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Resumen

El célera es un problema global de salud y a pesar de que hace mas de un siglo se descubrié
el microorganismo causante del problema en la actualidad el colera sigue siendo una de las
enfermedades infecciosas mas importantes de las regiones en desarrollo.

La investigacion epidemioldgica y los avances en la caracterizacion molecular de Vibrio
cholerae, han generado nueva informacién que permite explicar los cambios genéticos y
epidemioldgicos que ayudan a las autoridades de salud a determinar las vias de transmision
de la enfermedad y establecer las medidas de control mas utiles y de mayor corto beneficio
para combatir la enfermedad.

El estudio de Vibrio cholerae utilizando técnicas de subtipificacién molecular ha
introducido un cambio considerable en la vision del microorganismo y de la enfermedad,
afectando la bacteriologia y epidemiologia del célera.

Con objeto de estudiar la relacion genética entre cepas de Vibrio cholerae pertenecientes a
diferentes serotipos aisladas de humanos y del ambiente se realizé un estudio para
determinar los genotipos multilocus de 397 cepas de Vibrio cholerae. Estas 397 cepas
incluian las primeras 143 cepas tipo de un total de 193 que forman el sistema de referencia
serolégica para Vibrio cholerae (5, 6). El resto 1o conformaban 10 cepas del serogrupo O1
provenientes de los Centros de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) en Atlanta
Georgia, EUA y 244 cepas de Vibrio cholerae aisladas en México y Guatemala. De estas
244 cepas, 230 (58% del total) pertenecian a 59 serogrupos y las 14 cepas restantes no
pudieron ser tipificadas con el esquema actual. Las cepas aisladas en México y Guatemala

representaron el 30% de la diversidad de serotipos presentes en el estudio.

Se analizaron 17 loci genéticos en cada cepa. Todos los loci fueron polimdrficos, y se
encontrd un total de 279 ETs en las 397 cepas estudiadas, distribuidos en dos divisiones

principales (I y II). Estos resultados sugieren que la poblacion estudiada fue muy diversa.

La divisién I, integrada por la mayoria de las cepas de Vibrio cholerae estudiadas estuvo
formada por 6 grupos (subdivisiones Ia-If), siendo la subdivision Ia la que agrupd el 76%

de los Ets (214 Ets) pertenecientes a 316 cepas. A pesar de la evidencia encontrada sobre la



frecuente recombinacién en esta poblacion, se determinaron lineas clonales que pueden
persistir por afios y aiin hasta por décadas. Ademas del conglomerado que formaron las
clonas pandémicas de los serogrupos O1/0139, este estudio identificé lineas clonales de

cepas de Vibrio cholerae no O1 distribuidas en diferentes continentes.

También se identificaron cepas con el mismo tipo electroforético (ET) pero pertenecientes a
diferentes serogrupos, tal es el caso de las clonas de los serogrupos O37 y 0102 aisladas en
1969 en India y en 1988 en China respectivamente, las cuales estuvieron cercanamente

relacionadas con las clonas epidémicas O1/0139.

La amplificacion del operén RNA ribosomal de Vibrio cholerae generé un producto de
aproximadamente 4300 pb. Estos productos de amplificacion fueron digeridos con Hinfly
se obtuvieron 4 perfiles de restriccion o PCR-ribotipos (PCR-ribotipo A, B, C y D) (50).

Dos de los PCR-ribotipo (B y C) se distribuyeron en todo el dendograma, lo cual sugiri6
que hubo recombinacidén entre ellos, mientras que el conglomerado donde se localizaron las
cepas de Vibrio cholerae O1 aisladas durante epidemias y las cepas de los serogrupos 0139
y 037 estuvo formado por el PCR-ribotipo C tinicamente, lo que sugirié que este perfil
tiene estabilidad o poca recombinacion del operon RNA ribosomal y su espacio

intergénico.

La variacién que se encontré en los perfiles de PCR-ribotipos en las cepas estudiadas fue
muy baja. El alto grado de conservacion de los PCR-ribotipos fue sorprendente
considerando la gran diversidad de serogrupos, zonas geograficas, fuentes de aislamiento y

afios en que se aislaron las cepas de Vibrio cholerae utilizadas en el presente estudio.

i



Introduccion

El colera representa un problema global de salud que debe ser combatido a través de una
accion conjunta. Las normas internacionales de salud exigen que la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) sea notificada inmediatamente cuando surja un brote de célera en un
area previamente libre de la infeccion y que todos los casos confirmados o sospechosos

también sean notificados (1).

A pesar de que hace més de un siglo se descubri6 el germen causante del problema, el
colera sigue siendo una de las enfermedades epidémicas mas importantes en diversas

regiones del mundo en desarrollo.

El célera es consecuencia de la colonizacion intestinal por cepas toxigénicas de Vibrio
cholerae Ol. Existen dos biotipos de este microorganismo, clasico y El Tor. Basado en las
diferencias del antigeno somatico cada biotipo incluye cepas de tres serotipos: Ogawa,
Inaba e Hikojima. Desde 1817, hasta la fecha, se han reportado siete pandemias; la ultima,
que continta hasta este momento, comenz6 en 1961 y es causada por Vibrio cholerae O1

biotipo El Tor.

La quinta y sexta pandemias fueron causadas por Vibrio cholerae O1 biotipo clasico,
mientras que la etiologia de las primeras cuatro pandemias es imposible de precisar (2). A
partir de 1992, un nuevo serotipo de Vibrio cholerae el O139 surgié como una amenaza
epidémica en el sureste de la India y la bahia de Bengala. Este nuevo serotipo toxigénico
produce una enfermedad cuyas caracteristicas clinicas son indistinguibles del célera
producido por infeccion con Vibrio cholerae O1 clasico o El Tor. A la fecha se han
reportado cerca de 200 serotipos de Vibrio cholerae, de los cuales inicamente los dos antes

mencionados se han asociado con epidemias de cdlera (3).

La asociacion entre esta enfermedad y el agua fue largamente sostenida por tradiciones

populares, pero no fue hasta la década de 1850, cuando que John Snow, estudio un brote de



colera en Londres y establecid, por primera vez el vinculo epidemiolégico entre la

enfermedad y el agua para consumo humano (3).

La infeccion se puede prevenir de manera segura a través de medidas bésicas de sanidad y,
sobre todo, con el control del abastecimiento de agua potable y drenaje para toda la
poblacién. El agua continua siendo el vehiculo mas importante para la transmision de la

enfermedad; ademads de ciertos alimentos que pueden también diseminar el colera (1).

Los portadores asintomaticos de Vibrio cholerae O1 en periodos interepidémicos son raros
y la bacteria no es capaz de colonizar a otros mamiferos pero si existen reservorios
ambientales, en especial el agua de mar en ciertas regiones del mundo como el Golfo de

Bengala o el Golfo de México en el sur de los Estados Unidos (1,2).

La epidemiologia del cdlera es una interaccion entre las propiedades bioldgicas y ecologicas
del Vibrio cholerae y los complejos patrones de comportamiento humano en ambientes que,
por razones climaticas o de pobreza, permiten la transmision del germen de un humano a

otro.

La investigacion epidemiologica y los avances en la caracterizacién molecular de Vibrio
cholerae han generado nueva informacion que permite explicar cambios genéticos y
epidemioldgicos que pueden ayudar a las autoridades de salud a determinar las vias de
transmision de la enfermedad y establecer las medidas de control més utiles y de mayor

costo beneficio para combatir la enfermedad (1, 2).

El estudio de Vibrio cholerae utilizando herramientas moleculares ha introducido un
cambio considerable en la vision que se tiene sobre la bacteria y enfermedad, con impacto
en la bacteriologia y epidemiologia del colera. En el presente estudio se utilizo el analisis de
la movilidad electroforética de enzimas (electroforesis de enzimas multilocus MLEE), asi
como ribotipificacion a través de la PCR, para investigar la variacion alélica, la diversidad y

relacion genética entre cepas de Vibrio cholerae, asi como su relacion con las clonas



epidémicas Ol y O139. Para tal fin se estudiaron un gran numero de cepas de Vibrio
cholerae Ol y no- Ol de interés médico y epidemioldgico aisladas entre 1932 y 1995 en

México y en diferentes partes del mundo.



Antecedentes

1.1. Caracteristicas de Vibrio cholerae

Los miembros de este género son bacilos curvos o rectos, gram negativos, anaerobios
facultativos, moviles por flagelos polares y no esporulados. La mayoria son bacterias de
vida libre: su habitat es predominantemente ambientes salinos, tales como estuarios o
mares. En 1965, Véron (2, 4) propuso una nueva familia, la Vibrionaceae, en un intento de
agrupar a aquellos géneros cuyas especies fueran oxidasa positiva y mévil por un flagelo
polar. La familia Vibrionaceae estd integrada por los géneros Enhydrobacter,
Photobacterium, Aeromonas, Plesiomonas y Vibrio, de los cuales los tres ultimos son
reconocidos como causantes de jnfecciones en humanos. Diez miembros del género Vibrio

se han asoclado con enfermedades en humanos (Tabla 1).

