 
vacuolizantc 

Vacuolizante 

Citotónico 
vacuolizantc 

Citotóxico 

Citotónico 

Citotónico 
vacuolizantc 

Citotónico 

Vacuolizantc 

Citotónico 
vacuolizante 

Citotónico 

Citotónico 
vacuolizante 

Citotónico 

Citotónico 
vacoulizantc 

CRITERIO DE lNCLUSIÓN 
PARA LA 

SECUENCIACIÓN 
Caso correspondiente al año 
de 1991 

Caso correspondiente al año 
de 1991. Caso indice 

Capacidad vacuolizante 

Cepa de referencia !naba 
aislada en Perú 

Cepa hemolítica 

Caso correspondiente al año 
de 1992 

Cepa Ogawa 

Caso correspondiente al año 
de 1993 

Caso correspondiente al año 
de 1994 

Cepa hemolitica 

Cepa de referencia para PCR 

Cepa de referencia aislada en 
EUA en la zona del Golfo 

Multirresistente 

Hemolitica 

Información obtenida por el Laboratorio de Bacteriología Molecular del lnDRE. 

74 TESIS CON -·-¡ 
FALLA DE ORIGEN 



6706 
0-.CTT TATTACA DT TTT M:T AT CTTICAG CAT AT OC AC .. TO O A ACAC C TCTSA1' T ATI" ACTCCI'. 'f T T 

t• :1• •• •• .. .. .,.. 

TAOT OT OCA OAASAC CACAA CACA'CAA A T AT AT AC OCTAC AT OAT AAGTAT AT T TT COT Al'\ 
DD DO tDD t1D 1:10 1JD 

CA OAAT CTCTAOCTOeAaAAAO AO AO ATOO CT AT CAT T ACT T T TAAOA AT OOT OCA A T 
t•D tlD tDO tl'D tDO tDO 

T T T TCAACIATAOAAO TAC CA O OT AOT CAAC AT AT AOAT TC A.CA.A AA AAAAOCOA T T QA A'\o 
:HO 210 :IH :ISO 2•0 :IN 2DD 

OOAT OAAOOAT ACCC T OAO OAT TOCA T AT C T TA CT OAAO CT AAAOT COAAAAOT T AT OTO 
:l.. 27D 2110 :l'M SDD StD 

OTAT OOAATAAT AA AAC oc e e AT OCOATTOCCOC AAT AOTAT OOCAAAT AAOA TATA A AA 
:Uo JH :l•O SH MD Jl'D 

AA OCCCACCTTCOT OOC 
:IDO IN 

T 

-" _G 
e 

Figura 14. Gráfica de secuenciación del fragmento del gen ctxB de la cepa de referencia 
6706 Vibrio cholerae 01. 
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ATGCACATGGA 
ATGCACITGGA 
ATGCAC.\TCGA 
ATGCACATGGA 
ATGCACATGGA 

GA 
ATGCAC.\TGGA 

CATTGGA 
ATGC\CATGGA 
ATGCACATG<lA 
ATGCACATGGA 
ATGCACATGGA 
ATGCACATGGA 
ATGCACATGGA 

ACA CCT CAA AAT ATT ACT GAT Tl'G TGT GC\ GAA TAC CAC MC AcA 
ACA CCT CM AAT ATT ACT GAT TTG TGT GCA GAA TAC CAC AAC ACA 
ACA CCT CAA AAT ATT ACT GAT TTG TGT OCA GAA TAC CAC AAC ACA 
ACA CCT CM AAT ATT ACT GAT 1TG TGT OCA GAA TAC CAC MC ACA 
ACA CCT CAA AAT ATT ACT GAT Tl'G TGT GC\ GAA TAC CAC AAC ACA 
AC\ CCT CAA AAT ATT ACT GÁT TTG. TGT GC\ GAA TAC CAC AAC ACA 
ACA CCT CAA AAT ATT ACT GAT TTG TGT GC\ GAA TAC CAC AAC i.CA 
AC\ CCT CAA AAT ATT ACT GAT .1TG TGT. GC\ GAA TAC CAC AAC ACA 
ACA CCT CAA AAT ATT ACT GAT TTG TGT GCA GAA TAC CAC AAC ACA 
ACA CCT CAA AAT ATT ACT GAT TTG TGT GCA GAA TAC CAC AAC ACA 
ACA CCT CAA AAT ATT ACT GAT 1TG TGT Ge\ GAA TAC CAC AAC ACA 
AC'A CCT CAA MT ATT ACT GAT TTG TGT GCA GAA TAC CAC MC ACA 
ACA ccr CAA AAT ATT ACT GAT TTG TGT OCA GAA TAC ·CAc AAC ACA 
ACA CCT CAA AAT ATT ACT GAT Tl'G rcr· GCA GAA TAC CAC AAC ACA 
Thr Pro Gin Asn lle Thr Asp Lcu Cys Ala Glu T)T His Asn Thr 

JO 

CAAWWdWWOO~mmTCGID~GAAmW~GGAAAA~~~m~m 
CAAm~~~~~~~rnro;~~GAA~~GCT~AAA~~~GCT~~ 
CAAmm~~~oo~mmro;m~GAAmmGCTG<lAAAA•~~ccr~m 
C\A ATA TAT ACG CTA AAT GAT AAG ATA TIT ro; TAT ACA GAA TCT CTA GCT GGA AAA AGA GAG ATG GCT ATC ATT 
CAAm~~m~oo~~m~m~GAAmmGCTGGAAAA~~~ccr~m 
CAAmm~~~oo~~TITTCGW~GAAmmGCTGGAAAA~~~GCT~~ 
CAAmru~m~oo~~m.~m~GAAm~GCTGGAAAA~~~ccr~m 
CAA ATA TAT ACG CTA AAT GAT AAG ATA TIT TCG TAT ACA GAA TCT CTA OC1' GGA AAA AGA GAG. ATG GCT ATC ATT 
CAAmm~m~oo~~mro;m~GAAmmGCTGGAAAA~~~ccr~m 

