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. 'RESUMEN

La toxina colérica es producida por Vibrio cholerac O1 y cs la responsable de la
diarreca que caracteriza a la enfermedad. Esta toxina es una proteina compuesta por dos
tipos de subunidades, una subunidad A y una subunidad B que consiste de cinco

péptidos idénticos.

Los genes que codifican para las subunidades A y B son designados como ctx4 y

cfxB respectivamente.

Con base en la secuencia se han identificado 3 genotipos de ctxB, el genotipo I que
incluye a las cepas del biotipo Clasico y las cepas del biotipo Eif Tor encontradas en las
costas del Golfo en USA, el genotipo 1l que abarca a las cepas El Tor originarias de
Australia y por ultimo el genotipo I11 que comprende a las cepas El Tor de la séptima

pandemia y la reciente epidemia en Latinoamérica.

En la realizaciéon de este estudio se ilevd acabo la estandarizacion de la técnica de
PCR para el gen ctxB, con el fin de obtener ¢l fragmento ctxB de 460 pb y verificar
posteriormente la existencia de diversos genotipos en cepas de campo de V. cholerae

O1 que circularon en la Republica Mexicana durante 1991 a 1994

Los resultados obtenidos permitieron concluir que la estandarizacion de la técnica

.. propuesta, es adecuada para obtener ¢ identificar a cxB de la toxina colérica.

Posterior a la obtencion de cixB se realizo su secuenciacion, observandose la

existencia de dos genotipos de ctxB circulando en México, genotipo 111 y el genotipo 1.
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1. INTRODUCCION

El colera es una enfermedad infecciosa gastrointestinal caracterizada por vomito y
diarrea; que es causada por una bacteria denominada Vibrio cholerae Ol (V. cholerae O1),
la cual produce una toxina denominada toxina colérica que actila sobre la mucosa del

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

La toxina colérica esta compuesta de dos tipos de unidades funcionales, una subunidad
A y cinco subunidades B. Los genes que codifican para las subunidades A y B son

designados como cixAd y citxB, respectivamente.

Ademas dc la identificacion bioquimica y serolagica de Vibrio cholerae Ol sc han
utilizado métodos de biologia molecular como: la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) y la secuenciacion, con ¢l fin de tener un mejor cstudio de la cepa.

La PCR es un método que consiste en la sintesis enzimatica in vifro, de millones de
copias de un segmento especifico de DNA. Al estandarizar la PCR se optimizan las
condiciones de reaccion, favoreciendo el aumento en la especificidad y sensibilidad de la
misma.

A partir del estudio de la secuencia del gen c/xB se han identificado tres genotipos, el
genotipo I que incluye a las cepas del tipo Clasico y El Tor de las costas del Golfo en
Estados Unidos, cf genotipo 11 que abarca a las cepas El Tor de Australia y por ltimo ¢l
genotipo IN, que comprende a las cepas El Tor de la séptima pandemia y las de la reciente

epidemia de Latinoameérica.

Considerando que ¢l principal mecanismo de patogenicidad de . cholerae O1 cs la
toxina colérica y que el gen c/xB proporciona informacion acerca de la diversidad genética
de la bacteria, este estudio tuvo como propdsito estandarizar la técnica de PCR para el
fragmento dcl gen cixB con el fin de conocer si existe alguna diversidad, a nivel del
genotipo cixB, en las cepas de V. cholerae O1 que circulan en México; la aportacion de
estos conocimicntos podran servir de base para comprender mas acerca de la enfermedad

del colera cn México a nivel epidemiologico.
1
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2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes histéricos del V. cholerae O1

La palabra colera fue usada por Hipocrates hace 24 siglos y significa flujo de bilis.
Algunos historiadores preficren ubicar el origen de la infeccion en la lndia. donde
permanecié latente hasta el siglo V. En el siglo XVII, Sydcnham dxferencno la enfermcdad ‘
Cholera morbus de! estado colérico, justificando a la enfcrmedad como un exccso de bllls
que irritaba al estomago y a los intestinos, de suerte que se expulsa_ba ’como vomnory

diarrea'.

Durante los siglos XIX y XX han ocurrido siete ‘pandemias’ de- colera: Entre las
. pandemias que afectaron el Continente Americano se encuentran la segunda, tercera, cuarta

y séptima pandemia.

La segunda pandemia del colera se ubico entre los afios de 1826-1837 y afectd a paises
‘de Asia, Europa, América y Africa, debido a conflictos bélicos que se presentaron entre
Rusia y Persia, ademas de la emigracion que se extendio a partir de Europa a América,
ilegando en 1832 a Canadd, de ahi a Estados Unidos, a Cuba y finalmente a México en
1833,

La 1ércera pandemia comprende los afios de 1848-1862 y fue una de las mas mortiferas,
afectando a paises de Asia, Europa, Africa y América. Especiﬁcarﬁeme en América la
_-puerta de entrada. fue Nueva Orleans, desde ahi sc remonto a California - y llego al sureste
kde‘ México. Durante este periodo John Snow demostro la importancia del agua en la
transmisién del padecimiento, sicndo asi el primero en descubrir las medidas de prevencion

de la enfermedad a raiz de la epidemia ocurrida en Londres'.
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Entre los afios dé‘ I864 1875 se presemo la cunrta pandcmla perjudicando a paises de

Asia, Europa Amenca y"Afn obscrvo una notoria extension -de la

enfermedad debido al mt:n

En ol afio de 1884 Rébcrt Koch:descubrio: el agc:nlé,causal de-la enfermedad, y lo
describe como un bacilo en forma de coma aislado dq:ei/i;éuacioncs y tejidos de enfermos

de colera.

La séptima pandemia se inici6 en. Indoncsm cn 1961 y se extendio al sudeste asiatico y

al oriente medio, en 1970 mvadlo Africa y |os palses del Mediterraneo.

El primer caso de colera en Latinoamérica del siglo XX sc registré cn Peri, cl 23 de

enero de 1991, extendiéri_cbjlésé:b()v’f;tp'clkb' el continente y llegando a México en Junio del
mismo afio. La séptima-pandemia_se caracteriza por el predominio de V. cholerae Ol
toxigénico, biotipo El Tor, serotipo Inaba. La presente pandemia no ofrece seiiales de
abatimiento y actualmente en algunos estados de nuestro pais tecnemos una cpidemia

controlada'.

El célera en México

En México se tienen noticias de la aparicion del colera a partir de la segunda pandemia
en ¢l afio de 1833. La enfermedad procedentc de Europa paso a América en ¢l afio de 1832,
transportada por emigrantes infectados. Al parecer el cdlera llego a nuestro pais procedente
de Nuevo Orleans y Cuba, el cual se disemind pronto por toda la Repiiblica Mexicana,
causando grandes dafios. La ruta principal que siguié fue la de la plata: de Tampico a San
Luis Potosi, Guadalajtira;‘Querétaro, Ciudad de México, Puebla y Oaxaca. Fue hasta 1883

en Juchitan, Oaxaca que s¢ registro la enfermedad por ultima vez">*.

Su . propagacion 'a. granpartc de la Repiblica Mexicana estuvo asociada a los
movumlcntos mxh(arcs dc la cpoca y a las condiciones de vida a causa de un periodo de

crisis y guerra




'En lo que va del siglo, ¢l primer caso de colera ¢én México ocurrié en Junio de 1991 en
el Municipio de Sultepec, Estado de México. En pocas semanas se iniciaron otros brotes cn
diversos puntos del altiplano, para luego extenderse a los estados del sureste y de ahi a

otros sitios del pais™*¢.

2.2. El Vibrio cholerae O1

El colera es una enfermedad infecciosa intestinal aguda, grave, caracterizada por la
aparicion brusca de diarrea acuosa y abundante, vomitos, deshidratacion rapida, acidosis,
colapso circulatorio y en los casos no tratados, causa la muerte después de las 24 horas de
su aparicion®,

El aislamiento del agente etiologico del colera, V. cholerae del serogrupo Ol, se puede

realizar a partir de heces o de vomito del enfermo®,

El género Vibrio pertencce a la familia Vibrionaceae a la cual también pertenece los

) génerly'osv Aeromonas, Plesiomonas y Photobacterium®”
2.2.1. Identificacion bioquimica y serolégica

. -El Vibrio es un bacilo curvo Gram-negativo que mide de 0.5 a 0.8 pm de diametro por

-1 4 a 2,6 ym dc largo, las formas involucionadas usualmente se presentan en cultivos viejos

,o bajo condlc:oncs adversas. En medio liquido son moviles por flagelos polares, no forman

fcndocsporas son anacrobios facultativos y posecn ambos metabolismos, respiratorio y

—"fermenlauvo. no fijan ni desnitrifican el nitrogeno, todos son quimiorganotiofos, las

i fcspccnes de Vibrio se incluyen en ¢l grupo de fermentadores oxidasa-positivos, fermentan la

-glucosa dando como resultando produccion de acido pere no de gas®.

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

crecen bien en medio conteniendo una base de agua de mar'.




Las especies vibrionaceas pueden confundirse con enterobacterias y con Psendomonas.
"Con' las primeras, la diferenciacion inicial se hace mediante la prueba de oxidasa y con

- Psendomonas se hace buscando su incapacidad para fermentar la glucosa (tabla 1).

Paré" haécr la distincion entre las cepas de V. cholerae, Aeromonas y Plesiomonas, se

cmplea pnmeramentc la detcrmlnacxon de argmma ademas de otras prucbas que se indican

-en'la tabla 2

e V. hollisae
e ,,V cholerae Ol o V. metschnikovii

RLIR A cholerae No Ol LK e V. mimicus

o V. damsela - e e V. parahemolyticus
LA ﬂuwalzs' SR ’ o V. vulnificus
.o furmtsu '_ . e V. carchariae

. V. L‘IIICIIIMaII(-’ILTIS

Ilo hsas de 2 a 4 mm de diametro con un centro opaco y una

‘Las colonms de V. parahaemolyticus y V. vulnificus no utilizan la

- pcrlfcrla transparcm

N .,sacarosa por lo que las colomas son de color azul-verde®.

En la tabla 3 se prescman las pruebas empleadas comiinmente para distinguir las tres

especws dc vnbnos prmcnpa]es que crecen en el medio selectivo TCBS®.



‘Tabla 1. Caracteristicas diferenciales de Vibrio y otros géneros afines.

‘Cardcteristicas .. Vibrio - "Aeromonas .~ Plesiomonas Pseudomonas Enterobacterias

Crecimiento

en TCBS + - - - -
Crecimiento
en aerobiosis + + + + +
Crecimiento

“en :
anaerobiosis =+ + + - +
Requerimiento
de NaCl - + . - - - -
Oxidasa + + + + ’ -
Fermentacion
de D-glucosa + + L+ - +

Hidrolisis de

gelatina + i + - - +-

+= positivo - = negativo - +- ='variable

Tomado de Giono y col®.
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‘Tabla 2, Diferenciacion de Vibrio cholerae y otras bacterias

;. Caracteristicas ;

Vibrio cholerae - - Aereé

" Plesiomonas .. - Enterobacteriag:

i N hydrophila - shigelloides
Fondo de TSI:
acido + + + +
gas - v - v
acido sulfhidrico - - - v
Lisina
descarboxilasa + v + \"
- Arginih_a - + + v
Ofriiiiﬁa ;
+ * descarboxilasa + + + v
“ Hidrolisis de
_gelatina + + - v
Oxidasa + + + -
= positivo - = negativo V = Variable

Tomado de Giono y col’.



Tabta 3. Prucbas difer#nciaiés de vipfids' c‘o‘nu'mmenl:ekz‘usladoﬂ;_;vcri TCBS

o Prueba

Fermentacion d}c . "4, no gas +, no produce gas +, no produce gas

glucosa

Fermentacion de

sacarqsa, : o o + (raro -) ~ -, (raro +) ' +, (raro -)
Roj(; de metillo 37°C - +, (raro -) "+, (requiere NaCl) -, (raro +)
SI: s;xpcfﬁcic A, (raro K) K KoA
fondo - - | A A A
HS - - -
Crecimicnto a 43 °‘Cr - ot . -

Caldo nutritivo sin

NaCl .o i crece no crece crece

.Caldo hutritivo con

“NaCl 10% "~ ) no crece - - - crece © no crece

+ = positivo - = negativo A = acido K =alcalino -

Tomado de Giono y col*.