Tabla 1. Especies de Vibrio asociadas a enfermedades humanas

Especies Enfermedad
U cholerde Colera, o diarrea tipo colera gastroenteritis, infeccién tejido
blando
V. mimicus Diarrea tipo cdlera
V. parahaemolyticus Gastroenteritis, infeccion tejido blando
V. fluvialis Diarrea
V. furnissii Sospecha de diarrea
V. hollisae Diarrea
V. algynolyticus Infecciédn tejido blando
V. damsela Infeccidn tejido blando
V. vulnificus Septicemia, Infeccién tejido blando
V. metschnikovii Posible oportunista




En 1935, Gardner y Venkatraman (2, 4), realizaron la primera clasificacion de Vibrio
cholerae basada en la tipificaciéon de sus antigenos somaticos (O). Las bacterias se
clasificaron inicialmente en 6 serogrupos, asignando el serogrupo O1 al vibrio relacionado
con el colera. Ademas del antigeno somatico (O) los vibrios poseen un antigeno flagelar (H)

el cual es idéntico para todos los miembros de especie.

Dentro del serogrupo Ol existen tres formas antigénicas o serotipos (basados en las
diferencias de los componentes del polisacarido del antigeno somatico) designadas como
Ogawa, Inaba e Hikojima segun su férmula antigénica AB, AC y ABC, respectivamente. A
su vez, Vibrio cholerae Ol se divide en dos biotipos: Clasico y El Tor, que difieren entre si
por pruebas de hemoaglutinacién de eritrocitos de pollo, hemélisis de eritrocitos de carnero,
sensibilidad a bacteriofagos (Clasico IV y El Tor V), la reaccion de Voges—Proskauer (VP)
y su susceptibilidad a polimixina B (4).

En afios posteriores, Sakazaki ef al. (4) y Shimada ez al. (5) extendieron el sistema de

clasificacién seroldgica y establecieron un esquema de serotipificacién que consistia en 83

Serogrupos.

En 1994, Shimada ef al. (5) ampliaron este esquema hasta el serogrupo O140 y reportaron
la existencia de dos serogrupos particularmente importantes, el O139 o tipo “Bengal”
causante de una epidemia parecida al célera en el sureste asidtico a finales de 1992 y el
serogrupo 0140 6 “Hakata”, el cual poseia solamente el factor antigénico C (presente en

serotipo Inaba), pero carecia del factor A, el cual era especifico para Vibrio cholerae Ol.

Yamai et al., en 1997 (6) ampliaron nuevamente el esquema de serotipificacidén a mas de
190 serogrupos. Existen unicamente cuatro laboratorios en el mundo en donde se realiza Ja
tipificacién completa de antigenos somaticos de Vibrio cholerae. Uno de ellos es el de la

Facultad de Medicina de la UNAM, en donde se realizé el presente estudio.



1.2. Historia

Vibrio cholerae Ol es el agente etioldgico del colera; infeccidén gastrointestinal aguda y
grave que se caracteriza por la aparicidn brusca de diarrea acuosa abundante, vémitos y

deshidratacién rapida que puede causar la muerte en pocas horas (7).

El célera es una de las enfermedades epidémicas que ha sido parte integral por mas de 2000
afios de la historia politica y social de la humanidad. Existen descripciones de la

enfermedad en antiguos escritos griegos, sanscritos y chinos (2).

La historia moderna del célera comenzé en la India en 1817 de donde parti6 la primera
pandemia (1817-1823). La enfermedad se diseminé de la India a la peninsula ardbiga,
probablemente por soldados enviados de Bombay a Oman. Posteriormente se extendid al
Medio Oriente y a Rusia. La diseminacion al Oriente, a través de Birmania, Tailandia y las

Indias Orientales llegd, por ultimo, a China y Japon.

La segunda pandemia (1829-1851) comenz6 en Rusia y lugares aledafios del Asia central.
Se diseminé hacia Europa, incluyendo el Reino Unido. Un segundo foco comenzé en la
Peninsula Arabiga, probablemente asociada con la llegada de peregrinos a La Meca, y de
ahi se diseminé al norte y este de Africa y a Europa al regreso de los individuos a sus

lugares de origen. En 1832, la pandemia se extendié a Norte América y a Australia.

En México, la enfermedad llegd procedente de Europa en 1832, a través de inmigrantes
infectados y se extendid por todo el territorio hasta Juchitan, Chiapas en donde se reporté el

ultimo caso en 1883 (7).

La tercera (1852-1859), cuarta (1863-1879) y quinta (1881-1896) pandemias siguieron
patrones similares al de Ja segunda. Epidemiologicamente es dificil determinar si las
pandemias fueron el resultado de la diseminaciéon geografica del microorganismo o bien de

brotes independientes causados por la misma bactena (2).



En 1854, durante la epidemia de cdlera;, en Florencia, ltalia, Pacini (3) describié por
prnimera vez al microorganismo como el Vibrio gram negativo en forma de coma (comma
bacillus) responsable del colera. Pacini realizé estudios detallados sobre la etiologia del
colera, describié la destruccién que sufre la mucosa intestinal durante la enfermedad y
asignd este efecto a la bacteria. Establecié claramente que el Vibrio era el agente
“especifico” causante de la enfermedad e insistié que esta era contagiosa, 1dea que durante

esa época estaba bajo disputa. Sus resultados e ideas fueron ignorados por 30 afios.

Durante el siglo XIX dos descubrimientos cientificos llevaron a un mejor entendimiento del
colera. En 1849, John Snow demostro que el colera se diseminaba por agua contaminada y
en 1883, Robert Koch, durante sus trabajos en la India y Egipto, volvié a demostrar que la
enfermedad era causada por un organismo en forma de coma (coma-bacilo), al cual
denominé en 1884 vibrio cdlera. Ese mismo afto, Koch propuso que el agente responsable
de la enfermedad producia “un veneno especial” que actuaba sobre el epitelio y que los
sintomas del colera podian deberse “esencialmente a este envenenamiento”. Esta hipdtesis
fue corroborada 75 afios después por dos grupos de investigadores que trabajaban en Ja
India, los cuales describieron una toxina enterotoxigénica producida por cepas de Vibrio

cholerae O1(8, 9).

Se conoce que la quinta y sexta pandemias fueron causadas por Vibrio cholerae O1 biotipo

clasico; no asi la etiologfa de las primeras cuatro pandemias que es imposible de precisar

(9).

La sexta pandemia (1899-1923), caracterizada por un aumento de casos de cdlera en la
India, se diseminé inicialmente a Arabia y Medio Oriente. Durante esta epidemia se
describid por primera vez en 1904 el Vibrio cholerae Ol biotipo El Tor, aislado de casos de
célera provenientes de los campamentos en cuarentena en el Sinai. En Europa y Rusia, la

enfermedad se disemind como parte de las guerras internas y de la primera Guerra Mundial.



De 1926 hasta principios de la séptima pandemia en 1961, continuaron presentandose

brotes de célera en India, Medio Oriente, el sudeste Asiatico y China (2).

En 1905 se aislaron las primeras cepas con biotipo El Tor causantes de la séptima
pandemia. Estas cepas se obtuvieron de peregrinos que habian fallecido como consecuencia

del célera en un campo de cuarentena denominado “El Tor” cuando regresaban de La Meca.

No fue hasta 1961 en que el biotipo El Tor alcanzé potencial epidémico disemindndose de
Indonesia a otros paises de Asia, marcando asi el inicio de la séptima pandemia la cual

continla hasta la actualidad (9, 10).

En 1959, De (11), trabajando en Calcuta, inyect6 filtrados estériles de cultivos de Vibrio
cholerae O] a asas ligadas de intestino de conejo, lo cual produjo una gran acumulacién de
flutdo, comprobandose asi el efecto enterotdoxico del germen. Ese mismo afto, Dutta ef al.
en Bombay (11, 12), demostraron que la ingestién de lisados estériles de Vibrio cholerae
Ol producian diarrea fatal en conejos infantes. Diez afios después, Finkelstein y Lo
Spa'lluto (9) purificaron esta toxina, lo cual permitié que muchos investigadores pudieran

estudiar la estructura, el receptor y el modo de accién de esta proteina bacteriana.

Por una década, la séptima pandemia estuvo confinada al Asia y al Medio Oriente, a partir
de 1970 se diseminé a Africa y al sur de Europa. En 1973 se reporté un caso de célera, (el
primero en el Hemisferio Occidental desde 1911), asociado a una cepa del serotipo Inaba E]
Tor adquirida en Puerto La Vaca, Texas, y en 1978 se reportaron otros casos de la
enfermedad en Louisiana asociados con el mismo microorganismo (10). En 1981, se
reportd un brote asociado con la cepa de la misma pandemia en 16 personas que habian

consumido mariscos crudos provenientes del Golfo de México (10).

Dos afios después, en 1983, se reporté un caso de colera en un turista estadounidense que
habia visitado Cancun, México, de cuyas heces se aislé Vibrio cholerae Ol Inaba Clasico

(7). Estudios posteriores no mostraron la presencia de mas casos en esa localidad ni en el



resto de México, inicidndose asi un sisterma activo de busgueda de }a bacteria en diferentes

laboratorios del pais.