CAAWm~~~oo~m~~W.~GAAmmGCTCGAAAA~~~GCT~m 
CAA~m~~~oo~mmro;m~GAAmmocrGGAAAA~~~ccr~m 
CAA ATA CAT ACG CTA AAT GAT AAG ATA Trr TCG TAT ACA GAA TCT CTA GCT GGA AAA AGA GAG ATG GCT ATC ATT 
CAAmoo~m~oo~mm~m~GAAmmccrCGAAAA~~~ccr~m 
CAA ATA TAT ACG CTA AAT GAT MG ATA TTT TCG TAT ACA GAA TCT CTA GCT OOA AAA AGA GAG ATG GCT ATC ATT 
Ciln ne T~T Thr IL"U A"11 A~r Ly~ Oc Phc Ser T)T Thr Glu Ser l.cu Ala Gly l.ys ~ Glu Mct Alu lle De 

20 JO 40 
120 150 180 

Figura 15. Secuencia de la subunidad B de la toxina colérica en cepas de Vibr10 cholerae O 1 que circulan en Mé.xico. 
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2 ACT rrr AAG AAT GGT GCA An rrr CAA GTA GM GTA CCA CGT AGT CAA CAT ATA GAT TC\ C\A AAA AAA GCG ATI 
~~m~~GGTGCA~TrfCAA~GM~CCAGGT~CAA~m~~CAAAAAAAAGCGm 

~~rn~~GGTGCA~rnCAA~GAA~CCA~~CAA~~~~C\AAAAAAA~m 
~~m~~GGTGCA~mCAA~GAA~~GGT~CAA~m~~CAAAAAAAAGCGm 
~~m~~GGT~~mCAA~~~CCAGGT~CAA.~m~~CAAAAAAAAGCGm 
~~m~~GGTGCA~TrfCAA~GAA~~GGT~CAAmm~~CAAAAAAAAGCGm 
299 ACT m AAG AAT GGT GCA ACT rn CAA GTA GAA GTA CC\ GGT AGJ'. C4A C\T ATA .GAT TCA C4A MA AAA OCG. A'IT 
~~m~~GGT~~mCAA~GM~CCAGGT~~~m~~CAA~~~m 
~~m~~GGTGCA~TrfCAA~GM~CCACGT~~mm~~~~AAAGCG~ 
~~rn~~GGTGCA~mCAA~GM~CCA~~CAAmm~~CAAAAAAAAGCGm 
1 ACT rn AAG AAT GGT GCA An rn CAA GTA GAA GTA CCA ~ AGT CAA CAT ATA GAT ~ .CAA AAA AAA GCG ATI 
~~m~~GGTGCA~TITCAA~GAA~CCAGGT~~m~~~CAAAAA~~~ 
~~~~~GGTGCA~TITCAA~GAA~CCAGGT~~mm~~CAAAAAAAAGCGm 
~~m~~GGTGC\~TrfCAA~~~CCAGGT~~mm~~CAAAAAAAAGCGm 

251U!I 
14140 
2..<o!i5 
326-16 
6706 
299 
23203 
17830 
14573 

1 
5470!! 
259!19 
29070 

Tu~~~~~·~~w~w~~k~~·-k~~~~· 
50 (¡() 

210 240 

G.U AGG ATG AAG GAT AOC CTG AGG ATI GCA TAT CIT ACT GAA GCT AAA GTC GAA AAG ITA TGT GTA TGG AAT 
GAA~~~~~CTG~mGCA~CIT~GAAGCTAAA~GAA~mTGT~TGG~ 
GAA AGG ATG AAG GAT ACC CTG AGG ATI GC\ TAT CIT ACT GAA GCT AAA ~ GAA AAG TTA TGT GTA TOO AAT 
GAA~m~~~CTG~mGC\m~~~~w~~~mTGT~roo~ 
GAA~m~~~CTG~mGCAWCIT~GMGCTAAA~GAA~m~~TGG~ 
GM~~~~~CTG~mGC\~m~GAAGCTAAA~GAA~MTGT~TGG~ 
GAA~m~~~CTG~~GCAWCIT~GAAGCTAAA~~~mTGT~~~ 
GAA~~~~~CTG~mGCA~~~GAAGCTAAA~GM~ruTGT~TGG~ 
GAA~~~~~CTG~mG<:AmmaGAA~MA~GAA~mTGT~TGG~ 
GAA~~~~~CTG~m~~crr~~GCT~~GAA~ruTGT~TGG~ 
GAA AGG ATG AAG GAT ACC CTG AGG AtT GCA TAT crr. ACT GM GCT AAA GTC GÁA AAG ITA 1GT GTA TGG AAT 
GM~~~~~CTG~mGCA~CIT~GMGCTW~GAA~ruTGT~TGG~ 
GAA AGG ATG AAG GAT ACC CTG AGG AIT GCA TAT CIT ACT GM GCT AAA GTC GM AAG ITA 1GT GTA TGG AAT 
GM~~~~~CTG~mGCA~CIT~GAAGCTAAA~GAA~ruTGT~TGG~ 

~~~~~Tu~~~~fu~Tu~~~w~~~~w~~ 
ro M 

270 300 330 

Figura 15. Secuencia de la subunidad B de la toxina colérica en cepas de Vibrw cho/erae 01 que circulan en México (continuación). 