En la. lablu 4. ‘se muestran las prueba de- dlfcrcncxacmn dc Ias cspccnes dc Vlhrm }

palogcnas pam cl humano

La cspecnc V. c/mlurue pr(.sema alylnas'dnfcrcnmas dc acucrdo va sus’ caractensncas
anug,cmcas y ﬁsxoloycas (f'gura I) El prlmer g,rado de dwerstdad de V cholerae toma en
cuenta a su anus,eno “O" somallco ¢l cual es un polisacarido caractensnco de las bacterias
Gram ncgauvas componeme de la superficic de la célula. En la pracuca las cepas que
’ag,lunnan con el antlsuero somitico se denomina V. cholerae O1.y aquellos que no
a;,luunan se les dcsu,na como V. cholerae No Ol, antes llamados vibrios no aglutinables
(NAG)ISIO 5

Se ha ob ervado que: para obtener resultados mds satisfactorios para las prucbas de

i _serologla s’ fundamental elegir colonias a partir de un medio no selectivo como el agar
buse sangre (BAB)“

El grupo ‘01 comprcnde dos serotlpos o serovancdades Ogawa e Inaba (estables) y la
vanedad Hik

se ha caractenzado por el predommlo del seroupo Inaba™

q e es mestable (f'gura l)’ Cabe mencionar, que la séptima pandemia
1.12.13

El scgundo grado de dwcrsudad se rel'ere a los blollpos o biovares Clasico y El Tor, que

son variantes fenotipicas dlferencmles por su componamlento fisiolégico. Las pruebas que

l|5|s de’ sang,re de borrego y pollo, sensibilidad a
114

se utilizan para distinguirlos son la hem

50 Ul de polimixina en medlo Mucllcr-Hmton Y. t!'qn de lisis a los fagos de Mukerjee"

La resistencia a las condiciones del ‘medio ambicnte. fambién depende del biotipo de I~
cholerae O1 de que se tréic: s | blolxpo El Tor es mas resistente y

ru y en Ios ahmenlos y por consiguiente

pucde propagarse mas. facilmentc que e blotlpo CIasnco'., oo

sobrevive durante mas uempo en el




Tabla 4. Caracteristicas diferenciales de las especies del género Vibrio

Especic - » Indol
1. cholerae i
V. alginolyticus - + + : + - +/-
V. cicinnatiensis - + - + - -
V. damsela* - + - + + -
V. fluvialis - + +/- - + +/-
1. furnissii** - + +/- - ox .
V. hollisae 7 - + - . - +
V. metschnikovii*** +- + +/- + + +/-
V. mimicus + +- - - . R
V. /)arallaenn)/)'ll"cu.\“ - + + - - +
V. vulnificus - + - - - +

* urcasa + - +=positivo - = negativo +/- = variable

** gas de glucosa
*** oxidasa -, nitrito -

Tomado de Giono y col’.
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EL V. ch()lérae sobrevtvc a'un pH’ de 6‘ : es susccpuble a l mg,/l dc cloro durame 30

minutos; es sensxble a un pH men

dei4 y: mayor de 1 l mucre a una temperatura dc 60°C '

durante 10 mlnutosy '4:100°°C n"l'mmulo

La capacndad dc “ . cholcrae para sobrevnvnr po_ larg,os pcnodos fuera delk

‘or;,amsmo depende de las condiciones y lcmpcratura del medlo el mar a temperaluras":'
:de’5°C a IO‘?C puede sobrevivir 60 dias, cuando la temp}eratura
sobrevive de 10 a 13 dias. En el agua de una cisterna sobrevive 18 di

y hasta 13 dias a temperaturas mas altas" .

En pescados y mariscos ficscos sobrevive entre 7'y’ 14 dias a temperaturas entre'5°C y;‘

10°C y de 2 a 5 dias a temperaturas de 30°C a 32°C.'En .vegetales'y  fruta \fb'rvesk:,as"

- sobreviven de 7 a 10 dias entre 5 y 10°C y a temperaturas mas altas solo persiste de 1'a 7
dias" - '

2.3. Factores de transmision del célera

Como se menciond anteriormente, el célera es una enferniédad‘ infecciosa aguda

caracterizada por diarrea, vomito y deshidratacion. El colera se |t por mgenr agua o

alimentos contaminados con la bacteria; no se transmite

po‘ 'vna resplratorla por contacto

casual o por convivir en areas de trabajo'’

Existen diferentes factores que determlnan Ia tran mls:on dcl colcra‘ entre los que se

encue nlran

1. ~Factores del huésped.

!J

Factores ambientales.

(%]

Factores del agente (V. cholerae O1).



El hombre es cl pnn pal eservo o natural dcl aEeme causal Y. la transmlsxon se realiza

enun cnclo hombr nedio mblenle —y hombre [)(. ose desconocc la formd

como sobrev:ve eI mlcroor&,anlsmo durante los penodos lmerepldcmlcos :

Se pucde consid ar:que la s‘sccpnbxhdad del hucsped cs umversal aunque existen

factores humanos mdlvuduales que pueden favorecer la mfeccnon como son| 19,

yé’ que los vibrios son deslmidos é Lin"pH igual o menor de 5, la

vaélvdllh‘ivdri

gastrica aumenta el riesgo de padecer la enfermedad.

. La desnutncnon tamblen favorece el que sea mas susceptlble a adquirir la

: enfermcdad




2.4. Toxina colérica

Se sabe que las manifestaciones clinicas del célera sc atribuyen a una enterotoxina

elaborada por V. cholerae 01, también conocida como toxina colérica (CT) s

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

negativas®.

Las exotoxinas que producen las bacterias Gram-negativas enteropatogenas son

comunmente llamadas enterotoxinas®.

Los primeros indicios de la existencia de una toxina responsable del colera fue
desarrollada por Robert Koch, quien en 1884 propuso que ¢l agente responsable de la

produccion del colera era una “pocidn especial™ que actuaba en el epitelio intestinal'"'¢,

La hipdtesis 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 inoculacion directa en el intestino de conejo de extractos

libres de vibrios' "',

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

vez la toxina y determinando su naturaleza proteica’"'%,




2.4.1. Es!rnduﬁl o .

La toxina dcl colcr ’cs una prolcma con un peso molccul'\r de .84 000 daltons y su

estructura csla conformada por dos tipos de subumdadcs una subumdad A y una subumddd
Bl‘) 2() - 8 s 3 N 3

anlmales o sistemas celulares intactos'"

La subunidad B esta formada por 103 aml oacndos : lie'né’un peso molecular de 11.6

>ro en su centro, en el

kDa, formando un pentamero semejame a un ona gruesa con un

cual se aloja la subunidad A™''; e}’ poro mlemo mlde ll IS /\ dc ‘diametro y aloja
especificamente a la region A''?. La subunldad B uene como funcxon la union de la

toxina con los receptores de los enterocitos'.

La subunidad A tiene unkpeso molecular de 27.2 kDa y es dividida proteoliticamente en
dos cadenas de polipc’ptidos A1 (21.8 kDa) y A; (5.4 kDa); las cuales se mantienen unidas

nn

por enlaces disulfuro (ﬁguraIZ). El fragmento A, tiene una forma triangular y es

responsable de la activacion del complejo adenilato- ciclasa, -induciendo una secrecion

activa de agua y sales que causa una terrible pérdida de fluido asociado con el colera'?,

2.4.2. Mecanismo de accion

El' mecanismo de accion de la CT inicia, 'cuando la subuhid'ad' B se.une.a un recéptor
GM, en la superficie de la célula del intestino dclg,ado lo cual pernme que Ia subunidad A

interactie de cerca con la membrana celular (hgnra 2)



@L}$S-[AD

@ Subunidad A

Toxina dcl colera (CT) P-4

I\Receptor GM,

GTP— 4 P-ribosilacién

ATP  cAMP

Figura 2. Estructura y mecanismo de accion de la toxina colérica,
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“.-“Existen controversias de como la subunidad A, en particular el fragmento A,, ingresa a
" la.célula y alcanza a la adenilato ciclasa. Algunos investigadores proponen que la toxina
completa (subunidad A y B) ingresa por endocitosis y que una vez dentro de la vesicula

endosomal, la subunidad A es liberada al citoplasma'"*,

En un modelo similar se propone que una vez en la vesicula endosomal la subunidad
A, adn adherida al endosoma, pero con la region A, expuesta hacia el interior de la célula y

no al endosoma, se une a la proteina G,, para realizar su ADP-ribosilacion'.

Otros autores sugieren que al interactuar la CT con la membrana de la célula intestinal,
la toxina del célera sufre un cambio conformacional en su subunidad B lo que conlleva a la

penetracion de la subunidad A"",

Después de que la subunidad B se une al receptor GM, de la membrana celular, el
objetivo de la CT dentro de la célula, es la adenilato ciclasa, uno de los mas imponantes
reguladores del sistema de las células eucariotas. Esta enzima media la transformacion de

ATP a AMP ciclico (AMPc), un mensajero crucial intracelular'".

Normalmente la adenilato ciclasa es activada o inactivada en respuesta a una variedad
dec estimulos. La regulacion de la adenilato ciclasa es mediado por una protcina G,
(compuesto activador), que sirve para enlazar muchos receptores en la superficie celular, y
un compuesto inhibidor G;. La proteina G, esta compuesta de tres subunidades distintas, a
Byy'"* (figura2).

La toxina colérica cataliza la transferencia de ADP-ribosa (a partir de NAD) a un
residuo arginina cspecifico en la proteina G.'% La proteina G, 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 AMPc'!".



1823, 27

y clxli respccuvamente

El gen cle connene 777 bp:.636 bp codifican para la subumdad A. y I4l bp codlfcan
para Ia subumdad Az Los ultimos cuatro nucledtidos de ¢ixA - (A TGA) mcluyendo el E

“codén de termmacnon (TGA) son también los primeros nucledtidos del cixB (A’I‘G A)23 2R

»':EI gcn cle contlene 375 bp: 63 bp codifica para 21 aminoacidos del pcpndo Ilder y Ias 3 12
“bp reslantes codlﬁcan para 103 aminoacidos del mondmero de-la umdad B 'y el codon,

vlermlnal'“‘ -

2.5. _Otr:iﬁ toxinas producidas por ¥ cholerac O1

La toxma del colera no es el unico agente agresor caractensuco de’la bactena se han
enconlrado algunas ccpas de V. cholerae O1 que tamblen secrclan otras toxmas. entre las
que se encuemran la toxinas Zot, Ace, hemohsma cntohsma SLT y “ST: Ias cuales se

describen a contmuacnon



2.5.1. Toxina Zot

Zot fue descrita por Fasano y colaboradores™ quicn reportd que V. cholerae producia
una toxina que incrementaba la permeabilidad de una pequeiia parte de la mucosa intestinal
afectando la zonula-ocludens del intestino de concjo. Esta toxina afecta la union de los
enterocitos y altera la conductividad eléctrica de la mucosa intestinal del conejo en camaras
de Ussing y se considera que causa la pérdida de fluido a través de la zonula ocludens, por

lo que se denomina toxina Zot'*.

El gen zot consistc 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
encontrd que la localizacién es inmediata al operén cfx, que codifica para la toxina del

cotera'!??,

2.5.2, Toxina Ace

La toxina Ace de V. cholerae fue identificada por Trucksis y colaboradores®. Estos
investigadores demostraron que el producto de un gen de un marco de lectura abierto que se
localizo inmediato al de zof, logré incrementar un corto circuito en la corriente en camaras

de Ussing''. A esta toxina se le denominé enterotoxina accesoria del colera (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 "'

Similar a la toxina del colera y en contraste a la toxina Zot, esta toxina incrementa las

diferencias de potencial en vez de la conductividad del tejido*'.
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2.5.3. Hemolisina/ Citolisina

Como se menciond ameriorme

gla hemohsns de’ c'trocnos de carnero fue

) lradlcmnalmente usada para: dlf’erem:lar 1 los blOleOS de g clm/crm.' EI Tor y Clasico. La

““ y mostré ser citolitica

hcmollsma fue: mlcnalmentc punﬁcada or. Honda' y kaeltcm

para una vanedad dc cultlvo en eritrocit ¢lulas d mamlfcros y lctal para ratones

‘La hemohsma es mlcxalmente smtcuzada “coma una; protema de 82 kDa y es

transformada en dos pasos a una cltollsma actlva de 65 kDa”‘;"2 Los genes que codifican

para esta hemolisina, ilyA, se presentan en, cepas dc V. ch()lcrae El Tor, Clasico y no
01" sin embarg,o las cepas del blotlpo Clastco son negativas para la lisis de eritrocitos

de carnero.

La hcmolisinva es capaz de causar una acumulacion de fluido con sangre y moco en asa

ligada de conejo'***,

2.5.4. Toxina Shiga-like

La toxina Shiga-like (SLT) fue identificada en V. cholerae O1, basandose en la
citotoxicidad en células Hela neutralizadas por anticuerpos producidos contra la toxina
Shiga de Shigella dysenteriae *'. Sin embargo se sabe muy poco acerca de esta toxina, ya

que su investigacion ha sido muy reducida.
2.5.5. Toxina ST

Hay algunas cepas de V. clmlcrae' no Ol, que producen una toxina que cofnpartc‘un

50% de homologia en la secuencia de Ia protema con ST (toxma estable al calor) de I, (.()/I

enterotoxigénica (I:T[:C)ll as

Morris y col. dcmostraron que cepas de V. cholerae no Ol; que producen csla toxina

(también llamado NAG-ST) pueden causar diarrea en volumarlos“ 362
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Los genes que codifican la enterotoxina ST en V. choleraec O1 y no Ol, fueron
flanqueados por 123 bp de repeticion directa, por lo que se sugiere que esta toxina tuvo que

ser introducida dentro de V. cholerae por medio de un transposon''.

2.6. Prucbas diagnésticas para la toxina colérica

Ademas de la identificacion bioquimica y serologica de V. cholerae, existen diversos

métodos que se emplean en el diagnoéstico y deteccion de la toxina colérica:

2.6.1. Asa ligada de conc¢jo adulto

Uno de los métodos de laboratorio para determinar CT es la prueba de asa ligada de
conejo adulto, en el cual una porcién de intestino se liga por los extremos con un hilo y se
inyecta cl 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

determinar el liquido acumulado debido a la presencia de 1a toxina®.

2.6.2. ELISA

El ensayo inmuno enzimatico (ELISA) sc utiliza para determinar la toxigenicidad de la
cepa de V. cholerae O1. Se preparan placas sensibilizadas con el receptor GM1 y se agrega
el sobrenadante de un cultivo donde esta la toxina. La presencia de interaccion receptor-
toxina se determina agregando un anticuerpo de conejo antitoxina. La reaccion se pone en
evidencia al adicionar anticucrpos de cabra contra las inmunoglobulinas de conejo
conjugados a una enzima. Al agregar su sustrato espccifico sc desarrolla una reaccion

colorida que evidencia la presencia de la toxina en el cuitivo'®.
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2.6.3. Aglutinacion en litex

Se utiliza antisuero de concjo anti- toxina COIéncn p'll"l senmbxlwar panlculas de Ialcx de

policstireno. En prcscncna de un sobrcnadantc quc conlcn;,a a ent roto nn ‘de hlé)'élc,_

se producc una reaccnon dc a;,lutl ‘amon. Sc deben ‘mplear tcstq,os positivos'y n 5auvos

red de a&,lutmacnon en el fondo del pozo, en tanto que en’su ausencla se observa como un

boton'

2.6.4. Métodos moleculares

Actualmente se estan desarrollando nuevos métodos moleculares que permiten un .
estudio mas fino para la caracterizacién de microorganismos patdgenos a partir de su DNA;

entre los que se encuentran: la hibridacion, PCR y secuenciacion.