En 1983, Levine et al. (9), observaron que la ingestiéon de 25 pg de toxina colérica
purificada, administrada por via oral a voluntarios humanos era capaz de producir una
perdida de 20 litros de heces con apariencia de agua de arroz y que aun la ingestién de una
minima cantidad de esta toxina (5ug) podia dar como resultado la pérdida de | a 6 litros de
agua en el intestino. Estos resultados confirmaron el papel de la enterotoxina (“‘el veneno
especial” descrito antes por Koch) producida por Vibrio cholerae como el factor

determinante de la hipersecrecion intestinal descrita como diarrea acuosa severa durante la

enfermedad.

La séptima pandemia hizo su apariciéon en Sudameérica en 1991, cuando se reportaron los
primeros casos de cdlera en Perd asociados al aislamiento de Vibrio cholerae O1 biotipo El
Tor (9). En enero de ese afio se reportaron 480 000 casos de célera y hubo mas de 3000
muertes en ese pais. La enfermedad se diseminé por todo el continente a una velocidad de
un pais por mes, afectando tanto a viajeros como los a habitantes autctonos de esas zonas

(13, 14).

El 12 de junio de 1991 se confirmé el primer caso de cdlera en México, en la comunidad
de San Miguel Totolmoya, municipio de Sultepec en el estado de México. A partir de esa
fecha casi todos los estados de la Republica Mexicana presentaron casos de colera

confirmados bacteriologicamente (9).

En contraste con todo lo anterior, la importancia médica o epidemioldgica de cepas de
Vibrio cholerae pertenecientes a serotipos distintos del O1 se ha relacionado unicamente
con casos esporadicos de diarrea en humanos sin el potencial aparente para producir
epidemias. En octubre de 1992 se report6 un brote importante de una enfermedad idéntica
al colera, asociado con el aislamiento de Vibrio cholerae de serotipo O139. De India y

Bangladesh se disemind rapidamente a Pakistan, Nepal, Tailandia, Malasia y China,



mostrando un comportamiento epidémico no visto con anterioridad para Vibrio cholerae de
serotipos no Ol. En pocos meses se reportaron miles de casos asociados con esta bacteria
con una mortalidad muy simtilar al célera producido por infeccién con Vibrio cholerae Ol

clasico (15,16, 17).

Los estudios seroldgicos mostraron que estas cepas pertenecientes a un Serogrupo
previamente desconocido, designado O139 o “Bengal” por el lugar donde se habian aislado
por primera vez, tenian la capacidad para producir cantidades similares de toxina colérica
que las cepas de Vibrio cholerae Ol; razén por la cual producian una enfermedad
indistinguible del célera (17, 18, 19). En [994, Cravioto et al. (20) reportaron que los
genotipos multilocus de cepas epidémicas de Vibrio cholerae O139 eran idénticos a los de
Vibrio cholerae O1 Ogawa biotipo El Tor, aislado en México durante la epidemia de 1991.
Estos datos, mas toda la evidencia anterior, mostraban que la cepa O139 era, en realidad, un

Vibrio cholerae Ol con cambios en su lipopolisacarido.

Posterior a este informe se publicaron otros estudios de analisis comparativos entre cepas
de Vibrio cholerae Ol y O139, los cuales mostraron que' las cepas O139 surgieron de una
cepa ancestral de Vibrio cholerae O1 biotipo El Tor que adquirié genes extermos mediante
fagos, plasmidos, transposones o rearreglos cromosomales (15, 21, 22). Por otro lado,
Stroeher et al. (23), sugirieron que ese Vibrio cholerae O1 biotipo El Tor ancestral permitid
una insercion de DNA genomico externo que contenia los genes especificos que
codificaban para el antigeno O139; el cual simultaneamente, habia sufrido una delecién de
la mayor parte de sus genes que codificaban para el antigeno Ol, dando origen asi a esta

nueva clona epidémica.

1.3. Caracterizacion de Vibrio cholerae

Se han utilizado diferentes métodos para tipificar o caracterizar cepas de Vibrio cholerae,

incluyendo: serotipificacidn, biotipificacién, tipificacion con anticuerpos monoclonales,
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sensibilidad a bacteriofagos, tipos de fimbrias, resistencia a antimicrobianos, electroforesis
de extractos proteicos, electroforesis de proteinas de membrana externa y varios tipos de

perfiles o “huellas digitales” de carbohidratos, lipidos u otras moléculas quimicas.

El analisis de perfiles de plasmidos fue una de las primeras herramientas que se utilizaron
para subtipificar cepas de Vibrio cholerae, cuyos resultados fueron muy limitados en Vibrio

cholerae O1 aparentemente por la falta de plasmidos en estas cepas (9).

Debido a que estas técnicas son fundamentalmente de tipo fenotipico es dificil, sino
imposible, relacionarlas con la variacién alélica de genes especificos; por tal motivo su uso
no ha permitido que la informacién que ofrecen sea atil para el andlisis de la estructura

genética de esta poblacién bacteriana (24).

Una de las primeras técnicas de subtipificaciéon molecular que se utilizé en cepas de Vibrio
cholerae fue la hibridacion con sondas moleculares especificas de DNA por Southern blot
de fragmentos largos de restriccion (RFLPs) del cromosoma bacteriano, los resultados
permitieron detectar diferencias epidemniolégicas 1tiles tanto en el nimero como en la

localizacion cromosomica de genes (25).

Otros estudios de subtipificaciéon molecular (10, 25) de Vibrio cholerae utilizaron RFLPs de

vibriofagos localizados en el cromosoma y de los genes del RNA ribosomal (rrn).

A diferencia de [o anterior, el uso de técnicas como la electroforesis de enzimas multilocus
(MLEE) y la nbotipificacion (26, 27) durante los ultimos 20 afos han permitido estudiar la

variacion clonal en cepas de Vibrio cholerae O1l.

La técnica de enzimas multilocus (MLEE) permite el analisis de las diferencias en la
movilidad electroforética de miltiples enzimas celulares solubles en agua. La velocidad de
migracién de cada enzima durante la electroforesis estda determinada por la carga

electrostatica neta de la proteina relacionada con la secuencia especifica de aminoécidos; la



diferencia en la movilidad de cada enzima esta directamente relacionada con los alelos en el
focus estructural de la proteina en el cromosoma bacteriano. Esta metodologia ha sido
utilizada para estimar la estructura y diversidad genética en poblaciones naturales de una

gran variedad de especies bacterianas en estudios a gran escala (24).

Los operones de RNA ribosomal (rrn) en procariontes tienen una anatomia peculiar y muy
conservada. Codifican, con algunas excepciones, para tres RNAs ribosomales, en el
siguiente orden: 16S-23S-5S. Contienen también genes de RNA de transferencia (tRNAs),
asi como largas y complejas regiones regulatorias y regiones de espacios intergénicos (ISR),
estos ISR son espacios localizados entre los genes de un operon bacteriano que contienen
genes para tRNA y algunas secuencias blanco para la Rnasa IIl y otras sefiales de
reconocimiento requeridas para el proceso de transcripcidn. Estos operones de RNA
ribosomal (r7n) normalmente se presentan en multiples copias a lo largo del genoma
bacteriano (aunque también se han encontrado en megapldsmidos) y representa uno de los
mejores ejemplos de genes redundantes con una alta expresién durante el crecimiento de los

microorganismos (28).

El niimero de operones rrn en bacterias varia entre uno y once. Frecuentemente miltiples
operones contienen un mismo espacio intergénico (ISR), los cuales, en general, poseen una
estructura secundaria y habitualmente genes de tRNA, pero en algunos casos los ISRs
presentan secuencias extensas y variaciones en sus tamafios. Este polimorfismo ha sido
descrito entre los diferentes loci del 777 del mismo cromosoma y entre diferentes cepas (26,

29, 30).

Los ISRs, especialmente aquellos localizados entre los genes 16S y 23S, presentan mayor
variacidén genética que las regiones que codifican para el RNAr. Este polimorfismo en los
ISR los hace ttiles como cronémetros moleculares para medir filogenia de corto plazo, asi
como un buen marcador de los principales linajes de intraespecies. Recientemente, el
tamafio y variacién en las secuencias de los ISR del 16S-23S del rrn han sido utilizados

para discriminar entre diferentes géneros y especies de bacterias (26). Estas caracteristicas
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del rrn han hecho que se utilice con frecuencia en estudios taxondémicos, epidemiologicos o
de evolucién, asi como para subtipificar microorganismos pertenecientes a diferentes

géneros y especies.

La ribotipificacién es una metodologia utilizada para tipificar aislamientos bacterianos para
estudios epidemiolégicos. Se utiliza el r#n como sonda para detectar el polimorfismo de
fragmentos largos de restriccién del cromosoma (RFLP’s). Aunque la ribotipificacion es
precisa, su utilidad es limitada debido a lo laborioso de la metodologia y al tiempo
necesario para realizar el Southern blot y su andlisis. Debido a estas limitantes, se ha
disefiado una nueva metodologia, la PCR-nbotipificacién, como una alternativa a la
ribotipificacion tipica. En esta técnica se amplifica, a través de PCR, el espacio intergénico
que existe entre el 16S-23S del rrn, e] cunal se somete posteriormente a una restriccion

enzimatica (31).

Por otro lado, la electroforesis de campos pulsados (PFGE) probd ser la técnica mas
discriminatoria en el anélisis de los RFLP’s del cromosoma bacteriano y, por Ultimo el
avance mas rectente en las técnicas moleculares fue la secuenciacion def DNA, técnica que
se ha utilizado para secuenciar y comparar secuencias de genes de entre 10 a 100 cepas de

Vibrio cholerae (9).