2 AAT AAA ACG ccr e.u GCG ATT GCC GC\ ATT AGT ATG GCA AAT TAA 
~ ~AAA~CCTmGCGmGCCGCAm~~GCA~W 
~ ~AAA~CCTmGCGmGCCGCAm~~GCA~~ 
~ ~AAA~CCT~GCGmcccGCAm~~GCA~TM 
326.16 AAT MA At'G CCT CAT GCG ATT GCC GCA ATT AGT ATO GCA AAT TAA 
6706 AAT AAA ACG CCT CAT GCG ATT GCC GCA ATT AGT ATG GCA AAT TAA 
m ~AAA~CCT~GCGmcccGCAm~~GCA~W 

23203 AAT AAA Affi CCT CAT GCG ATT GCC GCA ATT AGT ATG GCA AAT TAA 
17830 AAT AAA AC'G CCT CAT GCG ATT GCC GC\ ATT AGT ATO GCA AAT TAA 
~ ~AAA~CCT~GCGmcccGCAm~~GCA~~ 
1 ~AAA~CCTm~mca:GCAm~~GCA~W 
547111 AAT AAA ACG CCT CAT GCG ATT GCC GCA ATT AGT ATG GCA AAT TM 
23~9 AAT AAA Affi CCT CAT GCG ATf GCC GCA ATT AGT ATG GCA AAT TAA 
~ ~AAA~CCTOOGCGmca:GCAm~~GCAillfu 

A"1 L-. Thr Pro llis Ala lle Ala Ala lle Ser Met Ala A"1 Stop 
90 10/J JOJ 

160 

Figura 15. Secuencia de la subunidad B de la toxina colérica en cepas de Vibrio cho/erae 01 que circulan en México (continuación). 



Tabla 15. Diferencias en la secuencia del gen ctxB de la toxina colérica en cepas con 
genotipo III aisladas en la República Mexicana. 

Muestra Concentración Po•ición de la Posición del Genotipo 
deDNA base• aminoácido• 
(fmol) 

115 138 203 18 25 47 

6706° 47.8 T T T Tyr Phe lle 111 

132.8 T T T Tyr Phe lle 111 

2d 119.3 T T T Tyr Phe lle III 

14573 47.9 T T T Tyr Phe lle 111 

25055 54.9 T T T Tyr Phe lle 111 

17830 76.3 T T T Tyr Phe lle 111 

14140 57.2 T T T Tyr Phe lle 111 

23203 48 T T T Tyr Phe lle 111 

2807 71.7 T T T Tyr Phe lle lll 

.'Se refiere a la posición de la base en la secuencia tomando en cuenta como inicio al codón de 

iniciación para ct:rB. 

•Se refiere a la posición del aminoácido en la secuencia de ct:rB (a partir de la base 64 ). 

'Cepa de rcfcrcnéia aislada en Perú. 

dC~so indice. 

ESTA TESH3 N D Sf.·J..l 
79 DE LA. t!Pi1LC()':r~•'.C/'. 



Tabla 16. Diferencias en la secuencia del gen ctx/J de la toxina colérica en cepas con 
genotipo 1 aisladas en la República Mexicana. 

Muestra Concentración de 
DNA(fmol) 

32646 54.7 

299 49.8 

54708 79 

25959 55 

e 

e 

e 

e 

Posición de la 
hase• 

T e 

T e 

T e 

T e 

Posición del 
aminoácido" 

His Phe Thr 

His Phe Thr 

His Phe Thr 

His Phe Thr 

Genotipo 

•Se refiere a la posición de la base en la secuencia tomando en cuenta como inicio al codón de 

iniciación para ctxB. 

•Se refiere a la posición del aminoácido en la secuencia de ctxB (a partir de la base 64 ). 

e Cepa de referencia aislada en EUA en la zona del golfo. 
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11 !l. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

El diagnóstico microbiológico del cólera se basó en la detección del agente causal 

V. clw/erae O 1, a partir de 421 cepas aisladas de muestras humanas entre 1991-1994. 

Dentro del diagnóstico microbiológico, de acuerdo a lo expuesto por Giono y col., la 

caracteristica más común de V. cholerae O 1 en el medio TSI es el comportamiento ácido en 

la superficie y ácido en el fondo (NA), originado por la fermentación de sacarosa y lactosa 

en la superficie y la fermentación de la glucosa en el fondo. El estado alcalino en la 

superficie y ácido en el fondo (K/A), ocasionado por la fermentación de la glucosa en el 

fondo solamente, rara vez se presenta~. 

Sin embargo, en los resultados obtenidos, se observó que en el medio TSI el 57 % de 

las cepas presentaron la caracteristica ácido en la superficie y ácido en el fondo (NA), es 

decir fermentaron los tres azúcares. Al mismo tiempo el 43 % de las cepas restantes 

presentaron un comportamiento alcalino en la superficie y ácido en el fondo (K/A) 

fermentando sólo a la glucosa. Debido a estos resultados cabe señalar que el 

comportamiento NA y K/A se presenta de forma ligeramente proporcional en cepas 

específicamente aisladas en la República Mexicana durante el periodo de 1991 a 1994, 

contrastando a lo descrito por Giono y colaboradores en donde establece que esta conducta 

es muy rara. 

Según Kumate, Damcll y Janicott, durante la séptima pandemia del cólera se ha 

observado que la mayoría de las cepas de v. cholerae o 1 se han caracterizado por ser del 

serotipo !naba 1•·12. u.' 