-.2.6.4.1. Hibridacion

La hibridacion es el proceso en el cual dos cadenas individuales de dcido nucleico (una
de las cuales ha sido marcada previamente) se une in vitro para formar una molécula de

doble cadena éslablc.

A la cadena marcada se le llama sonda y a la cadena complementaria se le conoce como
DNA blanco o molde, encontrindose en la muestra problema. Las sondas son simplemente
secuencias conocndas de DNA o RNA de cadena sencilla, especificas para cada

mlcroorganlsmo
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La reaccion de hibridacion comicnza a partlr de Ia desna(urahzacton de la doblc cadcna i
nct a es capaz.'

del DNA blanco con el fin de trabajar con cadenas senc;llas La cadena

por su parte, de reasociarse con otra cadena de DNA o con un’ RNA dc secuencna

complementaria para formar un hibrido®.
Existen tres variantes de la reaccion de hibridacion:
1. Hibridacion sobre una fase solida como soporte.
2. Hibridacion en fase liquida.

3. Hibridacion in situ.

La hibridacion cominmente utilizada para el diagndstico de V. cholerac es la

hibridacion en fase solida como soporte, la cual consta de cuatro pasos®:
1.- La preparacion de la muestra, para exponer ¢l DNA blanco.

2. La aphcaclon y fuamon del DNA blanco al soporte - solido, conocido - como

transferencm s} “blot"

3. La 'h_ibrikdacién' pi'oplé.ineﬁbté dicha 'émplcéndd unafsohda marcada,

4. Deteccién de la hibri’da“cién mediante la sefial producida por la sonda.

Este tipo de hibridacién emblca 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 hibridacion entre los acidos nucleicos, la
mas utilizada para el diagnostico de V. cholerae es la de “colony blot™. En la tabla 5 se:

presentan los tipos de transferencia que se emplean comunmente para la hibridacion.
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Tabla S. Tipos de transferencia al soporte solido

Metodologia .- Dot bloty slot - -Colonybloty * Southern blot ~ Northern blot .

: -7 blot 'macmcblquiias- g i
Mucstra Suspension de Coionia de : fos fragmentos . El .RN.A puro s
microorganismos bacterias de DNA* se separa por
o DNA total separan por tamaiios en
tamaiios en EGAD
EGA
Aplicacionde la  Filtracion a Aplicacion Se crea un flujo  Se crea un flujo
muestra al nylon  través de la directa conuna  ascendente que ascendente que

Desnaturalizacion
del DNA

Fijacion del DNA

Aplicaciones

membrana por

vacio

Tratamiento
alcalino a la

membrana

80°C/th o UV

2 min.

Diagnéstico
clinico,
presencia de
genes de

virulencia

asa

bacteriologica.

Tratamiento
alcalinoala

membrana

80°C/1h o UV

2 min.

Diagnostico
clinico,
presencia de
genes de

virulencia

acarrea los
fragmentos de
DNA

Tratamiento

alcalino al gel

80°C/th o UV

2 min.

Analisis fino de
los organismos

a nivel genético

acarrea los
fragmentos de
RNA

Tratamiento con
formaldehido al
gel

80°C/1h o UV

2 min.

Analisis fino de
los organismos a
nivel

transcripcional

*E] DNA sc trata con cndonuclcasas pama obtencr cstos fragmentos.
EGA: clectroforcesis cn geles de agarosa
EGAD: clectroforesis cn geles de agarosa desnaturalizantes
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2.6.4.2. PCR

La rcaccxon cn cadena dc Ia p nmerasa (PCR) consiste cn la smtesns cnzxmatlca in

vitro de mlllones de oplas de un seg,mento espccnf'co de DNA

o Desnaturahzacnon 1(92:98 ( e;,undos) “en, el cual se separan O

desnaturallzan las dos cadenas. complementanas ‘del DNA blanco

- Almeamxemo (0. 0 " .70 0: segundos) en el que se realiza la union especifica
~las cadenas s:mplcs del segmento de DNA blanco
rs Ewtensnon (70 74°C 30 90 scg,undos) .en_el que |d DNA pollmerasa aumenta la

long.nud de Iavcadena a panlr dc los iniciadores unidos al DNA ‘blanco. Al ir

pollmenzando los desomnucleoudos (ANTP’s) libres, resultan nuevas cadenas

complememarlas a las dos cadenas sencillas presentes al inicio de la reaccion.



S' DNA blanco 3

3‘ T
Desnaturalizacion por calentamiento y
apareamiento de los oligonucledtidos
(iniciadores).

Extension del DNA por la Tag
polimerasa

ler. Ciclo

Dos nuevas moléculas de

DNA
3" 3 5 3
[ ] [ e it |
NREIBPRY! T RS
GTAAGGCAG - .GCATATICG GTAAGGCAG - o “GCATATICG
!III!H[L ‘Illllllg ll__l»l»lll Illll:ll]I
3 3 3 5
20. Ciclo
Dos nuevas cadenas de DNA Dos nuevas cadenas de DNA

Figura 3. Amplificacion del DNA por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
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La csmnd:\runcmn de la PCR ucnc ycomov fin esmbleccr las condncnones optimas para

la reaccion. Al iniciar la cstandanzaclon necesano ariar los paramctros que se

describena continuacion:-

adorcs' La scwencxa

'entreO 05y 1.0 pM AT

Enzima DNA polimerasa: La DNA'polimerasa'mé “utilizz

aquaticus, una bacteria que “vive en fuentes termales Est

polimerasa) tiene actividad de DNA pohmerasa y exf 'nuclea !
de incorporacion es de 1 en 4'x 10 bases y amph ca’ sin dlﬁcultad seg,mentos de hasta
3000 pb\7 as, “) N G, SRR

La mayoria de los protocolos recomlendan el uso dc 1 a 2.5 U de la enzima por cada

reaccion de 100 pl" R

.27




’1_a'ghi:sio cterminantc-en- la

Magncsuo ) lel‘ st La conccnlracxoxf dc jones 1

oria dc las DNA

17 1R 40

- pollmerasas

Para una reacclon cstandar sc rccomnenda al de MgCla
emreOSyZSmM”“. G e T

Las concentraciones minimas  necesarias, ‘dé dNTP‘s disrﬁinuyen el indice de
incorporaciones érréneas de n'ucleéylidovs : mlemras que ‘Concentraciones muy °altas
“disminuyen la especuﬁcldad de la reaccion, por lo que la concentracion de dNTP’s también
debe optimizarse. Concentraciones entre:20 y 200 uM proporcionan resultados: optlmos :
debiéndose igualar la concentracnon de cada uno de los cuatro dNTP's en concentraclones

equimolares®™**,

Numero de cchOS"En condlcnoncs optlmas el nivel de ampllfca 6n'del DNAen'la’

“meseta” S deblda al agotam:cnto de Ia acnvxdad enzxmauca y a;la msui‘cncncna para llevar,

a cabo la; extension del numcro masnvo de ’ omplejos" DNA blanco-ollgonucleotldos
37,38, . :

presenles en Ios cnclos que anteceden a este fenomeno

Esto puédc evitarse si se,aum'enrta'j el tiempb’de extension en los ultimos ciclos de
reaccion o la cantidad de enzima, adhqutﬁ lo recoinendable es ajustar el nimero de ciclos de
tal’ manera que la amplificacién. ‘se realice obteniendo los niveles maximos de
ambpliﬁcacién. El nﬁmclforbdc ciclos promedio oscila entre 20 y 30, dependiendo de la

cantidad inicial'™**:
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Temperatura de ali iento: Los oligonucledtidos se unen por complementariedad

al DNA blanco a la temperatura dc alineamiento. El alto grado de complementariedad al
DNA entre las bases nitrogenadas de los oligonucledtidos y el DNA blanco permite utilizar

3
altas temperaturas de alineamiento, lo que favorece la especificidad de la reaccion™*® 4142,

Cuando la temperatura de alincamiento es muy baja existe mayor probabilidad de que
los oligonucledtidos st aparcen a regiones no especificas del DNA blanco y pueden
también ser extendidos. Utilizando temperaturas de hibridacion entre 55 a 65°C se reducen

considerablemente los sucesos de union inespecifica®™ 3% 4! 42,

Para calcular fa temperatura 6ptima de alineamiento para un par de oligonucledtidos
dado, puede utilizarse una formula empirica, adicionando 2°C por cada A y T presentes en

el oligonucledtido, y 4°C por cada G y C; restando 5°C al resultado®”®,

Ejemplo:

Oligonucledtido A: ATTGGCCTAACGTACGTGGC = 9 (A+T)x 2 =18°C
n x 4 = 44°

src-sc=[eme ]

Oligonucledtido B: ATATCCCGATCCGTAGCC'IT =10 (A+T) X Z 20°C '
10 x4 =40°C:

e )

Temperatura de alineamiento: : (57:’5; + 55°C) = 56°C‘ e
2 e

DNA blanco: La PCR cs tan sensible que la amplificacion puede hacerse a partir de una

sola molécula de DNA. La concentracion de DNA blanco en la reaccion depende de la

fuente utilizada e idealmente se requieren aproximadamente 10° copias de DNA blanco®™**

319
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2.6.4.3. Electroforesis

Los produclos de PCR deben ser un fragmento o Irag,memoq de un segmento dchnldo
de DNA. El paso mas simple para evidenciar éste fragmenlo es comprobar cl pcso dc la
fraccion del producto de reaccion con un aproplado marcador dc peso molecular y
: emre 0 8-4%.

colocando una pequefia fraccion del produclo enun g,el, dc ag,aros
4()

conteniendo bromuro de etidio

El gel de agarosa sc corre por clckcvtrdfdr

Dada su cuahdad como dcpo'mano de la informacion, la propiedad mas imponrante del

: DNA es su secucnma de nucleoudos

I~rcd Sang,er dcsarrollo cl mclodo ennmauco de lenmnac:on de la cadena con el

didesoxi- analo;,o y Walter Gllben “junto con Allan Maxam desarrollaron el metodo
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quimico. Estas técnicas se desarrollaron

tos nucledtidos y del metabolismo del DNA®

~ Tanto el metodo dc San;,er como el dc Maxam y GI")CI"l eI pi ncxplo 5eneral consnste

en la rcducc:on del DNA que se quiere secucncnar a cualro CO“_[UI’I[OS de l'ra;,mcnlos
marcados La rcaccxon que ‘da lugar a cada uno de ios j Jucgos “de frag,mcmos es especifica
para cada base de manera que las longitudes de los Fragmemos corrcsponden a posiciones

~ de'Ia secuencia de DNA en la que se halla presente una determinada base™
© 2.7.1. El método quimico (Maxam)
. .. . . k) -
Para la secuenciacion, en este método se requiere el DNA marcado con 2P en un solo

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

selectivamente purinas (con dlmetllsulfato) -y pmmldmas (con hidracina). Luego de la

modificacion de las bases, el DNA es sensnble}x la ruptura selecuva usando piperidina. En

condiciones normales de pH neutro se cona e

las b\ases adenma (A) y guanina (G). A pH

acido se logra el corte solo en’la base lectivo en citosina, la

" reaccion con hidracida se hace en NaCl2M!; Los frag,menlos "marcados en un extremo se
resuelven por tamafio en un gel de pollacnlamlda-urea 8M La lcctura se hace desde el
fragmento mas corto (abajo) hacia el mas _s,rande (amba) en el ;,el mowendose entre los
carriles de las cuatro reacciones y siguiendo consecutivamente el fragmemo‘que incrementa

una base cada vez>*,

2.7.2. El método del didesoxinucledtido (Sanger)

Este método utiliza el mecanismo de sintesis de DNA de la’ DNA pohmerasa La DNA

polimerasa necesita, para expresar su actividad, un mncnador aI quc se adlcmnan los

nucledtidos y una hebra molde que dmg,e la seleccnon de ada"uno de Ios nuevos

nucledtidos que han de-i incorporarse a la’ sec cncua EI g,rupo hldroxnlo en 3 del mlcuador

reacciona con el dcsoxmuclcolldo enlranle (dNTP) formando un nucvq enlace

fosfodiéster™44,
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El procedimiento de - sccuenciacion ~de - Sanger-‘utiliza ~ analogos del 7 tipo
didesoxinucleosido trifosfato (ddNTP) para interrumpir la sintesis ‘dcl DNA. Cuando el
dNTP es reemplazado por el ddNTP se detiene la clbkngacién de la cadena a causa de la
ausencia de! grupo hidroxilo en 3’ necesario para la siguiente reaccion. Para la reaccion se
requiere un iniciador de la sintesis de la cadena‘comblemcntaria (marcado con P en el
extremo 5') y la mezcla de los 4 dNTPs mas el analogo (ddNTP) correspondiente para cada
una de las reacciones en tubos separados. Con esto se produce' extremos de la cadena y se
generan fragmemos de distintos tamaﬁos quc se separan en geles de poliacrilamida""'“.