1.4. Secuencia completa de los dos cromosomas de Vibrio cholerae

Entre cada pandemia Vibrio cholerae O1 vive en ecosistemas acuéticos. Todas las
caracteristicas fisicoquimicas (abidticas) y ecoldgicas (bidticas) de este tipo de sistemas
estan influidos dramaticamente por el clima. Se ha propuesto que dentro de este ecosistema
Vibrio cholerae presenta cinco estadios que comprenden su ciclo de vida: 1) la forma
independiente de libre movimiento en el agua; 2) la forma simbiética con el phytoplankton;
3) en calidad de comensal del zooplankton; 4) en estado viable no cultivable; y 5) formando

biocapas asociadas a superficies abi6ticas o a cimulos de quitina (32). De este modo, el



repertorio funcional del genoma del Vibrio cholerae Ol debe ser inusualmente amplio para
poderse adaptar a dos tipos de vida tan distintos: el intestino humano y los habitats
acuaticos, los cuales estan sujetos al clima determinando y a cambios en su micro-ambiente

(32).

La anotacion de ]a secuencia del genoma de Vibrio cholerae Ol subraya esta capacidad, en
particular la distribucidn de los genes con funcidn conocida, lo cual provee al
microorgarismo de indicios sobre como los dos cromosomas puede conferirle ventajas

evolutivas en habitats cambiantes (33).

Heidelberg ef al., en el 2000 (33) reportaron la secuencia de DNA de los dos cromosomas
de Vibrio cholerae O1 biotipo El Tor. Los autores determinaron que el genoma consiste de
dos cromosomas circulares de 2 961 146 pb (cromosoma 1) y de 1 072 314 pb
(cromosoma 2), que juntos codifican para 3 885 marcos de lectura abierta (ORF’s). La
mayoria de los genes reconocidos para funciones celulares esenciales, tal como la
replicacién y reparaciéon del DNA, transcripeidn, traduccidn, biosintesis de pared celular,
asi como los genes relacionados C(;n patogenicidad (foxR, ctx, tcp, LPS, antigenos de
superficie, sistema de secrecion) se encuentran localizados en el cromosoma grande (chr 1).
En contraste, el cromosoma pequetio (chr 2) contiene mas de la mitad (59%) de genes con
functones hipotéticas; en comparacién con el chr | que tiene menos de la mitad (42%). El
cromosoma 2 contiene, adem4s, un sistema de integrones (isla de integrones) y genes de
“adiccion” al huésped que cominmente se encuentran en plasmidos. Por tal motivo, chr 2
pudo haber sido, en su orngen, un megapldsmido que fue capturado por ancestros de
especies de Vibrio. Si bien muchos de los genes que el microorganismo necesita para su
crecimiento y viabilidad estan localizados en chr 1, otros genes esenciales para su funcién
normal, (por ejemplo genes que codifican para las proteinas ribosomales L20 y L35), estan

exclusivamente en chr 2.

Muchos de los intermediarios de vias metabdlicas estan codificados exclusivamente en este

cromosoma 2.

14



La mayoria de los genes de Vibrio cholerae son muy similares a los genes de E. coli (1 454
ORF’s), pero 499 de los ORFE’s de Vibrio cholerae tienen mayor similitud con genes de
otros Vibrio cholerae, sugiriendo duplicaciones recientes. La mayoria de los ORF’s
duplicados codifican para productos involucrados con funciones de regulatorias,
quimiotaxis, transporte y unién, transposicién, patogenicidad o proteinas putativas. Hay
también 105 duplicaciones con por lo menos uno de cada ORF en cada cromosoma,
indicando que ha habido entrecruzamientos recientes entre ambos cromosomas. La gran
cantidad de duplicaciones de genes involucrados en el comportamiento ‘“carrofiero”
(quimiotaxis y transporte de solutos) del Vibrio cholerae sugiere la importancia de los
productos de estos genes en la biologia y en la habilidad del Vibrio cholerae de vivir en
diferentes ambientes. Varios ORF’s con funciones aparentemente idénticas existen en
ambos cromosomas. Estos ORF’s fueron adquiridos probablemente por transferencia

horizontal.

Como ya se menciond, existen evidencias que sugieren que chr 2 fue originalmente un
megapldsmido capturado por especies ancestrales de Vibrio. Una evidencia a favor de esto
es el andlisis filogenético de homélogos del gen pard, un gen localizado cerca del ongen de
replicacién de los cromosomas 1 y 2. El gen pard de chr 1 se agrupa con otros parAs
cromosomales, mientras el gen parA de chr 2 se agrupa con parAs de plasmidos, fagos y
megapldsmidos. Es posible que el megaplasmido haya adquirido genes de diferentes
especies bacterianas antes de pasar a formar parte del material genético del ancestro de
Vibrio. La adquisicion de este megapldsmido ocurrié hace suficiente tiempo para que la
composicion y porcentaje de G+C entre los dos cromosomas sea similar (32). Ain no es
claro, sin embargo, porque el chr 2 no se haya integrado a chr 1. Tal vez, el chr 2 tiene una
funcion especializada importante que proporciona la presion selectiva evolutiva que elimina

los eventos de integracién cuando estos llegan a presentarse.
Heidelberg et al., (33) han sugerido que la distribucioén asimétrica de los genes en estos dos

cromosomas, da al microorganismo ventajas bajo ciertas condiciones ambientales, ya que

pueden sobrevenir diferencias en el nimero de copias de chr 1 y chr 2, lo que daria un
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incremento potencial en el nivel de expresion de genes del cromosoma que se encuentran en
mayor numero. Esta hipodtesis (que actualmente con el advenimiento de la gendmica
funcional puede ser probada), predice que chr 1, principalmente ayuda al microorganismo a
adaptarse al Intestino, mientras que chr 2 es esencial para la supervivencia del

microorganismo en otros ambientes.

1.5. Fisiopatologia

La infeccién en humanos por Vibrio cholerae O1 y O139 es el resultado de la ingestiéon de

estos microorganismos, generalmente a través de agua o comida contaminada.

Dependiendo del tamario del inéculo (que debe ser relativamente grande en comparacion
con otros patdgenos entéricos) y de la susceptibilidad de la persona que ha sido expuesta, el
periodo de incubacion del colera varia entre 12 y 72 horas. El ambiente juega un papel

importante, ya que la transmision hombre-ambiente-hombre es la que prevalece (7, 9).

Una vez ingerida, la bacteria coloniza el epitelio intestinal sin invadir las células epiteliales
ni causar alteraciones estructurales en el epitelio. La interaccion con las células epiteliales
se realiza a través de la produccion de una exotoxina, la toxina colérica (CT), la cual actua
sobre las células de la mucosa intestinal provocando un decremento en el influjo de iones
sodio y un aumento en la salida de iones cloro y agua hacia el lumen intestinal, dando como
resultado una diarrea severa y un desequilibrio electrolitico (34).

Existen sintomas premonitorios asociados al colera como anorexia, malestar abdominal y
diarrea liquida con heces color café. Conforme avanza la enfermedad las heces van
adquiriendo poco a poco una consistencia més liquida, perdiendo su color hasta tener la
apariencia de “agua de arroz”. Esto se debe a la presencia de poca matena fecal y de moco

en una gran cantidad de agua. Generalmente, no hay fiebre ni tenesmo y a menudo, se
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acompaiia de vomito y de perdida rapida del 10 al 15% del peso corporal. En |a fase aguda

de la enfermedad una persona puede perder hasta 20 litros de agua por dia.

La perdida de plasticidad de la piel y los ojos hundidos son evidencias visibles de la perdida
de agua de los tejidos y los calambres en las extremidades se deben a la pérdida de grandes
cantidades de potasio. El resuftado mas serio de la perdida masiva de agua es el colapso del
sistema circulatorio, siendo el choque hipovolémico la causa mas comin de muerte en las

victimas del colera (7, 34).

1.6. Factores de virulencia

Los factores de virulencia bacterianos, tales como toxinas, frecuentemente estan
codificados por elementos genéticos accesorios como bacteriéfagoé, plasmidos, islas
cromosomales y fransposones. Estos elementos tienen la capacidad de moverse horizontal y
verticalmente entre poblaciones bacterianas, confiriéndoles una mejor adaptacion evolutiva.
En algunos casos, estos elementos se pueden transmitir entrelcepas bajo condiciones del

laboratorio, pero poco se conoce de su comportamiento en ambientes naturales.