De.acue~docon los resultados derivados del ensayo, el serotipo lnaba predominó sólo 

durante el periodo 1991-1992, lo cual concuerda con lo señalado por Kúmatc, Damell y 

Janiccot. No obstante se observó un cambio significativo al serotipo Ogawa durante el 

periodo de 1993-1994. Por lo que cabe señalar que en México durante 1991-1994 no existe, 

en realidad, un predominio del serotipo lnaba. 
81 
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El cambio de scrotipo de Inaba a Ogawa, que se manifestó durante 1991-1994 en la 

República Mexicana se pude explicar tomando en cuenta lo señalado por Strochcr, quien 

establece que el cambio de lnaba a Ogawa puede resultar a partir de una variedad de 

alteraciones a nivel de una simple modificación de bases en el gene rjhT el cual crea un 

prematuro codon de alto en este gen, resultando así cepas lnaba rfbT mutantes49
• 

Con relación a la estandarización de la técnica de PCR para el gen ctx/J de V. cholerae 

O 1 se pudo observar lo siguiente: 

Al optimizar la concentración de los iniciadores ctx 9 y ctx 7, se observó que al utilizar 

concentraciones altas de los iniciadores se favorecían las amplificaciones de regiones 

incspecíficas, por lo que fue necesario disminuir la concentración hasta 0.0625nM para 

obtener una amplificación óptima en 50 µI de reacción. 

Por otra parte, la concentración obtenida en el ensayo no concuerda con lo señalado por 

Barrera e Innis, ya que establecen que para una reacción de 100 µ1 la concentración 

aceptable de cada iniciador oscila entre 0.05 a 1.0 µM (para una reacción de 50 µ1 se 

esUlb,lccé una concentración de 0.025 a 0.5 µM) 37.J•, observándose que la concentración 

. experimental es menor a la teórica. Esto se puede deber a las condiciones de síntesis de los 

. iniciadores y a las especificaciones que da el mismo fabricante. 

En la estandarización de cloruro de magnesio (MgCh) se pudo comprobar que una 

concentración alta de iones magnesio conduce a una baja especificidad. También se 

. encontró que disminuir demasiado la concentración de MgCl2 puede conducir a un 

·decaimiento de la enzima al grado de que la amplificación puede ser nula. 

Según Barrera e lnnis para una reacción de 100 µI se recomienda utilizar una 

concentración de MgCh entre 0.5 a 2.5 mM ( por lo que para 50 µI de reacción se requieren 

entre 0.25 y 1.25 mM) 37
.3

8
. En la prueba de estandarización de MgCh, para una mezcla de 

reacción de 50 µ1, se observó que la concentración óptima para la PCR fue de 4 mM de 
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MgCh la cual no concuerda con ios anteriores. Pero si:~~ cÓnsider~·quc'la ~ntidad de 

iniciador usada es menor, esto reduci~ia el cosl<>,d~ la ~ea~~ión. 

En la estandaril'llción de la enzi~a ~aq pblim~r~s~:.~~pu~Ó·~~~~rt~rqÜe al disminuir 

demasiado la concentración_de la e~i~~,;~f·~~füfüH~!~~~é;·~~F~~]~~:~oF~n;raciÓn que 
mostró una mejor amplifii:ación': füe\dé'.•·2,5".U':pará\•50)jJJ:ide. reacción, pero esta 

':~·.:-.· ,:::~·~:-'-:--.:/.·~_-''f· .¡·(.;·:,:,·,.;,;1:::,:!-.-t.. ,):¡ :·0~,&.'/,-.,:.;; :0.' • .'e.J,':>·~ :~-~::~\'.f· :- -· · .. ·:: ·::'~-._ _-. 
concentración es mayor a lo esfable~id~·'por'Barreríté}nnis;'.ya qúe esÍableceí:i que por cada 

• __ -_'.:/ ::~,:~/,n.::'.:/~"t;,5~:-"Y.~E1.~·~r~--~:_:;::~;,-~ ··Y;t;i.~~··,~W~/f: ~~-~:i>·:··:;'!'.,~1.\'.- :-,~;~ ,: ' - ,'. _:. -: 

100 µI de reacción se recomienda usar:·deJ:'a-2,5. U de enzima (0.5.a L25 U para 50 µI de 
; __ \::: ,; __ . "c.(--._;~;:,·:;T'~~~-~:.¿<r':á~::.':~-F'}\·~;'~;~:z-~;,-ft~:-: .. o.i..YJffi~;- -~:·"-,t:_.,: ·.;·,-., _<·:-ó· ·,.• ,·~:,_;~ 

reacción) 37
.JR. Por lo que es importante considéraíel iámaño del ¡Íroélúcto de amplificación. 

. .. . .: :,n).11=f,~[t{: , ... ,J~~í,~~*~;¡®~l:[':«~;tnt> (.:,·_···._·_ ·.·._ .. · · 
Las condiciones.de.reacción·.~que 1 se.1Ievaron'a'cabópara·la·PCR; tanto el número de 

ciclos como la tellij;er~tllrá~'edesl1at~r,aii~g¡~~~'.~x~~sión, si.concuerdan con lo indicado 

por Olsvik, no ob;tant~, la~~~p~~atÜ;a ci'~'ali~~aiifi~~¡~ Óptima de 55 ºC que se manejo en 

el ensayo no c~ncu~rd~ ~~
1

lad~~eriri'i~id~ p~i\)Ífa~ik45 • 
:·:, . .-::f~\,'.'·: '··'.',. ;, '·:.'.~:-::' i' 

'. ''.·: ;~ .. 