La secuenmamon del DNA se rcahza actualmeme de modo automatico, en base a una

varmclon del melodo de Sanger en-la que’ el iniciador utilizado en cada reaccién esta

‘__marcado con un tmte ﬂuorescemc La secuenciacion del DNA se lee determinando la

e las bandas ‘segiin van siendo visualizadas por el lector y la

o mformacto oblemda se'en a directamente a un ordenador™

o La seéuencnac:én automatizada fue cmpleada por Olsvik*® para determinar la secuencia

. de una reglon de 300 pb del gen que codifica la subunidad B (czx B), a partir de diversas
cepas ‘aisladas de todo el mundo entre un periodo de 60 afios, identifico tres genotipos
basandose en |a substitucion de una base en las posiciones 115, 138 y 203, El genotipo | se
¥ encomro en cepas del biotipo Clasico y cepas del biotipo El Tor dc las costas del Golfo en
“USA! El genotipo Il fue encontrado en cepas del biotipo El Tor originarias de Australia y el
genétipo Il se localizé en cepas aisladas de la séptima pandemia y la Gltima epidemia de

Latinoamerica** (1abla 6).
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Tabla 6. Diferencias de secuencia en ¢l gen de la subunidad B (ctxB) de la toxina colérica.

Posicion de la base® . Posicion del aminoscido®
Cepas Genotipo
: 115 138 - 203 18 25 . 47
Biotipo Clasico
C T C His Phe Thr |
Biotipo El Tor, de las
costas del Golfo en
USA.
Biotipo El Tor, de - C G C His Leu Thr 1
Australia
Biotipo -E! Tor, de la
séptima pandemia
T T T Tyr Phe lle 111

Biotipo El Tor, de la
ultima epidemia de
Latinoamérica

" Se reficre a la posicion de la base en la sccuencia de crxB tomnndo en cuenta ¢l codon de
iniciacion que concucrda con la sequencia de cixA.
" Se reficre a la posicion del aminodcido en 1a secuencia de la subumdad B.

Tomado de Olsvick y col**.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA|

En estudios anteriores realizados cn otros paiscs, se han identificado tres genotipos de
cixB a partir de su secuenciacion, el genotipo I que incluye a las cepas del biotipo Clasico y
El Tor de las costas del Golfo de Estados Unidos, el genotipo 1l que abarca a las cepas El
Tor de Australia y por Gltimo el genatipo HI que comprende a las cepas El Tor de la

séptima pandemia y las de la reciente epidemia de Latinoamérica.

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

que estan circulando en México.

El presente estudio tuvo como finalidad estandarizar la técnica de PCR para detectar la
presencia de ctxB en cepas de V. cholerae O1 aisladas en la Republica Mexicana entre los
afios de 1991 a 1994, ya que en este periodo se ha detectado un mayor nimero de casos de

forma proporcional.

Empleando como marcador epidemioldgico 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 propasito de aportar y ampliar mas los conocimientos acerca de la

epidemiologia del colera en México.

Se debe tomar en cuenta que la estandarizacion de la técnica para la identificacion de la
subunidad B que se propone para la diferenciacion genotipica a partir de ctxB es la unica,
ya que no existe otro tipo de técnica en donde se obtenga por medio de la PCR el gen cixB

de forma individual.
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OBJETIVOS



GENERAL

e [Estandarizar la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la identificacion del
gen c1xB de la toxina colérica, con cl fin de encontrar las diferencias genotipicas, a
partir de las cepas de campo de V. cholerae O1, aisladas en la Repiblica Mexicana
comprendida entre los afios de 1991 a 1994, que fueron los primeros afios de la

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

PARTICULARES

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

referencia V. cholerae O1 toxigénicas que presentan el gen cixB.
e Demostrar la presencia de ctx5 en las muestras probadas.

e ldcntificar las diferencias genotipicas de acuerdo al fragmento ctxB en las cepas de

campo de V. cholerae O1.
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HIPOTESIS



5. HIPOTESIS -

e La estandarizacion de la técnica de PCR y la aplicacion de la secuenciacion del
fragmento del gen cixB, comrespondientes a la subunidad B de la toxina colérica,
permitira encontrar diferencias entre las cepas de V. cholerae O1 que circulan en

Meéxico.

TESIS CON
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6. MATERIAL

.- En el'presente estudio se analizaron cepas de V. cholerae O| aisladas en la Repiblica

" ‘Mexicana entre los afios de 1991 a 1994.

.~ Para’la realizacién de un mejor trabajo dentro de las cepas estudiadas, se tomo en

" cuenta lo siguiente: -
1. Criterios de in'éligsién
= Las cépas‘éstudiédas solo fueron V. cholerae del serogrupo O1.

.= Estas. cepas V. cholerae Ol fueron asiladas exclusivamente de muestras

- humanas.

*  Las cepas que se incluyeron en el trabajo fueron las que presentaron informacion
de su origen geografico, ya que era fundamental que provinieran inicamente de

la Republica Mexicana.

.tJ

Criterios de exclusion
* Cepas sin informacion de su origen geografico.

* Seexcluyeron para el estudio, cepas de 1% cholerae del serogrupo O1'y No O1 que

fucran de origen ambiental.
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6.1. Material bielégico

e Cepa de referencia nimero 6706 aislada en Pert.

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

e Cepas de referencia V. cholerac Ol toxigénica namero 299 (testigo positivo).
e Cepa V. cholerae No Ol numero 52093 (testigo negativo).

e Cepas de campo V. cholerae Q1 aisladas de casos de colera,

6.2. Material y equipo

e  Asas bacteriologicas.

e Cajas Petri desechables.

e Mecheros Fisher.

e Guantes.

e Micropipetas semiautomaticas GILSON de 2, 10, 20, 200 pl.

* Puntas estériles para micropipetas semiautomaticas.

e Microtubos EPPENDORF de 200, 500, 1500 pl.

e Gradilla metalica.

e Incubadora THELCO modelo 6.

e Termociclador GENE AMP 2400 de PERKIN ELMER.

* Congelador AMERICAN de —20°C.

e Microcentrifuga CHERMLE Z 230 MA.

e Transiluminador de luz UV.

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

e Campana de flujo laminar.

e Placa de calentamiento con agitacion.

¢ Homo de microondas.

e STRATAGENE EAGLE EYEIL

e Secuenciador semiautomatico SEQ 4X4 de AMERSHAMP PHARMACIA
BIOTECH. .
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6.3. Medios de cultivo y reactivos

* Agar BAB (agar base sangre) cn tubo y placa BIOXON.

e Agar sangre BIOXON.

* Apgar TCBS (agar tiosulfato, citrato, bilis, sacarosa) BIOXON.
e Caldo arginina en tubo BIOXON.

e Agar MIO (medio indol ornitina) en tubo BIOXON.

e Agar TSI (agar hicrro y triple aziicar) en tubo BIOXON.

e Agar L1A (agar de hierro lisina) en tubo BIOXON.

e Caldo peptonado DIBICO.

e Reactivo de Kovacs ELSA.

e Vaselina liquida estéril.

e Antisuero polivalente O (somatico) y antisueros especificos Ogawa e Inaba.
¢ Gel de agarosa al 2% SIGMA.

e Regulador de corrimiento.

e Regulador TAE ( tris acetato EDTA) 1X.

* Bromuro de etidio BOEHRINGER.

e Marcador de peso molecular @ 174 cortado con Hae 11 IX -BOEHRINGER.
e 7aq DNA polimerasa (5U/ul) marca GIBCO BRL.

e Regulador de PCR 10X marca GIBCO BRL.

e Mezcla de dNTP's BOEHRINGER.

e Cloruro de magnesio 50mM marca GIBCO BRL.

e Iniciadores ctx 7 y ctx 9 marca BIO-SYNTHESIS.

* Agua destilada y estéril.
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. METODO

7.1. PRUEBAS DE PUREZAS Y VIABILIDAD

La metodologia sc llevé acabo de la siguiente forma:
Procesamiento inicial

Para recuperar algunas cepas de campo, se tomo una porcion de cultivo y se inoculo en
un tubo de ensaye con 10 ml de agua peptonada alcalina pH 9 con el:fin de aobténer-una
muestra cnriquecida que facilitara el aislamiento de V. cholerae. Se incubd a 37 °C durante

6 a 8 horas.

Aislamiento y pruebas bioquimicas

A partir de la muestra enriquecida, se tomé con cuidado tres asadas de la superficie de
agua peptonada, tratando de no agitar el tubo, ya que en la superﬁcte se encuentran vibrios
en mayor cantidad y s¢ sembraron las tres asadas en placas de TCBS  incubandose de 18 a

24 horas a 37°C.

-Se observaron- las colonias axsladas en las placas de TCB . dlferencmndo las. colonias

: tlplcas de V. Lholurae (fermentadores de g,lucosa) de olros vxbnos Ademas se tomd en’

cuenta quc al;,unos vibrios lamblen fermeman la glucosa por lo que se scleccxonaron dela

placa de TCBS al menos tres colonlas amarlllas (fermenl

de g 5lucqsa) sospcchosas. s

bloqmmlcas

e - Caldo arginina: se tomo una pequefia porcién de Iaz colonia y se deposito el
indculo en el medio. Se selld. el medio con vaselina liquida o aceite mineral
estéril. R
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e Caldo peptonado: se inoculé con cuidado'hasl'a cl fondo
* Medio MIO se sembro por plcadura hasla el f‘ondo

. Medio TSI se sembro en plcadura hasla el fondo y por eslna enla superﬁcle.

. Medlo LlA se sembro en esl4 a'con doblc pxcadura haéta el l’ondo

Mgdlo BAB:'se sc_mbro por esm‘afy, picadura

d un color

duccién de’indol,
lio.: La aparicion

: ,de un color ro;o en cl medlo se mterpreto como productor de indo

“Se mtcrpretaron los.resultados de todas las pruebas bloqmmlcas y se anotaron_los

resultados e

.. Prucbas serolégicas

. 'A-cada una de las cepas, que de acuerdo a las pruebas bioquimicas, correspondian a
V. cholerae se les realizé la identificacion del serogrupo al que pertenecian con un
antisuero polivalente Ol. Esto se cfectud haciendo, en un portacbjetos, una suspension
homogéneca obtenida a partir de solucion salina fisiologica y un cultivo de la cepa

desarrollada en el medio BAB.
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solucion salma ﬁstologlca yuna porcton de crccnm:cnto de la cepa a investigar; a una de las
suspensiones se le agregd el antlsucro Oga\va yala seg,unda suspension su correspondiente
antisuero Inaba, se mezcld cada una con un aplicador de madera y se observo la prcsencta

de aglutinacion.

7.2. Estandarizacién de la técnica de PCR

Para la cstandarizacién de la técnica’ dc PCR se necesnaron tres- areas de trabajo

separadas entre si, con el fin de evitar contammac ion cruzada debido a la alta SCnSIbllldﬂd

de la PCR, estas areas fucron:

= Arcade alslamlemo y caraclcnzacxon de Ias cepas
«  Areade PCR.

= Arcade elcctroforems. :

ontar con .areas-especiales y restringidas, se previno la .presencia de

1ontaje de la PCR. trabajando en campanas de flujo’ laminar. Fue
knecesarlo trabajar ‘con guames equipo, material y bata que esluweran aislados y

rcslnn;:,ldos para eI area dc PCR.




~En el estudio-de la estandarizacion de la técnica de PCR para la identificacion de la

subunidad B dc 1a toxina colérica, sc tomaron en cucnta las siguientes variables:

* Concentracion de dNTP’s. » Concentracion de iniciadorcs.
* Concentracion de la enzima faq = Concentracion de MgCl,.
polimerasa. = Tiempo y temperatura.

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

dNTP’s, como se indica a continuacion:

7.2.1. Preparacion de los iniciadores

Iniciadores CTX 7 (GGT TGC TTC TCA TCA TCG AAC CAC)*
Iniciadores CTX 9 (GAT ACA CAT AAT AGA ATT AAG GAT G)*¥*

La concentracion original de cada uno: 15 unidades de densidad o6ptica (U.D.O.)
.Para hidratar cada iniciador se adicionaron 5 pl de agua destilada por cada UDO de
manera que ¢l volumen final fue de 75 pl. Considerando que 1 UDO equivale a §
nanomoles, se obtuvo una concentracion final de 1 nmol/pl. En la estandarizacion de la
" técnica se partid de una concentracion inicial de 0.25 nmol/ul.
7.2.2. Preparacién de la mezcla de AINTP'S (dCTP, dGTP, dTTP, dATP)
Concentracion original: 10 pM
Para la estandarizacion de la técnica PCR para la subunidad B de la toxina

colérica, se utilizd una solucion de trabajo a una concentracion de |pM de cada uno de los
- dNTP’s,
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7.2.3, Preparacién de 1a muestra (DNA molde)

Cepas de referencia utilizadas
e Cepa de referencia V. cholerae O1 toxigénica nimero 299 (testigo positiva)

s Cepa V. cholerae No O1 niimero 52093 (testigo negativo)

Se sembraron las cepas de referencia por estria cruzada, cn placas de agar base sangre
(BAB) y se incubaron a 37 °C durante 24 horas*S,

De la placa de BAB se seleccionaron 5 colonias aisladas con una asa bacteriologica
desechable estéril y se resuspendieron en 200 pl de agua destilada estéril para obtener una
concentracion de 1 x 10° a 10° bacterias por ml, dentro de un microtubo estéril de 0.5 ml
previamente etiquetado. Los microtubos se cerraron y sellaron con papel parafilm y por
ultimo se colocaron en bafio maria. Se dejaron hervir durante 20 minutos*® con el fin de

obtener ¢l DNA de forma directa.
Después de que la muestra terminé de hervir se colocd rapidamente en hielo.