Para ser virulento, Vibrio cholerae requiere de dos factores regulados coordinadamente, la
toxina colérica (CT) y los pili co-regulados con la toxina (TCP) para colonizar el epitelio
intestinal (35). En 1996, Waldor y Mekalanos (36) reportaron que los genes estructurales de
J]a toxina producida por Vibrio cholerae Ol estaban codificados por un bacteridéfago
filamentoso (designado ¢CTX), el cual era similar en estructura al bacteriéfago M13. Este
$CTX utilizaba para infectar a Vibrio cholerae como su receptor a los pili TCP. El ¢CTX se
integraba, al cromosoma bacteriano o bien se podia replicar como un pladsmido. Este
elemento genético CTX, era un segmento de DNA de 7 a 9.7 kb presente frecuentemente en
multiples copias arregladas una tras otra en las cepas toxigénicas de Vibrio cholerae O1. El
CTX presentaba la estructura de un transposon con un nicleo (core) central de 4.5 kb,

flanqueado por una o mas copias de secuencias repetidas (RS) de 2.7 kb. Este nicleo
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contenia, por lo menos, seis genes, incluyendo cix4 y ctxB, los cuales codifican para la
produccién de las subunidades A y subunidad B de la toxina CT. Contiene, ademas, genes
que codifican para Zot, Cep, Ace y orfU, genes que codifican para Ja produccion de

proteinas accesorias a la CT, excepto por orfU, cuya funcién se desconoce aun.

Sobre la base de los resultados de la investigacion de Waldor y Mekalanos, se sugirié que
los productos de los genes zot y orfU eran probablemente necesarios para la replicacion y la
morfogénesis del fago CTX, mientras que cep codificaba para un polipéptido de 47
aminodacidos cuya secuencia era muy parecida a la proteina de la cdpside del virion M13

(36) y, por lo tanto, de fa del virion CTX también.

Por otro lado, la producciéon de TCP estd codificada por genes presentes en una isla de
patogenicidad llamada VPI (isla de patogenicidad de Vibrio cholerae). Como se mencioné
con anterioridad los TCP estdn relacionados con los procesos de colonizacién y son el
receptor del ¢CTX. En 1999, Karaolis ef al. (37), publicaron que VPI es el genoma de otro
bacteriéfago filamentoso que denominaron ¢VPI que codifica para un pili tipo [V y que la
subunidad TcpA era, dé hecho, la proteina capsular del fago. Estos resultados fueron la
primera descripcion de un fago que codifica para un receptor necesario para otro fago y de

una interaccion fago-fago necesaria para la expresion de patogenicidad de una bacteria.

Sin embargo, en 2003, Faruque y Mekalanos (38) estudiaron cepas de Vibrio cholerae O1'y
0139 de diferentes origenes y con diferentes vanantes genéticas de la 1sla TCP para la
produccion del ¢VPI y del $CTX. Sus resultados mostraron que todas las cepas toxigénicas
producian ¢CTX, pero ninguna de ellas eran positivas para la produccion del $VPI. Sus
resultados contradecian lo reportado previamente por Karaolis ef al. (37). En un estudio
reciente, O’Shea y Boyd (39) demostraron que VPI se podfa transferir por transduccion
generalizada del fago CP-T1 a un Vibrio cholerae receptor, aunque esta transferencia se

realizaba a baja frecuencia (1 0* a 10 UFF).
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VPI tiene caracteristicas similares a otras islas de patogenicidad bacterianas (PAls). Su
tamano es de aproximadamente 40 kb, y muestra la presencia de genes asociados a
virulencia, regulacién y movilidad y un solo sitio de insercién al cromosoma (att). Su

contenido de G+C es diferente al del cromosoma bacteriano (37).

1.6.1. Toxina colérica (CT)

El interés en la elaboracién de una vacuna efectiva contra el colera se ha enfocado hacia los
factores de virulencia de Vibrio cholerae. Este microorganismo produce una gama de
productos extracelulares que interaccionan con las células eucariontes. La diarrea masiva
inducida por esta bacteria esta causada por la toxina colérica (CT), aunque cepas de Vibrio
cholerae a las que se les han removido los genes que codifican para la produccién de esta
proteina pueden causar diarrea leve o moderada aiin en muchos individuos. Investigaciones
sobre este punto han dado como resultado el descubrimiento de toxinas adicionales
producidas por esta especie. Como resultado, Vibrio cholerae ha demostrado ser un
excelente modelo para el estudio de la colonizacidn de la mucosa intestinal y los efectos de
una enterotoxina sobre células del hospedero. Estudios recientes han mostrado que esta

interaccion es mucho mas compleja de lo que se habia asumido con anterioridad (9, 34).

La toxina colérica es una proteina ADP-ribosiladora tipo A-B, la cual tiene una subunidad
A con actividad enzimética y S subunidades B idénticas, que forman un pentamero, las
cuales sirven para unir Ja toxina a su receptor en el intestino, el gangliésido GM, (34). Los
pesos moleculares de estas subunidades son 27.2 kDa para la subunidad A y 11.6 kDa para
cada una de las subunidades B (34). Los genes que codifican para la subunidad A (ctxA) y
para la subunidad B (ctxB) forman parte de un mismo operédn (34). Las subunidades A y B
se secretan al periplasma de la bacteria donde se ensambla la CT (34). La secrecion al
periplasma esta mediada por una chaperona, la TcpG, la que también esta involucrada en el

ensamblaje de los pili Tep (34).
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La activacion de la subunidad A se realiza al romperse por proteolisis en dos fragmentos
peptidicos A} y A,, los cuales siguen unidos por un puente bisulfuro hasta antes de su
internalizacién a la célula (34). Este corte proteolitico probablemente sucede después de
que la toxina ha sido liberada al fluido extracelular (34). Las estructuras cristalograficas de
CT muestran caracteristicas esencialmente idénticas a la toxina LT de Escherichia coli

enterotoxigénica, la cual ya fue extensamente caracterizada (34).

La interaccidn de las subunidades B de la toxina forma un pentamero. Cada uno de los
monomeros tiene una a hélice central; al formarse el pentdmero se crea un "barril” en su
centro, formado un poro. En este poro se asienta la region C-terminal del péptido A, el cual
se une al pentdmero mediante varias interacciones. La regiéon N-terminal del péptido A, es

una a hélice larga que se extiende fuera del pentdmero e interactia con el péptido A, (34).

La toxina CTX activada se une a su receptor, el gangliésido GM,, que se encuentran en la
superficie de las células de la mucosa intestinal del hospedero (34). El GM, es un
oligosacarido que contiene acido sidlico unido covalentemente a ceramidas (34). La
fraccion lipidica del compuesto esta embebida en la membrana de la célula del hos;;edcro,
mientras que el oligosacarido esta expuesto en la superficie, siendo este el que es
reconocido por la subunidad B de la toxina de célera (34). Estudios cristalograficos han
determinado que la regién inferior por lo menos 2 subunidades B de la toxina CT, se unen a
GM,, mientras que la subunidad A, queda del lado opuesto apuntando hacia fuera de la
membrana (34). Una vez que la CT se une a GM,, la subunidad Al se libera
(probablemente por la ruptura del puente bisulfuro) y penetra a la célula huésped por

translocacién (34).
Existe, sin embargo, una gran especulacion sobre este iltimo mecanismo. Una hipétesis

propone que el pentdmero B se inserta en la membrana de la célula del hospedero formando

un poro por el cual pasa la subunidad A, (9, 34).
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Estudios bioquimicos, sin embargo, han mostrado que el pentdmero B no se inserta en la
bicapa lipidica, sino mas bien que este asemeja un iris cuyas subunidades se deslizan
formando el poro por donde se introduce la subunidad A, (9, 34). Lo que no es claro ain es
si la translocacion es via vesiculas endociticas o si la endocitosis no es necesaria para el

proceso de internalizacion (9, 34).

La subunidad Al ribosila el ADP principalmente de las proteinas de membrana llamadas G
(34). Estas G, son un integrante de la familia de las proteinas G que hidrolizan GTP y
estan compuestas de 3 subunidades Ga, G y Gy (34). La union y separacion de estas
subunidades, activa y desactiva a estas proteinas G (34). G; es la proteina que regula la
actividad de la adenilato ciclasa de la célula huésped con el consecuente aumento del AMP
ciclico (AMP,) intracelular (9, 34). La forma activa de G, incrementa la actividad de la
adenilato ciclasa como respuesta normal al estimulo de una hormona y se inactiva después
de un corto tiempo (34). Este control de “encendido-apagado™ asegura la produccién de
suficiente AMPc para realizar su trabajo en la célula pero no permite su acumulacion y por

lo tanto la alteracién de otras funciones celulares (9, 34).

La ADP-ribosilacion de las proteinas G, provoca un “corto circuito” manteniendo a estas
proteinas activas, lo cual eleva los niveles de AMPc intracelulares; la alteracién mas
importante como resultado de este proceso es un desequilibrio en la actividad de los

transportadores de sodio y cloro a nivel celular (34).

El incremento de AMPc permite un aumento en la secrecion de iones ClI” por las células de
las criptas del intestino y un decremento de la absorciéon de NaCl por las células de las
vellosidades intestinales (34). Esto da como resultado un movimiento neto de electrolitos
hacia el limen intestinal mediado por un gradiente osmético trans-epitelial (34). Este flujo
masivo de liquido sobrepasa la capacidad de absorcion de agua por el intestino, provocando
asi la presencia de diarrea aguda severa, caracteristica de la enfermedad (34). Los pasos
entre el incremento de los niveles de AMPc y la diarrea secretora no se conocen en su

totalidad (34).
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1.6.2. Pili Tcp

Vibrio cholerae forma en su superficie conjuntos de pili largos y filamentosos lJamados Tcp
(9). Estos pili contribuyen en forma importante en la colonizacién de la mucosa intestinal.
El nombre de Tcp (toxin coregulated pili) se debe a que los genes que codifican para estos
pili estan regulados por los genes que codifican la toxina CT. La participacién de los Tcp en
la patogénesis de la enfermedad se ha comparado en voluntarios humanos inoculados
oralmente con cepas mutantes incapaces de producir estos pili y por lo tanto no fueron

virulentas para los voluntarios humanos (9).