Al ob'tener la concentraci~n)óptima dedN'f P.'S se pudo observar que a concentraciones 

bajas puede aumentar I~ especifl-~id~~;'d~-lareacción, pero a concentraciones altas tiende a 

disminuir la especificidad. B~~~~;a1~1]ri~ls indican que la concentración recomendable de 

dNTP'S para una r~ac~iÓ~ d~~:¡~O. µ\·\~~drá que oscilar entre 20 y 200 µM ( 1 O a 100 µM 

para 50 µI) 37
.3

3
, L~~o~{~~;;~~i'6ri'óp~lma de dNTP'S que se estableció fue de 0.02 µM por 

lo que no coincide ~()111rirecomc;1dado por Barrera .e ln_nis. 

Despué~ de r~Úzar la PCR a 421 cepa~ de campo de·V..c/10/erae 01, con el fin de . ' ·. ,._- ,' ·'-·-'··. ' 

detectar el fragmento del gen ctxH, se pudo observ~r qUe úÍÍiéameríte 398 cepas (el 94% de 
' . . , ... - ·~-'. . · .. -- . . . . ' ' 

los casos)mostraron amplificación para el gell;dura~té'e(pericido éomprendido de 1991 a 
1994. ;;•_; ' .,;'': ;• ~i. "' 

'-,-,' \~·: 
~ ;.:";<·": :·.:¿,:: .. 

· .. :, ·.:. ::';'. ·. '.~: :i~.:( 

Con respecto a las 23 cepas restantes ( 16cy,,f que ~ci inostraro~ anÍpÜficación para el gen 

ctx/J, se puede deducir que probablemente el mec~~isÜici''d~-~~¡.¿~¿~\~idad de estas cepas no 
._··,_·-~- ':·-_,>:·"~:::-.'.' ."-/:º '.'.r··;,:·:·.~ ·-.. :~:: .. 

fue la toxina colérica, si no algún otro .. A estas ~epas se}eS,,n:1dizó u_na PCR para identificar 

el gen ctxA de las cuales solamente 4 cepas a~plifiéa~~n. es decir, exclusivamente 
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expresaron el gen ctxÁ; sin embargo, aunque se haya presentado el gen ctxA, el mecanismo 
-. .'. ' ,. ·, 

de la enfermedad probablemente no fue la toxina colérica, de acuerdo a lo establecido por 

Kaper, ya qÜc menciona que ninguna de las subunidades de forma individual tienen 

actividad signifid~\i~(~n animales o sistemas celulares intactos11
. 

: ... .. :~" ;; '.' 

Por ot;a ~~nc'~c'~ncontró que el número y la distribución de estados de la República 

Mexiea~a:;~n . .'_os que se presentó el gen ctx/J. por medio de la PCR, varió constantemente 

dependi,endo del a·ño. 

En el mapa correspondiente al año de 1991 se pudo notar que los casos registrados se 

concentraron en el sur y parte del centro de la República Mexicana, abarcando a 14 estados, 

y afectando aproximadamente al 45% de los·estados de la República en su totalidad. 

En el año. de 1992 el número de casos que presentaron el gen ctxB fue el mismo al de 

1991, no obstante, se observó una distribución mayor ya que se afectó a 26 estados (el 84% 

de los estados de la República Mexicana) abarcando casi todo el sur, centro y norte del 

país. 

En 1993 se presentó el mayor número de casos durante este periodo, además se 

encontró que la distribución del gen disminuyó en comparación con el año anterior, 

perjudicando tan sólo a 23 estados (el 74 o/o de los estados de la República Mexicana) del 

sur, centro y norte del país. 

En el año de 1994 tanto el número de casos como la distribución disminuyó debido, 

probablemente, a las medidas sanitarias que se llevaron a cabo en ese año, pues solamente 

el 61 o/o de los estados de la República Mexicana fueron afectados ( 19 estados en su 

totalidad) distribuyéndose en el sur, centro y noreste de la República Mexicana. 

Con respecto a la secuenciación, se pudo establecer lo siguiente: 
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Se realizó la secuenciación solamente a 14 cepas,''cÍe):', c/;oleraa, O 1, qüefu~ron aisl~das 
en la República Mexicana durante el periodo de 199Í~Í99,4< :',, '' > 

;-:.«· ~~·~>>~ >:-~·~>. ' ( .,::,_ 
Se pudo lograr una correcta secuenciaci?npara elg~n C/~B;' ya que é~tafueidéntica a 

la presentada por Lockman y Olsvikso. ~5 •. siri' eril'b~;iici ~~· ~h~o~;/J»>~~~ ~ife~encia de 

De acuerdc/co~"d1~~léi;' e~isten tres tipos de genotipos a partir del gen clxB 
". '_ . '; .:; . ',.'<;.(; , . . !·~;-·,:,¡ .. : ' - ~ . 

(subuni~~dii'B)\deLJa':'t~xina colérica, los cuales se clasifican en genotipo 1 al que 

. corresp'd~d·~~"j~~ ~e~~~, de¡ biotipo Clásico y el biotipo El Tor procedentes de las costas del 

G<llfo 'd~· Ü's'A'.{EI 'kenotipo 11 encontrado en cepas del biotipo El Tor originarias de 

Au~Íralia y:~1.~~·~otipo 111 localizadas en cepas provenientes de la séptima pandemia y la 

Última ;cpid;;rnia de Latinoamérica. La clasificación de los genotipos se basó en la 

substit~~ió'A\te Üna base en las posiciones 115. 138 y 2034 s. 