Para la estandarizacion de la técnica de PCR sc tomaron en cuenta los siguientes

parametros:
7.2.4. Prueba para determinar la concentracion 6ptima de los iniciadores

La mezcla de reaccion de PCR se prepar6 por separado para cada muestra y se colocod
en microtubos de 0.2 ml previamente rotulados. En este ensayo se tomaron en cuenta las
diferentes concentraciones de los iniciadores ctx 7 (GGT TGC TTC TCA TCA TCG AAC
CAC) y cix 9 (GAT ACA CAT AAT AGA ATT AAG GAT G)*** como se muestra en la
tabla 7:
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‘Tabla 7. Condiciones para determinar la concentracion Optima de los iniciadores

REACTIVOS

" TUBO3
Agua csic'ril - .27 w —
Regulador 10X 5 ul Sul Sul
Solucién de MgCly 25 mM 10pl 10u 104l
Mezcla de dNTP’s 1 M 4pl 4y 4l
Iniciador ctx 7 0.25 nM/pl Il ; 570250
©250M) ©.0625 aM)
Iniciador ctx 9 0.25 nM/ pl 1l R 0.5 ..u | 025l
(0.25 nM) : (0. 125 nM)  (0.0625 nM)
Taq polimerasa S U/ pl 0.5l | O:.S ul 0.5 ul
Vaselina liquida estéril 10 pl 10 pul 10 pl
DNA molde Jul 3l 3
Volumen total de reaccién 50 pl 50 pl 50
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Las muestras 'ya preparadas sc colocaron en un termociclador con el siguiente

programa***’;’ con el que se obtuvo una banda intensa y especifica:

.- =" 1 ciclo de preincubacién de 3 minutos a 94 °C.

= 25 ciclos de amplificacion cada uno a 94 °C por | minuto, 55 °C por 1 minuto y

72 °C por 1 minuto.
= 1 ciclo de incubacién final a 72 °C por 7 minutos.

El producto de amplificacion de 460 pb*® 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 observo en un
transiluminador de UV (luz ultravioleta). Este procedimiento se realizd en toda la

estandarizacion asi como en el anilisis de las cepas de campo.

7.2.5. Ensayo para establecer la concentracién éptima de cloruro de magnesio

En este ensayo, la mezcla de reaccion se realizd en microtubos de 0.2 ml previamente
etiquetados y se probaron varias concentraciones de solucion de cloruro de magnesio
partiendo de una concentracion 25 mM. Las cantidades y reactivos que se utilizaron en esta

prucba se mucstran cn la tabla 8:
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Tabla 8. Condiciones para determinar la concentracion éptima de solucion de MgCl,

REACTIVOS TUBRO1 = TUBO2 . TUBO3  TUBO4  TUBOS.
Apua estéril 335 255 275 555 i 315
Regulador 10X 5ul Sul S5ul S5ul 5ul
Solucién de MgCls, 10 ul sl 6l 4l 2l
25 mM (5 mM) (4 mM) (B mM) (2 mM) (1 mM)
Mezcla de ANTP’s 4ul 4ul 4ul 4 ul 4l
I mM
Iniciador ctx 7 2ud 2ul 2 pt 2l 2l
0.03125 nmol/ pl
Iniciador ctx 9 24l 2pul 2ul 2l 2l
0.03125 nmol/ pl
Taq polimerasa 05l 0.5l 0.5ul 0.5 pl 0.5 pi
sU/Mul '

‘Vaselina liquida 10 i 10 ! 10 pl 1o 104
estérit.
DNA molde 3l KT} 3l 3l 3l
Volumen total de 50 pl 50 ut 50 gl S50 pl 50 pi
reaccion
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Ya preparadas las muestras se colocaron en el termociclador y se programo bajo las

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

= 1 ciclo de preincubacion a 94 °C por 1minuto 30 scgundos.

= 25 ciclos de amplificacion de 94 °C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos y
72 °C por 30 scgundos.

= 1 ciclo de 72 °C por 3 minutos 30 segundos.

7.2.6. Prueba para determinar la concentracién optima de 1a mezcla de ANTP’s
Para realizar este ensayo fue fundamental variar la concentracion de la mezcla de
dNTP’s (dATP, dCATP, dGTP, dTTP) partiendo de una concentracion 1 UM y la mezcla

de reaccion se preparo mediante el procedimiento que se indica en la tabla 9.

Ya preparada la mezcla de reaccion, las muestras se colocaron en ¢l termociclador y se

programo bajo las siguientes condiciones:

= | ciclo de preincubacion a 94 °C durante 1 minuto y 30 segundos.

= 25 ciclos de amplificacion a 94 °C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos y 72 °C
por 30 segundos.

= - 1 ciclo de incubacién final a 72 °C por 3 minutos y 30 segundos.

48



Tabla 9. Condiciones para verificar la concentracion 6ptima de la mezcla de dNTP’s

Agua estéril -

Regulador 10X 5ul Sul Sul Sul

Solucion de MgCl; 25mM 8 ul 8 ul 8 ul sl

Mezcla de dNTP’s 1 pM 4l 3l 2u 1l
0.08 M)  (0.06 tM)  (0.04 M)  (0.02 uM)

Iniciador ctx 7 2l 2ul 2ul 2ul

0.03125 nmol/ pl

Iniciador ctx 9 24l 2l 2l 2

0.03125 nmol/ ul

Taq polimerasa 0.5 i 0.5 ul 0.5 ul 0.5 ul

SuU/ul

Vaselina liquida estéril 10 ul 10 pl 10 pd 10l

DNA molde Jpl 3ul 3 3ul

Volumen total de reaccion 50 S0 pl 50 pl 50
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7.2.7.Ensayo para determinar la concentracion éptima de la enzima faq

polimerasa

En esta prueba se vario la concentracion de la enzima faq polimerasa, realizando
diluciones de la enzima, partiendo de una concentracion original de 5 U/ul. La mezcla de

reaccion se realizd como se¢ muestra en la tabla 10:

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

programado bajo las siguientes condiciones:
= 1 ciclo de preincubacion a 94 °C por | minuto 30 segundos.

= 25 ciclos de amplificacion a 94 °C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos y 72 °C
por 30 segundos.

» | ciclo de incubacion final a 72 °C por 3 minutos y 30 segundos.
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Tabla 10. Condiciones para obtener la concentracion 6ptima de la enzima Taq polimerasa

Agua estéril

255l

26.75 1l

Regulador 10X Sul 5u

Solucion de MgClz 25 mM 8l 8 ul

Mezcla de dNTP's 1 pM 1yl 1

Iniciador ctx 7 2p 2
: .,Q,OSIZS nmol/ pl

Iniciador ctx 9 2l 2ul
10.03125 nmol/ pl

‘Taq polimerasa 5 U/ jul 0.5 ul (2.5 ). 0.25 pl (1:25U)

Vaselina liquida estéril 10 pl lo.pl

DNA molde 3u 3

Volumen total de reaccion Sopl S50

sl
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7.3. Electroforesis

Como se menciond anteriormente cn el texto, con ¢l fin de manifestar el producto de

PCR se realizo la electroforesis, ésta se elaboro bajo las siguientes condiciones:

Se prepar6 un gel de agarosa al 2 % con bromuro de etidio (10 mg/ml). En una camara
de corrimiento se colocd regulador TAE 1X y se sumergio el gel en la camara procurando

que ¢l regulador lo cubriera por completo.

Aparte, en un papel parafilm se colocod una gota de 2 pl de regulador de corrimiento y
se homogenizé con 5 ul del DNA de la muestra, ya homogenizada cada una de las
muestras se colocd en un pozo del gel. En el primer pozo del gel se depositaron 5 pl de
marcador de peso molecular (PM) ®X174/ Hae 111**.

Después de que se colocaron las muestras en su correspondiente pozo, se comrio la
electroforesis a 100 V de potencia por ! hora. Posteriormente ¢l gel se expuso en un

transiluminador de luz UV para observar la banda de amplificacion.
7.4. Secuenciacion

Para realizar la secuenciacion fue necesario calcular la concentraciéon de DNA de los

productos de reaccion de PCR que presentaron el gen c/xB.

Con el fin de obtener la concentracion de DNA amplificado, fue necesario colocar 8 pl
de cada una de las muestras en un gel de agarosa al 2%, en uno de los pozos se colocaron
4 pl del marcador de peso molecular X 174/Hae 111 a una concentracion de 0.025 pug/ml y

se realizo la electroforesis.

52



Los productos de reaccion se colocaron en una lampara de UV y con el sistema de
densitometria del Stratagene Eagle Eye II, se obtuvo la densidad de cada producto de

reaccion y se calculd la concentracion de cada muestra.
7.4.1. Purificacion de productos de PCR

Para la purificacién se utilizé el kit High Purc™ de Bochringer Mannheim y sc

adicionaron 500 pl de buffer de enlace a 100 pl de producto de PCR y se mezclo.

Sc ensamblé un cartucho con filtro en un tubo colector y se agregd la muestra en el

cartucho. Se centrifugd por 30 segundos a una velocidad maxima de 13,000 g,

E! liquido eluido se descartd y se volvié a ensamblar el cartucho en el mismo tubo

colector.

Posteriormente se adicionaron 500 ul de buffer de lavado al cartucho y se centrifugd.

Se descarto el liquido eluido y se ensambld el cartucho en ¢l mismo tubo colector.

Se adicionaron 200 pl de buffer de lavado y se centrifugo. Este lavado, con poco
volumen dc buffer, asegurd una purcza 6ptima y la remocion completa de residuos del
buffer de lavado del filtro. Se descarté el tubo colector y el cartucho se ensamblé en un

tubo nuevo de 1.5 ml.

" Para aobtener el DNA puro, se utilizaron 100 ul de buffer de elucion, el cual se agrego

al cartucho y se centrifugd a maxima velocidad por 30 segundos.

s3



7.4.2. Reaccién de secuenasa

Sc marcaron con las letras A, G, C y T, 4 microtubos para PCR de 0.2 pl, por secuencia

y sc colocaron en hiclo.

Se depositaron 2 pl del didesoxinucledtido ddATP en el tubo marcado con A, de igual

forma se colocaron 2 pul del ddCTP en el tubo C, 2 ul del ddGTP enel G y 2 pl del ddTTP

en el T. Los tubos se taparon para prevenir la evaporacion. La mezcla maestra o coctel se

prepard de la siguiente forma:

Buffer de reaccion JR TSR USTUUUPUOPROUUURUTPURUR. 20 11 |

Iniciador ctx 9 (1 pM)
Muestra (50-250 fmol de DNA)
Enzima termosecuenasa (10U/ pul)

Agua estéril

A cada tubo de los marcados (A,C,G,T) se les adicionaron 6 pl de la mezcla maestra y

se agregd una gota de aceite mineral. Esta mezcla se colocd en un termociclador por 35

ciclos bajo las siguientes condiciones:

94 °C por 2 minutos
95 °C por 10 segundos
40 °C por 30 segundos
72 °C por 1 minuto

Después de la reaccion, se centrifugo el tubo brevemente para colectar la condensacion

y se almacend en congelacion.

Cabe mencionar que todos los reactivos que se utilizaron para la secuenciacion, excepto

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

Biotech.
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7.4.3. Purificacion del producto de reaccién de la secuenasa

Para la purificacion del producto de la anterior reaccion, se utilizaron 4 columnas
Autoseq "™G-50 de Amersham Pharmacia Biotech por reaccion, marcadascon A, C, Gy T
a las cuales sc les dio suficiente vortex. Estas columnas se colocaron dentro de un tubo de
1.5 ml y se centrifugaron por | minuto a 1000 rpm. Las columnas se¢ ensamblaron en otro

tubo nuevo.

Las muestras a purificar se colocaron en hielo y se adiciond agua destilada a cada
muestra hasta completar 20 pl, se mezclo y agrego al centro de la superficie de la resina

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

La muestra purificada que qued6 en el tubo de 1.5 ml se seco, centrifugando a vacio y
posteriormente a cada tubo de muestra se¢ adicionaron 6 ul de formamida. Se calenté a

70 °C por 3 minutos e inmediatamente se coloco en hielo.

Se prepard un gel de acrilamida al 6 % (Rapge!-XL-6%) de Amersham Pharmacia

Biotech y se polimerizo en una lampara de U V.

Se cargaron 3 pl de la muestra en cada carril del gel y se prosiguio a la secuenciacion a
-7 una temperatura de 50 °C en un secuenciador semiautomatico acoplado a una computadora
‘que permite mostrar los datos en una gréfica de picos, para lcer o guardar la informacion en

: forma de grafica o texto, con el fin de comparar la secuencia obtenida.
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8. RESULTADOS T 1

Se estudiaron 421 cepas de V. cholerae O1 aisladas a partir de muestras humanas en la
Republica Mexicana durante los afios de 1991 a 1994: siendo 10S cepas en 1991, 110 cepas
en 1992, 110 ¢en 1993 y 96 en 1994,

De las cuales al sembrar en medio TCBS, las colonias de V. cholerae Ol se
caracterizaron por ser amarillas, de aproximadamente 2 mm de diametro y de consistencia
mucoide. A las colonias se les efectuaron pruebas bioquimicas observandose los siguientes

resultados:

* En el caldo arginina: descarboxilacién negativa de la arginina

= En cl caldo peptonado: produccion de indo

* En el medio MIO: produccion de indol, movilidad positiva y descarboxilacion
positiva de la ornitina

= En el medio TSI: el 57% de las cepas manifestaron la caracteristica de presentar
un pH acido en la superficie y el fondo (A/A) debido la fermentacién de la
sacarosa y lactosa en la superficic y fermentacion de la glucosa en el fondo;
mientras un 43% dc las ccpas prescntaron la caracteristica de un pH alcalino en
la superficie y acido en el fondo (K/A), debido a que no fermentaron la sacarosa
y lactosa y solo fermentaron la glucosa en ¢l fondo

* En el medio LIA: desaminacion negativa de la lisina en la superficie y
descarboxilacion positiva en el fondo (K/K)

* Prueba de oxidasa: Positiva

En la figura 4 se presentan los resultados de la serologia que se realizd por afio a las
421 cepas de V. cholerae O1, obteniéndose en total 223 cepas Inaba (53 %) y 198 cepas
. Ogawa (47%).
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Namero de cepas

Figura 4. Comportamiento de la serologia y afio de aislamiento entre las cepas de

Vibrio cholerae O1
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Estandarizaciéon de la técnica de PCR para un fragmento del gene ctxB

INICIADORES ctx 7y ctx 9

En lo que respecta a la estandarizacion de la técnica de PCR, los resultados que se
obtuvieron en la determinacion de la concentracion optima de los iniciadores ctx 7 y ctx 9
se ilustran en la figura 5: en donde los carriles 1 al 3 comesponden a los diferentes
volimenes de iniciadores (1 pl, 0.5 pl y 0.25 pl, respectivamente) derivados de una
concentracién inicial de 0.25 nM/l; los carriles 4 al 6 corresponden al mismo ensayo
debido a que se realizaron por duplicado. Sc observo una mayor eficiencia de amplificacion
en el carril 3 y 6; ya que en estos carriles no se manifestd un exceso de reactivos. La
concentracion Optima correspondiente, para 50 ul de reaccion, fue de 0.25 1 (0.0625 nM)
de cada uno de los iniciadores ctx 7 y ctx 9.