La produccidon de Tcp esta codificada por un grupo de 15 genes (9, 34). El gen tcp4
codifica para la produccién de la subunidad principal de los pili; el 7¢pB codifica para una
proteina estructural menor. Los siguientes tres genes estan involucrados en la regulacion de
la expresion de estos pili y, por lo menos, otros cuatro genes en su ensamblado y secrecion
(9, 34). BEstos incluyen el tcpC, gen que codifica para una proteina de membrana externa de
funcién desconocida, y el tcpJ, que codifica para una peptidasa que libera la secuencia sefial
amino terminal de TcpA ya secretada. Existe por lo menos otro gen, el t«cpG, localizado
fuera del cluster, que probablemente codifica para una chaperona (proteina que codifica

para el envolvimiento apropiado de las proteinas secretadas) (9, 34).

1.6.3. Toxina ZOT y enterotoxina accesoria del colera (Ace)

En 1991, Fasano er al., describieron una toxina poco comun producida por Vibrio cholerae,
la toxina Zot (zona occludens toxin). Esta fue la primera descripcién de una toxina
bacteriana que actda rompiendo los desmosomas (zona occludens) que mantienen unidas a
las células de la mucosa y preservan la integridad de la membrana. Estos desmosomas son
muy efectivos como barrera, ya que impiden que atn los iones puedan pasar de una célula a
otra de la mucosa. Este impedimento hace que los iones tengan que ser transportados a

través de las membranas mediante una bomba de iones especifica. Esta caracteristica
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permite controlar el flujo de agua y iones a través de la mucosa intestinal. La ruptura de
estas uniones no sélo permite que el contenido del himen se difunda a tejidos adyacentes
sino también produce alteraciones en el balance idnico, de tal forma que se altera la

permeabilidad de la mucosa del intestino delgado y se produce una diarrea.

El gen zot esta inmediatamente arriba del operon ctxAB, y ain no se sabe si todas las cepas
de Vibrio cholerae lo tienen. Tampoco se conoce si zot se corregula con ctx y con otros

factores de virulencia ya estudiados en Vibrio cholerae.

La enterotoxina accesona (Ace) de Vibrio cholerae fue identificada por Trucksis ef al., en
1993. Esta toxina no se relaciona con la toxina colérica o con Zot. La produccién de Ace
causa diarrea en animales pero su papel en la enfermedad de humanos se desconoce aun. El
gen Ace esta localizado inmediatamente al tado (corriente armiba) del marco de lectura
abierta (ORF) que codifica para Zot. El gen ace codifica para un péptido de

aproximadamente 96 aminoacidos con un peso molecular de 11.3 kDa (9, 34).

1.7. Epidemiologia

En el aflo 2000, 56 paises notificaron oficialmente un total de 137 071 casos de céleray 4
908 muertes asociadas con esta infeccion a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS). De
estos, 118 932 casos, el 87% del total se presentaron en paises de Aftica, asf como 4 610
muertes, el 94% del total de las muertes. En el mismo periodo, se reportaron 11 246 casos
de colera con 232 decesos en paises asiaticos; una cifra tres veces menor a la reportada en

1999 (40).
Este afio marcé también la reaparicidon del coélera en el Pacifico, donde no se habian

reportado brotes de la enfermedad en mas de 10 afios. Oceania informé de 3 757 casos y 26

decesos y ain en Europa se reportaron 35 casos sin ningln fallecimiento (40).
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Durante el siglo XIX el célera se diseminé ampliamente en centro y Sudamérica. Los
brotes, sin embargo, persistian pocos aiios después de cada presentacion. En 1833 se
reportaron brotes de célera en México y en Cuba. El dltimo caso de célera en México se
reportd en ese mismo ano en Juchitan, Chiapas. En [895, se presentaron los Gltimos brotes
de ]a enfermedad en Brasil, Argentina y Uruguay. En Estados Unidos el primer brote del
siglo XIX se report6é en Nueva York en 1832, con brotes particularmente persistentes en
Nuevo Orleans hasta 1875. Para el comienzo del siglo XX, la enfermedad habia

desaparecido en ese pais (41, 42).

En 1978 se report6 en Louisiana, EUA, el primer brote de cdlera del siglo XX, asociado a
una cepa del serotipo Inaba El Tor (9, 41). Brotes pequefios de colera persistieron a lo largo

de la costa del Golfo de México durante varios afios (9, 41).

En 1983 se reportd en México un caso aislado de célera asociado a Vibrio cholerae Ol
Inaba Clasico (7). No se reportaron casos adicionales a este hasta 1991, cuando la séptima
pandemia hizo su aparicién en Sudamérica. Los primeros casos de célera se reportaron en
Peru asociados a Vibrio cholerae Ol biotipo El Tor. En un corto periodo se reportaron 480

000 casos de célera y 3 000 muertes en ese pais (9).

El primer caso de célera en México se reportd el 12 de junio de [991. Para finales de ese
afio se habian confirmado 2 690 casos y 34 muertes. De estos e] 57% se presentaron en
hombres. La mayoria de los casos ocurrio a finales del verano y durante el otofio (el pico
mas alto fue en octubre). Durante 1992, la mayoria de los casos se presentaron en adultos,
también durante los meses de julio y octubre. Se reportaron 8 162 casos
bacteriolégicamente confirmados de los cuales 99 (1.22%) murieron. Para 1993, se
reportaron 1 415 casos y el 1.8% falleci6. Las tasas incidencia méas elevadas fueron

reportadas en los estados del sur y en los estados del Golfo de México (41).
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Durante el afio 2000 se presenté una disminucién en el nimero de casos y muertes por
colera en el continente Americano. En ese afio se reportaron un total de 3 101 casos y 40

muertes.

Los paises que reportaron mayor disminucién de casos fueron Brasil, Ecuador, Guatemala y
Nicaragua. En México sélo se reportaron 5 casos de coélera y ningun deceso. Sin embargo,
El Salvador tuvo un aumento en el nimero de casos reportados (631 casos y 2 muertes). En
suma, el 2000 vio una reduccién global del nimero total de casos de célera en el continente

Americano sin una disminucion en la tasa de mortalidad (figura 1).

Hasta 1992 las cepas de Vibrio cholerae no O] se habian aislado unicamente de casos
esporadicos y pequefios brotes de diarrea, pero nunca durante epidemias. La aparicién y
diseminacién en la India y Bangladesh de casos clinicos similares a célera asociados con el
aislamiento de un Vibrio cholerae no O1 del serotipo O139 marcé, por primera vez, un
cambio en este panorama, al asociarse el aislamiento de un serotipo no Ol con epidemias
de diarrea severa semejante al colera. El serotipo O139 es el responsable actual de
ap‘roximada.mente 15% de casos de célera bacteriolégicamente confirmados en uno de los

paises endémicos del Asia (40, 43).

En el 2002, se reporté una epidemia en Bangladesh causada por Vibrio cholerae Q139 que
afecté a 30 000 personas. Esta cepa epidémica presentd algunas caracteristicas diferentes a

las cepas de la epidemia de 1992-1993 asociadas con este germen (44).

Como se ha reportado, las cifras de morbilidad y mortalidad por célera han disminuido en
muchos paises, posiblemente porque el microorganismo ya es endémico en ellos. Una vez
que la inmunidad contra el Vibrio cholerae Ol se ha difundido, la mayoria de los adultos
quedan protegidos contra la enfermedad y los casos serios se limitan a infantes.
Desafortunadamente la inmunidad contra Vibrio cholerae O1 no protege contra el serotipo

0139 (43).
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Figura 1. Casos de célera reportados a la OMS, por continente y afio, 1990-2000.

Debido a que no se puede predecir donde o que tan rapido este nuevo serotipo de Vibrio

cholerae puede diseminarse, los paises afectados deben mantener un sistema de vigilancia
permanente para asegurar el acceso a tratamiento médico, agua potable y una adecuada red
de drenaje y alcantarillado como formas de prevenir la diseminacién de la enfermedad (40,

43).

1.7.1. Epidemiologia molecular.

En el pasado la vigilancia epidemioldgica del célera se vio limitada principalmente por los
sistemas de tipificacién que eran poco sensibles. Tradicionalmente, mediante métodos
bacteriol6gicos se diferenciaban a las cepas toxigénicas de Vibrio cholerae Ol en dos
serotipos, Inaba y Ogawa y en dos biotipos, clasico y El Tor, lo que provocaba una pobre

discriminacion, particularmente porque estas caracteristicas fenotipicas no son estables (9).
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Los acontecimientos inesperados de la aparicién de la enfermedad en el continente
Americano desde 1978 a 1993, los avances de la tecnologia con la aplicacion de técnicas de
subtipificacién molecular a cepas de Vibrio cholerae promovieron un rapido incremento del

conocimiento de la epidemiologia molecular del célera.