En el ensayo se consiguió secuenciar las 14 cepas, lo cual fue benéfico ya que el costo 

de la secuenciación es muy alto. Se logró detectar la substitución de una base en las 

posiciones 115 y 203 (aminoácido 18 y 47 respectivamente) en cinco cepas. revelándose la 

presencia de dos diferentes genotipos, de acuerdo a lo indicado por Olsvik45
, el genotipo 1 y 

el genotipo 111. 

Estos dos diferentes genotipos circulan en la República Mexicana, predominando el 

genotipo 111 proveniente de la séptima pandemia y la última epidemia en Latinoamérica. El 

genotipo 1 se ha encontrado en cepas del biotipo Clásico de todo el mundo y cepas del 

biotipo El Tor halladas en las costas del Golfo en Estado Unidos. 

La aparición del genotipo 1 en la República Mexicana puede deberse al intercambio 

comercial que presenta México con Estados Unidos y otros paises, siendo, probablemente, 

el Golfo de México la puerta de entrada. 
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La técnica de PCR para la identificación del gen ctxlJ de la toxina colérica tiene la 

ventaja, en comparación con otros métodos, de ser automatizada, rápida, específica y 

sensible, ya que se puede obtener un gran número de amplificaciones a partir de una 

pequeña concentración de DNA. 

Las desventajas de esta técnica se deben a que se pueden obtener resultados falsos 

positivos causados por amplificaciones originadas de DNA contaminante. Se requiere de 

una zona restringida, además de equipo, material, y reactivos exclusivos para esta técnica. 

Su alto costo la hace poco accesible para algunos laboratorios . 
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10. CONCLUSIÓN 

Las cepas de V. c/10/erae O 1 presentaron variaciones al crecer en el medio TSI, el 57% 

de las cepas fermentaron la sacarosa, lactosa y glucosa, observandose Ja característica NA 

en el medio. El 43% de las cepas no fermentaron la sacarosa y lactosa, sólo fermentaron la 

glucosa en el fondo del medio, presentando la característica K/ A. 

Durante el periodo de 1991 a 1994 se observó un cambio imponante de serotipo de 

!naba a Ogawa, en cepas de V. cho/erae O 1 en la República Mexicana. 

La estandarización de la técnica de PCR que se obtuvo en este ensayo permitió obtener 

e identificar el gen ctx/J a partir de cepas V. cho/erae O 1. 

Las concentraciones óptimas de los reactivos que se obtuvieron para la amplificación 

del gen ctx/J de la subunidad B de la toxina colérica (para un volumen total de reacción de 

50µ1) fueron: 0.065 nM de cada uno de los iniciadores ctx 9 y ctx 7, 4 mM de MgCb. 0.02 

µM de la mezcla de dNTP's, 2.5 U de la enzima taq polimerasa, una concentración de 1 X 

del regulador de PCR y de 1 X 105 a 1 X 106 bacterias/ mi para el DNA molde. 

Las condicfones.~e::~~Jlificación fueron de: 25 ciclos a 94 ºC por 30 segundos, 55 ºC 

por 30 segund~~ y 72'·d~por3o segundos. 
·\,- :·- ·:',¿:, ~ ::~·;;-~: l'~'{i·.''/. 

,~:. ~ ·. ,';;;;~.}.·:\:~""}~:_, {' 

En el año de ¡99z'se presentó la más alta distribución del gen ctx/J, en la República - - .. ~-' ·"·"• . ,. . .... ,,, ,. " . - . . . . . . . 

El estado qu~ pr~s~~tó ~I mayor número de casos durante el periodo de 1991 a 1994 fue 

Chiapas. 

Las principales zonas en las que se localizó el gen ctxlJ durante J 991 a 1994 fueron el 

centro y su·r de México. 
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La PCR que amplificó e identificó el gen ctx/J de la subunidad B, sumado con la 

sccuenciación, pcnnitió encontrar diferencias genotipicas en cepas de V. cholerae 01 

circulantes en México durante el periodo de 1991a19994. 

Se reveló la existencia de dos genotipos de ctx/J circulando en la República Mexicana, 

el genotipo 1 y el genotipo Ill. 

Se observó que el genotipo 111 predomina en el pais, ya que proviene de la última 

epidemia en Latinoamérica. 

El genotipo 1 se ha localizado anteriormente en cepas del biotipo Clásico y en cepas 

procedentes de las costas del Golfo en USA. por lo que la aparición del genotipo 1 en 

México, posiblemente se origine a partir del intercambio comercial. 

La aparición de estos dos genotipos confirmó la diversidad de cepas de I': cholerae O 1 

que se encuentran presentes en México. 

Con este estudio, tomando en cuenta a ctx/J, se obtuvo una clasificación genética de las 

cepas que circulan en la República Mexicana. 

Al tomar en cuenta esta clasificación genética, posiblemente, se podrá en un futuro 

examinar si algún caso confirmado de Vibrio cholerae 01, es un caso importado o 

autóctono. 

Es probable que al tener una idea del origen de la cepa, se pueda conocer la ruta 

epidemiológica que sigue la enfermedad y en consecuencia, tomar las medidas necesarias 

para su control y erradicación. 
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ANEXO 1 

PREPARACIÓN DE SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO 

EDTA O.SM pH 8 (ETILF.NDIAMINO TETRA-ACETATO DE SODIO) 

Se adicionaron J 86. 1 g de EDT A disódico. 21-120 en 800 mi de agua. 

Se ajustó a pi-! 8 con NaOl-I IN. 

Se aforó a 100 mi con agua. 

Además se esterilizó y almacenó a temperatura ambiente. 

RF.GULADOR DE TAE 50 X (TRIS ACF.TATO EDTA) 

57. I mi de ácido acético 

242 g de tris base (hidroximetil) metilamina 

100 mi de EDTA O.S M pl-l 8. 