Ci = Concentracion inicial

(0.25 nM/ut) (0.25 pl) = 0.0625 nM Vo = Volumen éptimo

Ci Vo Ccf Cf = Concentracion final

'SOLUCION DE CLORURO DE MAGNESIO

: “ En lé‘ brucba de PCR para optimizar la concentracion de MgCly, sc utilizaron diferentes
'k'liAdadv;c'é;‘ decrecientes de una solucién de MgClz 25 mM: 10 ul, 8 ul, 6 pf, 4 pl y 2 pl.

En la figura - 6 se muestra los resultados correspondientes a cada una de las
_concentraciones de MgCl; de forma decreciente entre los carriles | al 5. En este caso, la
PCR en el carril | mostrd amplificaciones inespecificas, mientras que las reacciones en
los carriles 3 al 5 presentaron amplificaciones ineficientes. Por 1o que se observd que la
cantidad 6ptima para esta reaccion es la que se muestra en el carril 2, con 8 pl de una

solucion 25 mM de MgCl,; obteniéndose una concentracion final de 4 mM.

R5mM)(Bul) =4mM (Ci) (Vo) =Cf
50 pi Vr (volumen de reaccion)

En cste mismo ensayo se logro una amplificacion satisfactoria al reducir el tiempo cn

cada ciclo de reaccion, lo cual se observa en la figura 6.
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025 0.125 0.0625 0.25 0.125 00625 (-) (nM de iniciadores)

' 2 3 4 5 6 7 @X174/Maclll  (carri)

Figura S. Efecto de la concentracion de los iniciadores en la PCR para cixB. Los
carriles 1 al 3 muestran diferentes concentraciones de cada uno de los inicidadores. Los
carriles del 4 al 6 corresponden al mismo ensayo por duplicado. El carril 7 representa al
testigo negativo (V. cholerae No O1) y cl carril 8 corresponde al marcador de peso
molecular ®X174/Hae 111.
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5 4 3 2 1 (-) (mMdec MgCly)
3 4 s 6 ®174/Haclll (carril)

pb

Figura 6. Efecto de la concentracion de MgCl; en la PCR para ctxB. Los carriles del 1
al 5 corresponden a concentraciones decrecientes de MgCi,. El carril 6 presenta al testigo

negativo y el carril 7 muestra al marcador de peso molecular DOX174/Hae 111.
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CONCENTRACION DE LA MEZCLA DE dNTP's

Los resultados para la PCR que se originaron para determinar la concentracion dptima
de dNTP’s se muestran en la figura 7, en donde a partir de una mezcla de dNTP’s | pM se

colocaron difercntes cantidades de esta mezcla: 4 pl, 3 pl, 2pl, y 1 pl respectivamente.
Como se muestra en la figura 7, la amplificacién mas eficiente se observé en el carril 5
y corresponde a la concentracion mas baja (0.02 uM), cabe mencionar que entre los carriles

2, 3 y 4 se detectaron pequeiias amplificaciones inespecificas.
M) (ul) = 0.02 M Ci)(Vo)=Cf
504i Vr
CONCENTRACION DE LA ENZIMA Taq POLIMERASA

Se utilizaron las cantidades 0.25 ul y 0.5 pl de la enzima taq polimerasa a partir de una

solucion concentrada de 5 U/yl, con el fin de establecer la concentracion ideal de la enzima.
Los resultados obtenidos se presentan cn la figura 8; en la cual, el carril 4 (0.25 pl) no
presenté amplificacion, mientras que en el carril 5 (0.5 pl) se observa una amplificacion

satisfactoria, la cual corresponde a 2.5 U de enzima.

GU/ T pl)(05p)=25U
Ci Vo cr
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0.08 0.06 0.04 0.02 (M dc dNTP's)

D174 Hae 11 2 3 4 S5 (carril)

Figura 7. Efccto de la concentracién de dNTP’s en la PCR de cixB. El primer carril
corresponde al marcador de peso molecular ®174/Hae 111. Del carril 2 al § se muestran los

productos de reaccién obtenidos con diferentes concentraciones de dNTP’s.
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) 1.25 2.5 (U dc Taq polimerasa)
@X174/Haclll 2 3 4 S (carril)

Figura 8. Efecto de la concentracion de la enzima Taq polimerasa. En el primer
carril sc presenta al marcador de peso molecular ®X174/Hae 111. El carril 2 muestra al
testigo negativo. El carril 3 esta vacio y del carril 4 al 5 se prescntan diferentes

concentraciones de la enzima taq polimerasa.
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Las’ canlldades y rcacuvos que se esmblecu.ron ﬁnalmcme para | la cstandarlzacnon dc Ia .

lecmca dc PCR para el gen r.lxb’ dc L4 clu)/cruu se prcqcnla a conunuacxon cn Ia tabla 1

Las condlcnones de reaccion que se cstablecneron c._n |d Lstandarlzaclon para Ia l’CR del

g,en c/\'li de J. cholerae O1 fueron las su,ulcmcs

. lcnclo de preincubacion de 94 °C por \ mmulo 30se

s 25 ciclos de 94 °C (desnaturalizacion) ppr 30 se

En ,los‘_aﬁos i99|

encontradas en cac

En el afio de 1993

- En‘1994 se deteclaron 93 cepas con clxli y se dlstnbuyo en 19 estados Los resultados

obtemdos se preseman en la figura 13,

Los estados con mayor nitmero de cepas que presentaron el gen cixBB de . cholerae O1
entre los afios de 1991 a 1994 fueron: Chiapas (33), Veracruz (31), Puebla (26), Michoacan
(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 11. Condiciones cstandarizadas de la técnica de PCR para cl gen cxB de

Vibrio cholerae O1.

CTIVOS VOLUMEN EN - CONCENTRACION
LW FINALEN EL TUBO -
" DE REACCION
’A‘gﬁa éstéril” —
Regulador de PCR 10X 5 1X
Solucion de MgCl; 25 mM 8 4mM
Mezcla de dNTP’s 1| yM 1 0.02 M
Iniciador ctx 7 0.03125 nmol/pl . 2 0.0625 nM
Iniciador ctx 9 0.013125 nmol/ul 2 0.0625 nM
Enzima taq'polimerasa 5 Ulut 05 25U
Vaselina estéril 10
DNA molde (10°-10° bacterias/ml) 3
Volumen de reaccién 50
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Figura 9. Productos de amplificacion del gen ctxB en cepas dc Vibrio cholerae O1, aisladas
de casos de colera, cn gel de agarosa al 2%. En el carril 1 se muestra el marcador de peso
molecular ®X174/Hae 111. Los carriles del 2 al 11 corresponden a diferentes cepas aisladas

de casos de colera.
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Figura 10. Distribucién y nimero de cepas de campo de Vibrio cholerae O1 que presentaron el gen ctxB en el afio de 1991.
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Figura 11, Distribucion y nimero de cepas de campo de Vibrio cholerae O1 que presentaron el gen c/xB en el afio de 1992.
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Figura 12. Distribucion y nimero de cepas de campo de Fibrio cholerae O1 que presentaron el gen cixB en el afio de 1993.
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Tabla 12. Namero de cepas de Vibrio cholerae O1 por entidad federativa aisladas entre

1991-1994 que presentaron el gen cixf.

- “Estados Aiig 1991 - Afio 1992  Aiio 1993 - "Aii0o1994 - Total

Baja California Sur
Baja California Norte
Campeche
Coahuila

Colima

Chiapas
Chihuahua
Distrito Federal
Durango
Guanajuato
Guerrero

Hidalgo

Jalisco

Edo. de México
Michoacan
Morelos

Nayarit

Nuevo Leon
Oaxaca

Puebla

Querétaro
Quintana Roo
San Luis Potosi
Sinaloa
Sonora
Tabasco
Tamaulipas
Tlaxcala
Veracruz
Yucatan
Zacatccas

NOoOOO O

ONWOOOOOIWOONGGIO®W—~00VO

@
O— A VNO~UVMWODOAAAQAOWVLWOAWUM—OANIOWNIAOAORAOO

COWAANNOOAOONUVMWAON—=WONABMNOWMONNOWOO

OO L PV~ = bl OoOAWAODUOAAWLREUVUNOYIWIEILE~WNND —

0
0

- 398

i
g
-
av
b

Total =
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En la tabla 13 se muestra el aiio de aislamiento, origen y el resultado de amplificacion

del fragmento cixA de las cepas que no presentaron el gen cixB.

Secuenciacién

Se scleccionaron 14 cepas para la sccuenciacion, las cuales presentaron ademas del gen
cixB, informacion adicional obtenida del InDRE a partir de analisis previos que se

realizaron a cstas cepas (ver tabla 14).

A los productos de amplificacion de la PCR de las 14 cepas seleccionadas (3 de
referencia y 11 de campo) se les realizo la secuenciacion obteniéndose diferentes graficas,

como se presenta en la figura 14.

La sccucncia de DNA decl fragmento del gen de la subunidad B (ctxB) de la toxina
colérica, se obtuvo a partir de 300 bases desde la posicion 60 a la 360, lo cual se muestra en

la figura 15.

Se lograron secuenciar 14 cepas, de las cuales algunas presentaron la substitucion de
una base en la posicion 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 1 (ver
tabla 15y ”16).
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Tabla 3. Cepas de Vibrio cholerae Ol que no presentaron cl gen cixB.

. ORIGEN

Edo. de México

D.F.

Hidalgo
Michoacan
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

. 23 " cepas en total
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Tabla 14. Cepas dc Vibrio cholerae Ol alas que se les realizo la secuenciacion.

‘CEPAS .. AMPLIFICAN PARA ~* EFECTO CRITERIO DE INCLUSION
R "EL GEN CITOPATICO EN PARA LA
L CELULAS VERO SECUENCIACION
1 cix B Citoténico Caso correspondiente al aiio
de 1991
2 ctxB, zot *, ace * Citotonico Caso correspondiente al afio
vacuolizante de 1991. Caso indice
25055 cixBB Vacuolizante Capacidad vacuolizante
6706 cixB Citotonico Cepa de referencia Inaba
vacuolizante aislada en Perit
14140 " ctxB Citotoxico Cepa hemolitica
14573 chB Citotonico Caso correspondiente al afio
! - de 1992
25959 cixB Citotonico Cepa Ogawa
- : vacuolizante
-.32646 cixB Citotonico Caso correspondiente al afio
B de 1993
54708 ctxB Vacuolizante Caso correspondiente al afio
de 1994
23203 cixB Citotonico Cepa hemolitica
: vacuolizante
299 cixB Citotonico Cepa de referencia para PCR
2514-88 cixB Citotonico Cepa de referencia aislada en
) vacuolizante EUA en la zona del Golfo
17830 : ctxB- Citotonico Multirresistente
2807 0 oxB Citotonico Hemolitica

vacoulizante

‘lnfon-nacidq obtenida” por cl Laboratorio de Bacteriologia Molccular del InDRE.