Con el advenimiento de sondas moleculares especificas de DNA, Kaper er al. (25) en 1982
utilizaron el polimorfismo de fragmentos largos de restriccién (RFLPs) del gen que codifica
para la subunidad A de la toxina colérica (ctxA) para mostrar que las cepas aisladas en los
Estados Unidos tenjan un solo locus para este gen en el cromosoma, que eran clonales y

fueron diferentes de otros aislados de la séptima pandemia

Otros estudios de subtipificacién molecular de Vibrio cholerae utilizando RFLPs de un
vibriofago localizado en el cromosoma y de los genes del RNA ribosomal (rrn), mostraron
que los asilamientos de la costa del Golfo de México en Estados Unidos estaban
relacionados entre ellos pero que eran diferentes de las cepas aisladas en otras partes del
mundo. Situaciones andlogas se han encontrado en cepas de Vibrio cholerae Ol aisladas en

Australia, obtenidas tanto de pacientes como del medio ambiente (10, 25).

En 1991, cuando el célera irrumpié6 en América Latina, se aplicaron técnicas de

subtipificacién molecular para identificar y caracterizar la cepa causante de la epidemia.

Wachsmuth er al. en 1993 (10) utilizaron varias técnicas moleculares, como
ribotipificacién, RFLPs del gen ctx4, secuenciacién de la subunidad B de la toxina colérica
(ctxB) y electroforesis de enzimas multilocus (MLEE) para caracterizar 197 cepas de Vibrio
cholerae O1 aisladas en diferentes partes del mundo. Sus resultados mostraron que existian
cuando menos cuatro clonas de Vibrio cholerae O1 biotipo El Tor. La clona de la séptima
pandemia (hemisferio oriental); la clona de la costa del Golfo de México de los Estados
Unidos; una clona australiana y otra de América Latina. Esta ultima es probablemente una
variante de la séptima pandemia en el hemisferio occidental, mientras que la clona aislada

en el Golfo de México evoluciond, aparentemente, en forma separada.
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Con la finalidad de saber si existia una relacion entre las cepas de Vibrio cholerae Ol
toxigénicas aisladas desde el inicio de la epidemia de Latino América en 1991 con cepas de
Vibrio cholerae Ol no toxigénicas, Evins et al. (45), mediante MLEE, ribotipificacion y
electroforesis de campos pulsados (PFGE) caracterizaron una coleccidon de cepas Vibrio
cholerae Ol aisladas en diferentes paises del Hemisferio Occidental. Sus resultados
mostraron que el cdlera en América Latina no se podia atribuir a una sola clona diseminada
sino, cuando menos a dos, las cuales fueron facilmente distinguibles por los tres métodos

utilizados.

Concluyeron también que la mayoria de las cepas no toxigénicas analizadas por ellos no
estaban relacionadas genéticamente con las cepas toxigénicas de la epidemia latino

americana

En el caso de cepas no Ol de Vibrio cholerae asociadas con diarrea de tipo colera, a la
fecha, s6lo aquellas del serotipo O139 parecen tener esta capacidad. En 1993, Shimada et
al. (19) reportaron que las cepas O139 hibridaban con sondas especificas para los genes de

la toxina colérica A y B.

En México, Cravioto et al. (20) demostraron que el genotipo multilocus de las cepas O139
que fueron aisladas en Tailandia era idéntico al del Vibrio cholerae O1 Ogawa biotipo El

Tor aislado en México durante la epidemia de 1991.

En 1995, Coelho et al. (46) mostraron que los patrones de amplificacién de los ISR en
cepas de Vibrio cholerae O1 biotipo Clasico, Vibrio cholerae Ol biotipo El Tor y Vibrio
cholerae O139 eran diferentes y, que por lo tanto, esta herramienta molecular era muy util

para el estudio epidemiolégico de este tipo de microorganismo.
Nandi et al. (47, 48) en 1997 demostraron que las cepas Vibrio cholerae O1 y 0139

epidémicas tenian nueve operones de rrn, mientras que las cepas de serotipos diferentes al

Ol y al 0139 tenian diez operones de rrn. El nimero de operones de rrr se ha relacionado
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en forma directamente proporcional a la ventaja selectiva de supervivencia del organismo

en ambientes que fluctuan constantemente.

Durante la migracién del microorganismo de un ambiente “tipico”, como es ¢l agua, a otro
“no tipico”, como el intestino humano, la bacteria esta expuesta a una serie de cambios
ambientales. La modulacion observada en el numero de operones de »rn puede ser necesaria
para la sobrevivencia del organismo en el intestino humano, asi como para mantener la
plasticidad genémica mediada por rearreglos en estos operones. Se ha sugerido que la
posibilidad de que el genoma sufre rearreglos que aumenta cuando hay mas repeticiones de

operones de rrn.

Con la finalidad de determinar el linaje de Vibrio cholerae O139, Faruque et al. (49)
analizaron cepas representativas de este serogrupo aisladas en diferentes lugares del mundo,
desde su aparicién en 1992 y las compararon con una coleccion de Vibrio cholerae Ol, no-
Ol y no-O139 aisladas entre 1969 y 1999. Los resultados de este estudio mostraron que los
vibrios O139 provenian de diferentes linajes y que este serogrupo aparentemente
comprendia cepas eptdémicas y no epidémicas derivadas de diferentes progenitores, ya sea

Vibrio cholerae O1 o Vibrio cholerae no-O1, respectivamente.

A pesar de toda esta informacién quedan por resolver una serie de aspectos sobre la relacién
entre las caracteristicas genéticas de poblaciones de Vibrio cholerae de diferentes serotipos,
su capacidad para causar enfermedad y para diseminarse en el ambiente. El presente trabajo

aborda algunos de estos aspectos.
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Objetivo General

Analizar la relacién genética y epidemioldgica de cepas de Vibrio cholerae de diferentes

serotipos asociadas a colera y enfermedades similares.

Objetivos Particulares

Definir a través del sistema de enzimas multilocus los genotipos (ETs) de las cepas de

Vibrio cholerae.

Construir con los ETs de cepas de Vibrio cholerae los dendogramas que permitan el
analisis de las relaciones genéticas entre los diferentes serotipos de esta especie y su

relacion con el cdlera y con otras enfermedades diarreicas en humanos.

Definir a través del sistema de PCR del RNA ribosomal de cepas de Vibrio cholerae los

perfiles de polimorfismo de fragmentos largos de restriccion (RFLP’s).
Asociar los RFLP's de los productos de PCR del RNA ribosomal de cepas de Vibrio

cholerae con los genotipos multilocus para determinar la relacién en la filogenia de las

cepas estudiadas.
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Material y Métodos

Enzimas Multilocus (MLEE)

Cepas de Vibrio cholerae. El estudio se realizé con 397 cepas de Vibrio cholerae Ol y no
Ol que forman parte del cepario del Laboratorio de Gendmica y Epidemiologia molecular

del departamento de Salud Publica de la Facuitad de Medicina de la UNAM.

De estas 397 cepas, 143 pertenecian a la coleccion de cultivos del Instituto Nacional de
Salud de Tokio, Japodn, utilizadas como sistema de referencia seroldgica a nivel
internacional. Las cepas de los serogrupos O1 (biotipos Inaba y Ogawa) a O83 fueron
donadas por el Dr. Cheasty del Laboratorio Central de Salud Puiblica de Londres, Inglaterra,
y aquellas de los serogrupos O84 a 0140, y las cepas O155 y CA-385 fueron donadas por el

Dr. Shimada del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas de Japon.

El resto de las cepas estudiadas fueron aisladas entre 1932' y 1993 de diferentes fuentes y en
diferentes partes del mundo. Cinco cepas pertenecientes al serotipo O139 aisladas en
Tailandia fueron proporcionadas por el Dr. Echeverria. Se utilizaron también cepas de
Vibrio cholerae Ol El Tor obtenidas del Centro de Control y Prevencion de Enfermedades
(CDC) en Atlanta, Estados Unidos, aisladas en Australia, Rumania, Peri y Louisiana; asi
como una cepa O139 de un caso de infeccidon humana importado a los Estados Unidos en

1993 (Tabla 2).

Se estudiaron también 244 cepas aisladas entre de 1991 a 1995 en México y Guatemala: De
estas, 191 cepas se aislaron en Sonora, Tabasco y otros 14 estados de la Republica
Mexicana, las cuales fueron donadas por el Instituto Nacional de Diagnoéstico y Referencia
Epidemiolégicos (INDRE) y los Laboratorios Estatales de Salud Publica de Sonora y de
Tabasco. Las 53 cepas restantes fueron aisladas de humanos en Guaternala y donadas por €l

Instituto de Nutricién de Centroamérica y Panama (Tabla 2).
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Tabla 2. Procedencia de las cepas de Vibrio cholerae empleadas en este estudio.