Se agregó todo en un matraz volumétrico y se adicionó agua hasta 1000 mi. Se 

almacenó a temperatura ambiente. Toda el agua que se utilizó para preparar las soluciones, 

fue destilada, filtrada y esterilizada. 

REGULADOR TAE IX 

A 20 mi de T AE SOX se le agregó agua aforándose a 1000 mi 
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BROMURO DE ETIDIO (SOLUCIÓN STOCK 10 mg/ mi) 

Se disolvió 1 g de bromuro de etidio en 100 mi de agua. 

Se pasó la solución a un frasco ámbar. 

Este compuesto se manejó solo con guantes. 

GEL DE AGAROSA 2% EN TAE IX 

Se pesaron 0.6 g de agarosa 

La agarosa se disolvió en 30 mi de regulador TAE IX en un frasco con tapón de 

rosca. Se aílojó el tapón antes de calentar. 

Se calentó en horno de microondas, 3 ciclos durante 1 min cada uno a 70% de 

potencia. 

La agarosa se dejo enfriar a 55-60 ºC y se le adicionó 1.5 µI de bromuro de etidio, 

se homogenizó y se depositó al contenedor. 

Se dejó gelificar. 

REGULADOR DE CORRIMIENTO IOX 

0.25 % azul de bromofenol 

0.25% xilcncianol 

30% de glicerol en agua 

Se almacenó a temperatura ambiente. 

MEDIO TCBS (AGAR TIOSULFATO, CITRATO, BILIS, SACAROSA)32
•
33 

Extracto de levaduras 

Peptona de caseina 

Peptona de carne 

......................................................................... 5 g 

········································································· 5 g 

.............................................................................. 5 g 

90 

--------------------·--------



Citrato de sodio ............................................................................... 10 g 

Tiosulfato de sodio ............................................................................... 10 g 

Bilis de buey ................................................................................. 5 g 

Sacarosa ............................................................................... 20 g 

Cloruro de sodio .............................................................................. 1 O g 

Cifrato férrico ................................................................................. 1 g 

Azul de bromotimol ............................................................................ 0.04 g 

Azul de timol ............................................................................ 0.04 g 

Agar ............................................................................... 15 g 

Agua destilada ......................................................................... 1000 mi 

Este tipo de medio se tuvo que preparar inmediatamente antes de usarse. Todos los 

ingredientes se disolvieron y se calentó hasta ebullición. Se ajustó el pH a 8.6. Se enfrió a 

55 be y se llenaron las cajas petri estériles. Este medio no se esterilizo en autoclave. Se 

almacenó solo de 24 -48 horas, en bolsas de plástico y en refrigeración ( 4-1 OºC). 

CALDO DE TRIPTOFANO O DE PEPTONA53 

Peptona 

Cloruro de sodio 

Triptofano 

Agua destilada 

............................................................... 20.0g 

.......................................................... 2.5g 

. ························································ 1.0 g 

............................................................. lOOOml 

Se hidrataron los ingredientes con agua destilada y se calentó suavemente hasta su 

disolución. Se repartió aproximadamente 4 mi en tubos de vidrio de 13 X 100 con tapón de 

rosca y esterili7.ó a 121ºC, IS libras de presión durante 15 minutos. 

Se dejó enfriar antes de su empico y se conservó en refrigeración (4-10 ºC). 
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MIO (medio indol ornitina))2 

Extracto de levadura 

Peptona 

Triptona 

L-omitina 

Dextrosa 

Agar 

Púrpura de bromocresol 

Agua destilada 

pH final 6.5 ± 0.2 

·································································· 3 g 

................................................................ IOg 

................................................................ IOg 

································································· 5 g 
lg 

·································································· 2g 
............................................................. 0.02g 

........................................................... IOOOml 

Los ingredientes se hidrataron con agua destilada y se calentó suavemente hasta su 

disolución. Se distribuyó 4 mi del medio en tubos de 13 X 100 con tapón de rosca y 

esterilizó a 121 ºC, 15 libras de presión y durante 15 min. El medio se dejó enfriar en 

posición vertical y conservó en refrigeración. 

REACTIVOS PARA DEMOSTRAR LA PRESENCIA DE INDOL)2 

REACTIVO DE EHRLICH 

p-dimetilaminobenzaldehido .................................................................... 2 g 

Alcohol etílico absoluto ............................................................... 190 mi 

HCI concentrado ................................................................. 40ml 

REACTIVO DE KOV ACS 

p-ditrietilami~~beii:Zaldehido ....................................................................... 10 g 

Alcohol.amili~() o-isoamílico ................................................................... 150 mi 

ltCI co~cenlÍ~do ..................................................................... 50 mi 
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se· disolvió el aldehido en el alcohol y se agregó lentamente el ácido a la mezcla 

aldehído-ácido. 

REACTIVO PARA OXIDASA~2 

N,N,N,N, tetrametil o-fenílendiamina ........................................................ lg 

Agua destilada ................................................ 100 mi 

AGAR DE lllERRO LISINA (LIA) 

Peptona 

Extracto de levadura 

Glucosa 

L-lisina 

Citrato férrico-amónico 

Púrpura de bromocresol 

Tiosulfato de sodio (anhidro) 

Agar 

Agua destilada 

pH final= 6.7 ± 0.2 

Aminoácidos 

.................................................................. 5 g 

.................................................................. 3 g 

................................................................. 1 g 

................................................................ 10 g 

............................................................... 0.5 g 

............................................................. 0.02 g 

............................................................. 0.04 g 

................................................................ 15 g 

.......................................................... lOOOml 

Se agregaron 10 g {concentración final 1%) de la forma levo del aminoácido (lísina, 

ornitina·o arginina): Se duplicó la concentración cuando se empleó la forma dextro-!, ya 

que sólo la forma levo es ac.tiva. 
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Se -hidrató -d medio y se calentó para disolver los ingredi~ntes. _Se repartieron 

aproximadamente 3 mi del medio en tubos de 13 X 1 00 con tapón de rosca._- Se esterilizó a 

121 ºC, 15 libras, 15 min, y se dejó enfriar en posición verticaL Para su· cons~rvación se 

refrigeró. 