-—

i
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6706

OWCETT TATTACA OTTTTACTAT CTTACAGCAT ATOCACRTOOAACAC CTCTEARTATAACTCARATTT
1o 20 " - se ) ”

AA OCCCACCTYCOY OOC
200 300

L Dol

Figura 14. Grifica de secuenciacion del fragmento del gen cexB de 1a cepa de referencia

6706 Vibrio cholerae O1.
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9L

NIINO 30 VTTVy

NOD SISl

Cepas

251488
14140

32646
6706
299
23203
17830
14573

54708
25959
28070

2514-88
H140
25055
32646
6706
9
23203
17830
14873

4708
28959
28070

ATGCACATGGA
ATGCACTTGGA
ATGCACATGGA
ATGCACATGGA
ATGCACATGGA

GA
ATGCACATGGA ~

CATTGGA
ATGCACATGGA
ATGCACATGGA
ATGCACATGGA
ATGCACATGGA
ATGCACATGGA
ATGCACATGGA

CAA ‘ATA ‘TAT. ACG CTA AAT GAT AAG ATA TIT TCG TAT ACA
CTA "AAT GAT AAG ATA TIT TOG TAT ACA
CTA AAT GAT AAG ATA TTT TCG TAT. ACA'
CTA AAT GAT AAG ATA TIT TCG TAT ACA
CTA AAT, GAT AAG ATA TTT TCG TAT ACA
CTA AAT GAT AAG ATA TIT TCG TAT ACA
CTA AAT. GAT AAG ATA TIT TCG TAT ACA-
CTA AAT GAT AAG ATA TIT TCG TAT ACA
CAA ATA TAT ACG’ CTA AAT GAT AAG ATA TTT TCG: TAT ACA
CTA AAT GAT 'AAG ATA TTT TOG" TAT ACA
CTA AAT GAT AAG ATA TIT TCG: TAT ACA
CTA AAT GAT AAG ATA TIT TCG TAT ACA
CTA AAT GAT AAG ATA TTT TCG TAT ACA GAA T
CTA AAT GAT AAG ATA TIT TCG TAT ACA GAA TCT
Phe

CAA ATA CAT.ACG
CAA ATA TAT ACG
CAA ATA TAT. ACG
CAA ATA CAT'ACG
CAA ATA TAT ACG
CAA ATA CAT ACG
CAA ATA TAT ACG

CAA ATA TAT ACG
CAA ATA TAT ACG
Cas ATA CAT ACG
CAA ATA CAT ACG
CAA ATA TAT ACG
Gin - lle Tw  Thr lew Aw Asp
20

lys  Te

20

ACA [CCT: CAA AAT ATT ACT GAT TIG 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 TTG. TGT.GCA GAA: TAC CAC-AACACA
ACA CCT CAA AAT ATT-ACT.GAT TIG 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 TIG 'TGT GCA GAA TAC CAC AAC:ACA
ACA "CCT; CAA ‘AAT ATT ‘ACT “GAT. TIG TGT.GCA GAA TAC CAC AAC ACA
ACA - CCT 'CAA AAT ATT ACT GAT.TTG TGT: GCA GAA TAC CAC. AAC ACA
ACA OCT CAA-AAT ATT ACT GAT TTG TGT GCA' GAA TAC CAC AAC ACA
ACA- CCT' CAA AAT ATT ACT GAT TIG TGT GCA GAA TAC CAC AAC ACA
ACA COCT CAA AAT ATT ACT GAT TIG TGT GCA GAA TAC CAC AAC ACA
ACA CCT CAA AAT ATT ACT GAT TIG 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 TIG TCT GCA GAA TAC CAC AAC ACA
Thr Pro Gln Asn Jle Thr Asp Leu Cys Ala G Tyr His Asn Thr
1 10
€0

GAA TCT: CTA -GCT- GGA AAA AGA GAG ATG GCT ATC: ATT

GAA TCT CTA GCT. GGA AAA AGA GAG ATG GCT ATC ATT

GAA TCT 'CTA GCT GGA AAA AGA GAG ATG GCT. ATC ATT

GAA TCT CTA' GCT GGA AAA ‘AGA GAG ATG GCT ATC ATT

GAA TCT: CTA GCT- GGA AAA-AGA GAG. ATG GCT ATC ATT

GAA TCT CTA GCT GGA AAA AGA GAG ATG-GCT ATC.ATT

GAA TCT CTA GCT GGA:AAA AGA GAG ATG GCT ATC ATT

GAA TCT CTA GCT GGA AAA AGA GAG ATG GCT ATC ATT

GAA TCT CTA GCT GGA AAA AGA GAG ATG GCT ATC ATT

GAA TCT CTA GCT GGA AAA AGA GAG ATG GCT ATC ATT

GAA TCT CTA:GCT GGA AAA AGA GAG ATG GCT ATC ATT

GAA TCT CTA GCT GGA AAA AGA GAG ATG GCT ATC ATT

CT CTA GCT GGA AAA AGA GAG ATG GCT ATC ATT

CTA GCT GGA AAA AGA GAG ATG GCT ATC ATT

Ser Tyt Thr Ghi Ser lew Ala Gly lys Ag Glu Mea Als  lle Qe

3o 40

150 180

Figura 15. Secuencia de la subunidad B de la toxina colérica en cepas de Vibrio cholerae O1 que circulan en México.
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Figura 15, Secuencia de la subunidad B de la toxina colérica en cepas de Vibrio cholerae O1 que circulan en México (continuacion).
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Tabla 15. Diferencias en fa secuencia del gen cixB de la toxina colérica en cepas con
genotipo 111 aisladas cn la Republica Mexicana.

Muestra  Concentracién Posicién de la Posicién del Genotipo
de DNA base" aminodcido®
(fmol)
11 138 203 18 25 47
6706° 478 T T T Tyr Phe lle 1
1 132.8 T T T Tyr Phe lle 11
2¢ 119.3 T T T Tyr  Phe lle HI
14573 479 T T T Tyr Phe lle 11
25055 54.9 T ' T T Tyr Phe lle I
17830 76.3" T T T Tyr Phe lle I
14140 57.2 T T T Tyr Phe lle 1
23203 48 T T T Tyr Phe lle 1

2807. S T1.7 T T T Tyr Phe lle 484

!Screficrea la posncnon dc Ia basc cn la secucncia tomando cn cuenta como inicio af codon de
mlcnacnon pam cle

*Sc reﬁcrc a la posncnén del aminodcido cn la sccucncia de crxB (a partir dc la base 64).
.fCcpa dc rcfcrcnma aislada en Per.

dCaso indice.
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Tabla 16. Diferencias en la secuencia del gen cixi3 de la toxina colérica en cepas con
genotipo | aisladas en la Republica Mexicana.

Muestra  Conceatracién de Posicién de la Posicién del Genotipo
e DNA (fmol) base® aminodcido®

= 115 138 203 18 25 47
3514-88° 578 ¢ T ¢ His “Phe Thr i
32646 54.7 C T C His Phe Thr 1
299 49.8 C T C His Phe Thr I
54708 79 C T C His Phe Thr == 1
25950 55 cC T ¢ His Phe Thr 1

* Sc reficre a la posicion de la base en la sccucncia tomando en cuenta como inicio al codt')ﬁ de
iﬁiciacjén para ctxB. )
® Sc refiere a la posicién del aminoacido cn la sccuencia de crxB (a partir dc la base 64).

-¢ Cepa de referencia aislada en EUA en la zona del golfo.
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. 9. DISCUSION DE RESULTADOS

El diagnostico microbiologico del colera se basoé en la deteccion del agente causal

V. cholerae O1, a partir de 421 cepas aisladas de muestras humanas entre 1991-1994.

Dentro del diagnostico microbiolégico, de acuerdo a lo expuesto por Giono y col, la
caracteristica mas comtin de V. cholerae O1 en el medio TSI es ¢l comportamiento acido en
1a superficie y acido en el fondo (A/A), originado por la fermentacion de sacarosa y lactosa
en la superficie y la fermentacion de la glucosa en el fondo. El estado alcalino en la
superficic y acido en el fondo (K/A), ocasionado por la fermentacion de la glucosa en el

fondo solamente, rara vez se presenta’.

. Sin embargo, en los resuitados obtenidos, se observo que en el medio TSI el 57 % de
las cepas presentaron la caracteristica acido en la superficie y acido en el fondo (A/A), es
decir fermentaron los tres azicares. Al mismo tiempo el 43 % dec las cepas restantes
presentaron un comportamiento alcalino en la superficie y acido en el fondo (K/A)
fermentando s6lo a la glucosa. Debido a estos resultados cabe sefialar que el
comportamiento A/A y K/A se presenta de forma ligeramente proporcional en cepas
especificamente aisladas en la Repablica Mexicana durante ¢l periodo de 1991 a 1994,
contrastando a lo descrito por Giono y colaboradores en donde establece que esta conducta

es muy rara.

Segin. Kumate, Darnell y Janicott, durante la séptima pandemia del cdlera se ha

observado quela ma ':oria de las cepas de V. cholerae Ol se han caracterizado por ser del
1121 :

serotipo Inaba

,‘ »Dck::}ac’_ukckd’dk con los resultados derivados del ensayo, el serotipo Inaba predominé sdlo
—durahlq el 'bé'riédo 1991-1992, lo cual concucrda con lo seiialado por Kumate, Damell y
: Janiccoi. ;’ No obstante se observéd un cambio significativo al serotipo Ogawa durante ¢l
periodo de 1993-1994, Por lo que cabe seiialar que en México durante 1991-1994 no existe,

en rcalidad. un predominio del serotipo Inaba.
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El cambio de¢ serotipo de lnaba a Ogawa, que se manifesto durante 1991-1994 en la
Repiblica Mexicana se pude explicar tomando cn cuenta lo seiialado por Strocher, quien
establece que el cambio de Inaba a Ogawa puecde resultar a partir de una variedad de
alteraciones a nivel de una simple modificacion de bases cn el genc r/b7" ¢l cual crea un

prematuro codon de alto en este gen, resultando asi cepas Inaba r/b7 mutantes™.

Con relacion a la estandarizacion dc la técnica de PCR para el gen cixB de V. cholerae

O1 se pudo observar o siguiente:

Al optimizar la concentracion de los iniciadores ctx 9 y ctx 7, se observo que al utilizar
concentraciones altas de los iniciadores se favorecian las amplificaciones de regiones
inespecificas, por lo que fue nccesario disminuir la concentracion hasta 0.0625nM para

obtener una amplificacion optima en 50 pl de reaccion.

Por otra parte, fa concentracion obtenida en el ensayo no concuerda con lo sefialado por
Barrera e Innis, ya que establecen que para una reaccion de 100 pl la concentracion
k‘—x‘iceptaAbl'e'de cada iniciador oscila entre 0.05 a 1.0 pM (para una reaccion de 50 pl se
: cstablece una concentracion de 0.025 a 0.5 pM) 3738 observandose que la concentracion
: cxbyrcjrimc‘mal es menor a la tedrica. Esto se puede deber a las condiciones de sintesis de los
E viniéi;addres‘ y a las especificaciones que da el mismo fabricante.
i En ia estandarizacion de cloruro de magnesio (MgClz) se pudo comprobar que una
- concentracién alta de iones magnesio conduce a una baja especificidad. También se
.'éncontré que disminuir demasiado la concentracion de MgCl, puede conducir a un

"decaimicnto de la enzima al grado de que la amplificacion puede ser nula.

Segun Barrera e Innis para una reaccion de 100 pl se recomicnda utilizar una
L concentraéibn de MgCl; entre 0.5 a 2.5 mM ( por lo que para 50 p! de reaccion se requieren
~entre 0.25 y 1.25 mM) 3738 En {a prueba de estandarizacion de MgCl,, para una mezcla de

krcarckt‘:ién de 50 pl, se observo que la concentracion optima para la PCR fue de 4 mM de
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q e ppr cada
para 50 ul de

S se pudo observar que a concentraciones

ci6n _pero a concentraciones altas tiende a

ae Ol - con el t'n de

fue la toxina colenca si no algun otro. A estas epas 0 una PCR para identificar

oF

el gen cle de-las cuales solamente 4 cepas amphﬁcaron es decxr. exclusivamente
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cxpresaron el ge n CIx. 15 n cmbar;,o aunque se haya presentado el gen cfx4, el mecanismo

dela enfermedad probablemente no fue la toxina colérica, de acuerdo a lo establecido por

Kaper ya quc mencnona que ninguna de las subunidades de forma individual tienen

) acuvndad stgmf'cauva en ammales o sistemas celulares intactos''

; ,Pbr " 'S¢ encontré que el nimero y la distribucion de estados de la Repiblica
Mexlcana en los que se presento el gen cixf3, por medio de la PCR, varié constantemente

o dcpcndlendob del afio,

En el mapa correspondiente al aiio de 1991 se pudo notar que los casos registrados se
conccntrar‘on‘en el sur y parte del centro de la Republica Mexicana, abarcando a 14 estados,

y afectando aproximadamente al 45% de los-estados de la Republica en su totalidad.

En el afio de l99y2yel nimero de casos que presentaron el gen ctxB fue el mismo al de
1991, no Qbsfahte. se observé una distribucién mayor ya que se afectd a 26 estados (el 84%
de los estados de la Repiblica Mexicana) abarcando casi todo el sur, centro y norte del

pais.

‘En 1993 sc presentd el mayor nimero de casos durante este periodo, ademas se
encontro que la distribucion del gen disminuyé en comparacion con el afio anterior,
perjudicando tan solo a 23 estados (el 74 % de los estados de la Repiiblica Mexicana) del

sur, centro y norte del pais.

En el afio de 1994 tanto el nimero de casos como la distribucion disminuyd debido,
probablemente, a las medidas sanitarias que se llevaron a cabo en ese afio, pues solamente
el 61% de los estados de la Repablica Mexicana fueron afectados (19 estados en su

totalidad) distribuyéndose en el sur, centro y noreste de la Republica Mexicana.

Con respecto a la secuenciacion, se pudo establecer lo siguiente:
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Sec realizo la secuenciacion solamente a-14 cepas de Vi:cholerae O1; que fueron aisladas -

‘secuencia con rcspecto a Ia establcmda por Mekalanos tan solo en una postcton

extstcn lres tipos de’ genotipos -a partir del gen ctxB

xlna colerlca los cuales se clasifican en genotipo I al que

L subsllluclori de una base en las posiciones 115, 138 y 203%.

Enel ensayo se consiguio secuenciar las 14 cepas, lo cual fue benéfico ya que el costo
de ta secuenciacion es muy alto. Se logré detectar la substitucion de una base en las
posiciones 115 y 203 (aminoacido 18 y 47 respectivamente) en cinco cepas, revelandose la
presencia de dos diferentes genotipos, de acuerdo a lo indicado por Olsvik*®, el genotipo 1y

el genotipo 1L

Estos dos diferentes genotipos circulan en la Republica Mexicana, predominando el
genotipo Il proveniente de la séptima pandemia y la ultima epidemia en Latinoamérica. El
genotipo | se ha encontrado en cepas del biotipo Clasico de todo el mundo y cepas del

biotipo El Tor halladas en las costas del Golfo en Estado Unidos.
La aparicién del genotipo 1 en la Repiiblica Mexicana puede deberse al intercambio

comerclal que presenta México con Estados Umdos y otros paises, siendo, probablemente,

el Golfo de México la puerta de entrada.
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La técnica de PCR para la identificacion del gen ctxB8 de la toxina colérica tiene la
ventaja, cn comparacién con otros métodos, de scr automatizada, rapida, especifica y
sensible, ya que se puede obtener un gran nimero dc amplificaciones a partir de una

pequeiia concentracion 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, ademas de equipo, material, y reactivos exclusivos para esta técnica.

Su alto costo la hace poco accesible para algunos laboratorios.




CONCLUSION



10. CONCLUSION

Las cepas de V. cholerae Ol presentaron variaciones al crecer en ¢l medio TSI, el 57%
de las cepas fermentaron la sacarosa, lactosa y glucosa, observandose la caracteristica A/A
en el medio. El 43% de las cepas no fermentaron la sacarosa y lactosa, sélo fermentaron la

-~ glucosa en el fondo del medio, presentando la caracteristica K/A.

. Durante el periodo de 1991 a 1994 se observo un cambio imponante de serotipo de

- lﬁaba a Ogawa, en cepas de I. cholerae O1 en la Repiblica Mexicana.

La estandarizacion de la técnica de PCR que sc obtuvo en este ensayo permitié obtener

e identificar el gen ctxB3 a partir de cepas V. cholerae O1.

Las concentraciones dptimas de los reactivos que se obtuvieron para la amplificacion
del gen crxB de la subunidad B de la toxina colérica (para un volumen total de reaccion de
50pl) fueron: 0.065 nM de cada uno de los iniciadores ctx 9 y ctx 7, 4 mM de MgCl,, 0.02
M de la mezcla de dNTP’s, 2.5:U de la enzima taq polimerasa, una concentracion de 1X
del regulador de PCR y delX ]0s a'1 X 10° bacterias/ ml para el DNA molde.

Las condi‘c'ibnesd amplit"'lc‘gctékn‘ fueron de: 25 ciclos a 94 °C por 30 segundos, 55 °C

_por 30’seg‘undos y7 por_«jof ség;mdos.

se presentd la mas alta distribucion del gen crxB, ‘en-la Repiiblica

estado:

El ’vt‘:sla . ,é méfyér nﬁfncro de casos duranﬁ; el pe_rjodo,de 1991 a 1994 fue

Chiapas.

" Las principales zonas en las que se localizé el gen ctxB durante 1991 a 1994 fucron ¢l

“centro y sur de México.
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La PCR que amplificd e identifico el gen cixB de la subunidad B, sumado con la
secuenciacion, permitid cncontrar diferencias genotipicas en cepas de V. cholerac Ol

circulantes en México durante ¢l periodo de 1991 a 19994,

Se revelo la existencia de dos genotipos de ctxf3 circulando en la Repuablica Mexicana,

el genotipo 1y el genotipo 111

Se observo que el genotipo 111 predomina en el pais, ya que proviene de la ultima

epidemia en Latinoamérica.

El genotipo 1 se ha localizado anteriormente en cepas del biotipo Clasico y en cepas
procedentes de las costas del Golfo en USA, por lo que la aparicion del genotipo I en

Meéxico, posiblemente sc origine a partir del intercambio comercial.

La aparicion de estos dos genotipos confirmé la diversidad de cepas de V. cholerae Ol

que se encuentran presentes en México.

Con cste estudio, tomando en cuenta a ctxB, se obtuvo una clasificacion genética de las

cepas que circulan en la Republica Mexicana.

Al tomar cn cuenta csta clasificacion genética, posiblemente, se podra en un futuro
examinar si algin caso confirmado de Vibrio cholerae Ol, es un caso importado o

autdctono,

Es probable que al tener una ideca del origen de la cepa, se pueda conocer la ruta
epidemiologica que siguc la enfermedad y en consecuencia, tomar las medidas necesarias

para su control y crradicacion.
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ANEXO 1

PREPARACION DE SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO

EDTA 0.5M pH 8 (ETILENDIAMINO TETRA-ACETATO DE SODIO)

* Se adicionaron 186.1 g de EDTA disodico. 2H20 en 800 m! de agua.

=  Se ajustd a pH 8 con NaOH IN.

» Sec afor6 a 100 ml con agua.

= Ademas se esterilizo y almacené a temperatura ambiente.
REGULADOR DE TAE 50 X (TRIS ACETATO EDTA)

= 57.1 mi de acido acético

= 242 g de tris base (hidroximetil) metilamina

» 100mide EDTA 0.5 M pH8.

Sc agregd todo en un matraz volumétrico y se adicioné agua hasta 1000 ml. Se

almaceno a temperatura ambiente. Toda el agua que se utilizd para preparar las soluciones,
fue destilada, filtrada y esterilizada.

REGULADOR TAE 1X

A 20 ml de TAE 50X se le agrego agua aforandose a 1000 ml
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BROMURO DE ETIDIO (SOLUCION STOCK 10 mg/ ml)

» Sedisolvio lg de bromuro de etidio en 100 ml de agua.
= Se pasd la solucion a un frasco ambar.

» Este compuesto se manejo solo con guantes.

GEL DE AGAROSA 2% EN TAE IX

» Se pesaron 0.6 g de agarosa ] )
= La agarosa se disolvid en 30 ml de regulador TAE 1X en un frasco con tapon de
rosca: Se aflojo el tapon antes de calentar. s
» - Se calenté en horno de microoﬁdas. 3 ciclos dufanté 1 min cada uno a 70% de
boten(’:ia. »
= La agarosa se dejo enfriar a 55-60 °C y se le adiciono 1.5 pl de bromuro de etidio,
. se homogenizo y se deposito al contenedor.

= - Se dejo gelificar.

REGULADOR DE CORRIMIENTO 10X

= (.25 % azul de bromofenol
= 0.25% xilencianol
* 30% de glicerol en agua

Se almaceno a temperatura ambicnte.
MEDIO TCBS (AGAR TIOSULFATO, CITRATO, BILIS, SACAROSA)**?

Extracto de levaduras

Peptona de caseina

Peptona de carne
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Citrato de sodio
Tiosulfato de sodio
Bilis de buey
Sacarosa

Cloruro de sodio

Citrato férrico

Azul de bromotimol ... b 004 g
AZul de timol s e e e 0.04 g
ABAT e e ettt a e srarse e er e e ISg
Agua destilada e 1000 mi

Este tipo de medio se tuvo que preparar inmediatamente antes de usarse. Todos los
ingredientes se disolvicron y se calento hasta ebullicion. Se ajustod ¢l pH a 8.6. Se enfri6 a
55 °C y se llenaron las cajas petri estériles. Este medio no sc esterilizo en autoclave. Se
almaceno solo de 24 -48 horas, en bolsas de plastico y en refrigeracion (4-10°C).

CALDO DE TRIPTOFANO O DE PEPTONA™

Peptona

Cloruro de sodio
Triptofano B
Agua destilada ... ettt et et eebea st sene se e sanensnreaate 1000 ml

Se hidrataron los ingredientes con agua destilada y se calenté suavemente hasta su
disolucién. Se repartio aproximadamente 4 ml en tubos de vidrio de 13 X 100 con tapén de
rosca y esterilizo a 121°C, 15 libras de presion durante 15 minutos.

Se dcjo enfriar antes de su empleo y se conservo en refrigeracion (4-10 °C).
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MIO (medio indol ornitina)*?

Extracto de levadura
Peptona

Triptona

L-omitina

Dextrosa

Agar

Parpura de bromocresol

Agua destilada
pH final 6.5 + 0.2

Los ingredientes se hidrataron con agua destilada y se calenté suavemente hasta su
disolucion. Se distribuyé 4 ml del medio en tubos de 13 X 100 con tapon de rosca y
esterilizd a 121 °C, 15 libras de presion y durante 15 min. El medio se dejé enfriar en
posicion vertical y conservo en refrigeracion.

REACTIVOS PARA DEMOSTRAR LA PRESENCIA DE INDOL??

* REACTIVO DE EHRLICH

p-dimetilaminobenzaldehido ..................ccccoooiiiiiii s 2g
Alcohol etilico absoluto ... 190 mi
HClconcentrado: = .o 40 ml

* 'REACTIVO DE KOVACS
“p- dlmetllammobenzaldehldo Fereieuere et st eeanar et e e dre s ese e e eraaaas e aenetenaanes 10g

: Alcohol amlllco o nsoamlhco ................................................................... 150 ml

vaCl concenlrad )
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Se’ dlsolvno eI aldehido en el alcohol y se agrego lemamcnte cl aCIdo a la mczcla

aldehldo-acxdo

REACTIVO PARA OXIDASA™?

N,N,N,N, tetrametil o-fenilendiamina ...........cc.ivivieeiinnercienenseeeeeiannnen lg
Aguadestilada 0 e 100 ml

AGAR DE HIERRO LISINA (LIA)

Peptona s e 5g
Extracto delevadura e e e 3g
GIUCOSE e sy e s et o g
L-lisina i e 10g
Citrato férrico-amoniCo .t 05g
Parpura debromocresol e 0.02g
Tiosulfato de sodio (anhidro)  .....c.iccoiiiiciioniiiccncee e, 004 g
Agaf L : ‘ L15¢g
Agua destilada s .... 1000 ml

pH final = 6.7 +0.2.
' Aininoécidoé o
Se a}._,rc&,aron 10 8 (concenlracnon ﬁnal 1%) de Ia forma levo del ammoamdo (hsma

ornmna ‘o argmma) Se dupllco la conccntracnon cuando se empled la forma dextro- I, ya

que sélo Ia forma levo es acuva
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“se’ hldrato o mcdlo y se calcmo para dxsolver los mg,redlenles Se’ reparucron
aproxlmadamcnte 3 ml del medio en tubos de 13 X 100 con tapon de’ rosc : Se estcnllzo a

12i°C, 15 llbras 15 min, y se dejo enfriar en posicion vertical. Para su’ conservaclon se

refrigero.

AGAR DE HIERRO Y TRIPLE AZUCAR (TSI)*?

Peptona de carne® ... 10g
Peptona de caseina™ ... e SPEEIEN 10g
Cloruro de SOdI0 ..oeiiiiiccir e e cae s 5g
LaCloSa e sas s s b e e a e e 10g
SHCAMOSA e et sr e e et b n 10g
Glucosa .................................................................................. lg
Agar : " F T heeecsseeienes :
RO_]O de fenol 0.025 g

' Sulfato ferroso :
.02g

.. 1000 m!

: Tlosulfato de sodio

Agua desulada
pH final de 7.3 £ 0.2

 *Estas peptonas se bﬁedéh sustituir por 2 g de polipeptona.

Se hldrataron y calemaron suavemente los ingredientes hasta su disolucion y se

agregaron 3 ml en tubos de 13:X 100 y se esterilizaron a 121 °C durante 15 min. Se dejo

enfnar en pos ion mclmada (pico de ﬂauta) con una capa basal profunda. Se almacenaron

en ref‘ng,cracnon
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52,53

CALDO INFUSION DE CEREBRO CORAZON (BHI)

Infusion de cerebro detemera ... e 200 g
Infusion de corazon de res ..o 250 g
Peptona i s s e 10g
DexXtrosa s s e e e 2g
Clorurode sodio e Sg

Fosfato disodico

Agua
pH final 7.4 + 0.2

Se suspendi6 el medio en el agua y se calentd para su disolucion. Se envasé en tubos de

13 x 100 mm y esterilizd a 121 ° C durante 15 minutos.

SOLUCION SALINA AL 0.85 % (FISIOLOGICA)®

Cloruro de sodio ............ 85g
Agua chp. et e e e 1000 mi

Se disolvio el cloruro de sodio en 500 ml de agua y se aforé a 1000 ml. Se ajusto eI pH o

a7.2 +0.1. Se envaso y esterilizo a 121 © C durante 15 minutos.
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ANEXO 11

ABREVIATURAS
A Adenosina
A Angstrom
Ace Toxina accesoria
ace Gen que codifica a la toxina Ace
ADP Adenosina 5’-difosfato (adenosina difosfato)
AMPc Adenosina 5’-monofosfato ciclico (acido adenilico)
ATP Adenosina 5’-trifosfato (adenosina trifosfato)
‘BAB Agar base sangre
bp Pares de bascs
C Citosina
°C Grado centigrado
CT Toxina colérica
ctxA Gen que codifica a la subunidad A
cixB.. Gen que codifica a la subunidad B
ddNTP’s didesoxinucleotidos
DNA Acido desoxirribonucleico
dNTP’s Desoxinucledtidos
EDTA - Etilendiamino tetraacetato de sodio
EGA k Electroforesis en geles de agarosa
EGAD Electroforesis en geles de agarosa desnaturalizantes
ELISA Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas
ETEC Lscherichia coli enterotoxigénica
fmol Fentomol
g Gramo
G Guanina
GM, Gangtliasido GM,, receptor para la toxina colérica
GTP Guanosina 5’-trifosfato
hiyA Gen que codifica a la hemolisina
kDa Kilodaltones
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LIA

min
MiO
mil
mM
~ NAD
njﬁol )
32p
PCR
pH
PM

pmol -

pm
seg
SLT

uv

V. cholerae Ol
Zot

zot

%

Agar de hierro y lisina

Molar

Minuto

Medio movilidad indol omitina
Mililitro

Milimolar

Nicotinamida adenina dinucle6tido
Nanomol

Fosforo 32

Reaccion en cadena de la polimerasa
El grado de acidez o alcalinidad de una solucién (-log H'D
Peso molecular

Picomol

Acido ribonucleico

Revoluciones por minuto

Segundo

Toxina Shiga-Like

Toxina estable al calor

Timina

Tris acetato EDTA

Agar tiosulfato, citrato, bilis, sacarosa
Agar hierro y triple azicar

Unidad

Microlitro

Micromolar

Ultravioleta

Vibrio cholerae O}

Toxina que afecta la zonula ocludens
Gen que codifica a la toxina Zot

Porciento
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