AGAR DE HIERRO Y TRIPLE AZÚCAR (TSI)52 

Peptona de carne* ................................................................................ 1 O g 

Peptona de caseína* ................................................................................ 1 O g 

Cloruro de sodio .................................................................................. 5 g 

Lactosa ................................................................................. 1 O g 

Sacarosa .... .. .. .. ...... .... .. .. .. .... ...... ...... ......... .......... .... .. .... .... ..... 1 O g 

Glucosa .................................................................................. 1 g 

Agar ................................................................................ 13g 

Rojo de fenal .......................................................................... 0.025 g 

Sulfato ferroso .............................................................................. 0.2 g 

Tíosulfato de sodio ............................................................................... 0.2 g 

Agua destilada .......................................................................... 1000 mi 

pH final de 7.3 ± 0.2 

*Estas peptonas se pueden sustituir por 2 g de polipeptona. 

Se hidrataron y calentaron· suavemente los ingredientes hasta su disolución y se 

agregaron J mi en tubos de· 1 J X 100 y se esterilizaron a 121 ºC durante 15 min. Se dejó 

enfriar en posiciÓ~ inclinada (pico de flauta) con una capa basal profunda. Se almacenaron 
, "· 

en r.efrigeracíón. 
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CALDO INFUSIÓN DE CEREBRO CORAZÓN (BIII)'2.'' 

Infusión de cerebro de ternera .............................................................. 200 g 

Infusión de corazón de res .................................... 250 g 

Peptona ................................................................. 10 g 

Dextrosa 

Cloruro de sodio 

Fosfato disódico 

Agua 

pH final 7.4 ± 0.2 

.................................................................... 2g 

................................................................... 5g 

................................................................ 2.5g 

.......................................................... lOOOml 

Se suspendió el medio en el agua y se calentó para su disolución. Se envasó en tubos de 

13 x 100 mm y esterilizó a 121ºCdurante15 minutos. 

SOLUCIÓN SALINA AL 0.85 % (FISIOLÓGICA)n 

Cloruro de sodio ....................................................................... : ............ 8.5 g 

Agua c.b.p. . .............................................................................. 1000 mi 

Se disolvió el cloruro de sodio en 500 mi de agua y se aforó a 1000 mi. Se ajustó el pH 

a 7.2 ±O. l. Se envasó y esterilizó a 121 º C durante 15 minutos. 
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ANEXO 11 

A 

A 
Ace 

a ce 

ADP 

AMPc 

ATP 

BAB 

bp 

e 
ºC 
CT 

ctxA 

ctxB 

ddNTP's 

DNA 

dNTP's 

EDTA 

EGA 

EGAD 

ELISA 

ETEC 

fmol 

g 

G 

GM1 

GTP 

hfyA 

kDa 

ABREVIATURAS 

Adenosina 

Angstrom 

Toxina accesoria 

Gen que codifica a la toxina Ace 

Adenosina 5'-difosfato (adenosina difosfato) 

Adenosina 5'-monofosfato ciclico (ácido adenílico) 

Adenosina 5'-trifosfato (adenosina trifosfato) 

Agar base sangre 

Pares de bases 

Citosina 

Grado ccntigrado 

Toxina colérica 

Gen que codifica a la subunidad A 

Gen que codifica a la subunidad B 

didesoxinuclcótidos 

Acido desoxirribonucleico 

Desoxinuclcótidos 

Etilendiamino tetraacctato de sodio 

Electroforesis en geles de agarosa 

Electroforesis en geles de agarosa desnaturalizantes 

Ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas 

Escherichia co/i enterotoxigénica 

Fentomol 

Gramo 

Guanina 

Gangliósido GM 1, receptor para la toxina colérica 

Guanosina 5'-trifosfato 

Gen que codifica a la hemolisina 

Kilodaltones 
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LIA 

M 

min 

MIO 

mi 

mM 

NAD 

nmol 
32p 

PCR 

pH 

PM 

pmol 

RNA 

rpm 

seg 

SLT 

ST 

T 

TAE 

TCBS 

TSI 

u 
µI 

µM 

uv 
V. cholerae 01 

Zot 

zot 

% 

Agar de hierro y lisina 

Molar 

Minuto 

Medio movilidad indol omitina 

Mililitro 

Mili molar 

Nicotinamida adenina dinucleótido 

Nanomol 

Fósforo 32 

Reacción en cadena de la polimerasa 

El grado de acidez o alcalinidad de una solución (-log [W]) 

Peso molecular 

Picomol 

Acido ribonucleico 

Revoluciones por minuto 

Segundo 

Toxina Shiga-Like 

Toxina estable al calor 

Ti mina 

Tris acetato EDT A 

Agar tiosulfato, citrato, bilis, sacarosa 

Agar hierro y triple azúcar 

Unidad 

Microlitro 

Micromolar 

Ultravioleta 

Vibrio cho/erae 01 

Toxina que afecta la zónula ocludens 

Gen que codifica a la toxina Zot 

Porciento 
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