Cepas de México y Guatemala | Cepas de Referencia de | Cepas del centro de control y
aisladas de 1991 a 1995 Japon prevencion de enfermedades
Aisladas de 1932 a 1993 (CbC)

FUENTE No. FUENTE No. FUENTE No.
Humanos 172 Humanos 118 | Tailandia 5
Pozo y agua 41 Animales 13 Australia |
residual 15 Agua salobre 6 Rumania 1
Alimentos crudos’ 2 Agua marina 3 Perid 1
Alimentos (otros)? 7 No estipulado 3 |Louisiana (EUA) 1
Ambiental (agua) 7 Caso importado L
No estipulado

TOTAL 244 TOTAL 143 TOTAL 10
Tpescado
2 vegetales

Electroforesis de Enzimas Multilocus (MLEE)

La técnica de enzimas multilocus se realizé segun la metodologia descrita por Selander ef
al. (24). Se estudiaron 17 loci de enzimas del metabolismo basico de bacterias para
determinar la variacién alélica: 6PG (6-fosfogluconato deshidrogenasa), G6P (glucosa 6-
fosfato deshidrogenasa), IDH (isocitrato deshidrogenasa), NSP (nucleétido fosforilasa),
ALD (alanina deshidrogenasa), SHK (shikimato deshidrogenasa), CAT (catalasa), LAP
((leucina aminopeptidasa), GOT (glutimico oxaloacético transaminasa), ME (enzima
malica), MDH (malato deshidrogenasa), PLP (fenilalanil-leucina peptidasa), PGI
(fosfoglucosa isomerasa), HEX (hexokinasa), PGM (fosfoglucomutasa), [PO (indofenol
oxidasa) y THD (treonina deshidrogenasa).
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ALD (alanina deshidrogenasa), SHK (shikimato deshidrogenasa), CAT (catalasa), LAP
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oxidasa) y THD (treonina deshidrogenasa).
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Cultivo de cepas Vibrio cholerae y preparacion de extractos solubles de enzima

Las cepas bacterianas se incubaron a 37°C y agitacion (125 rpm) por 18 a 24 h. en 100 mL

medio de infusidn cerebro corazdn (Bioxon) adicionado con NaCl al 1%, pH 8.6.

Se cosecharon los cultivos en botellas de 250 mL y se centrifugaron a 8000 rpm por 10
minutos a 4°C. Se decant6 el sobrenadante y a los botones celulares se les agregé 1.5 mL de
amortiguador de cosecha (tris-EDTA) (apéndice I) resuspendiéndolos con pipetas Pasteur.
Las suspensiones se mantuvieron en bafio de hielo. Para el estudio electroforético se
prepararon por separado extractos solubles de proteinas de cada una de las suspensiones
bacterianas anteriormente mencionadas (Figura 2). Estas suspensiones se sonicaron en
tubos cénicos de 15 mL mantenidos en bafio de hielo con 30 pulsos de 1 segundo cada
pulso. Las suspensiones se centrifugaron a 16,000 rpm por 20 min a 4°C. Los extractos
(sobrenadantes) se dividieron en alicuotas y se congelaron a -70°C en criotubos hasta su

uso.

Los extractos obtenidos se analizaron por electroforesis horizontal en geles de almidén de
papa (Connaught Laboratories, Ltd). Para preparar el gel se utilizaron 48 g de almidén
disueltos en 420 mL de un amortiguador especifico (Tris-citrato pH 8 o Fosfato de potasio

pH 6.7) para cada una de las enzimas que se deseaba analizar (Tabla 3).

La suspension de almidén se calenté hasta ebullicidén en un matraz Erlen Meyer de 1 It con
golpeteos constantes y fuertes sobre las paredes del matraz (figura 3); posteriormente se
desgasifico por 1 minuto (figuras 4 y 5) e inmediatamente se vaci6 en un molde de acrilico
(190mm x 210mm x 9mm), y se dejo enfriar a temperatura ambiente durante 2 horas. A
término de este tiempo se envolvid con pléstico (ega-pack) para evitar deshidratacion. Los

geles se utilizaron en las siguientes 24 h. después de su preparacion.
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SEMBRAR LA CEPA EN 100 ML.
DE CALDO NUTRITIVO
INCUBAR 37°C 18 HRS.

COSECHAR.

CENTRIFUGAR A 8000 RPM X

10 MIN

RESUSPENDER EL
SEDIMENTO CON BUFFER
DE TRIS-EDTA

LISAR CELULAS.

SONICAR LA SUSPENSION BACTERIANA
30 SEG. EN BANO DE HIELO

REFRIGERACION A 16000

CENTRIFUGAR CON

RPM X 20 MIN.

SEPARAR SOBRENADANTE Y
GUARDARLO EN ALICUOTAS.

CONGELAR A -70° C.

DESCONGELAR Y
COLOCAR
LAS MUESTRAS EN EL
GEL DE ALMIDON,

ELECTROFORESIS

TINCIONES Y
ANALISIS DE
RESULTADOS

Figura 2. Diagrama de flujo de la técnica de Enzimas multilocus (MLEE).
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Tabla 3. Sistemas de amortiguadores para electroforesis de enzimas bacterianas.

Sistema | Amortiguador para electroforesis | Amortiguador para geles | Voltaje
o Tris-citrato pH 8.0
A Tns-citrato pH 8.0 . 120V
(dil. 1 :29)
Fosfato de potasio Fosfato de potasio
B s = 100 V
pH 6.7 PH 7.0

Figura 3. Ebullicién de la suspension de almidon para la preparacion del gel.
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Figura 5. Degasificacion del almidén.
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Para colocar las muestras, se hizo un corte horizontal en el gel a manera de carril (figuras 6
y 7), en el cual se colocaron pequefios trozos de papel filtro (Whatman 3) de 9mm x Smm a
intervalos de aproximadamente 3 mm de distancia entre ellos. Estos trozos de papel filtro se
habian sumergido individualmente en las suspensiones de proteinas de cada cepa bacteriana
(figuras 8 a 11).

Estas muestras se mantuvieron siempre en baiio de hielo para evitar una disminucion en su
actividad enzimatica. Como marcador se utilizé una solucién de amaranto, impregnada

también en pequerios trozos de papel filtro colocados en los 2 extremos del gel.

Durante la electroforesis se mantuvo un voltaje constante, el cual dependia del sistema de
amortiguador utilizado un maximo de 100 mA (Tabla 3, figura 12). Sobre cada gel se puso

un recipiente con hielo para evitar su calentamiento durante 1a electroforesis.

Figura 6. Corte para la formacién del carril en el gel de almidon.
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Figura 8. Toma de la muestra con trozos de papel filtro.
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Figura 9. Colocacién de las muestras y marcadores en el carril del gel..

Figura 10. Colocacion de las muestras y marcadores en el carril del gel.
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Figura 12. Electroforesis.
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Al término de este proceso el gel se corté en 3 o 4 rebanadas horizontales de ] mm de
espesor (figura 13 y 14); cada una de las cuales se incub6 con una solucién que contenia el
sustrato especifico de la cada enzima analizada (Tabla 4) (apéndice I). Los geles se
incubaron a 37°C en la oscuridad hasta la aparicién de las bandas de las enzimas, y

posteriormente se fijaron con una solucién 1:5:5 de dcido acético, metanol industrial y agua.

El cormimiento electroforético de cada enzima (figuras 15 a 18) se analizé por comparacién
con la movilidad de las dem4s, tomando como estandar el corrimiento encontrado con

mayor frecuencia (24).

Anailisis computacional de datos

Para el analisis de los datos se empledé un programa de cémputo para genética de
poblaciones proporcionado por el Dr. Whittam. Este programa determina la distancia
genética entre pares de aislados o tipos electroforéticos, calculando la proporcion de loci en
los cuales se presentan alelos distintos, Utilizando coeficientes de peso, se da mayor valor a
las diferencias de los loci con menor variacion que a los loci més polimérficos. Con la
matriz de coeficientes de distancia genética se elaboré un dendograma para conocer la

relacidn genética entre las cepas (24).

Este analisis dio como resultado una combinacion de formas electroforéticas segun el
nimero de enzimas estudiadas, denominadas como perfiles electroforéticos o tipos
electroforéticos (ETs), los cuales eran caracteristicos y distinguian a cada una de las cepas

estudiadas (24).
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Tabla 4. Enzimas, sistemas de amortiguadores y soluciones para tincion de enzimas.

. Sistema Sustrato y enzimas Amortiguador . Catalizador y
Enzima . . o2 Coenzima
amortiguador acoplamiento y sales tincién colorante
DL-alanina 50mg fosfato de sodio NAD b PMS (P3876)
ALD A ATEoTy g g (127981 ] 0.5mL
( ) P 2mL MTT 1 mL
Gl 6-fosfat Trs-HCIpH 8 |NADP PMS 0.5mL
G6P A ( G;‘;‘;SO‘"‘) | 8(5) ato 50 mL (128058)° |MTT(M2128)1
mg MgCl, 1 mL ImL mL
, Tris-HCI pH 8
Acido 6-fosfogluconico 20 mL PMS 0.5mL
6PG A (P 7627)* 10 mg MeCl 0 M [NVAPPIML e L
10 mL
C Tris ~HCL pH 8
DU A ?Oc1do isocitrico (I 1252) 50 m. NADP 1mL IleI\fII%(zSnxinLL
me MgCl, 2mL
DL 4cido mélico pH 7 Tris- HCL pH 8 PMS 0.5mL
MDH B (MO875) 6 mL 50 mL NAD ML\ MTT 1 mL
E 5 DL 4cido malico pH 7 2“81;&(41 IiH 8 INADP  |PMS 0.5mL
6 mL gCl 1.5mL MTT 1 mL
2mlL
Tris —~HCL pH 8
- _ NADP PMS 0.5mL
SHK A RT 4cido shikimico 50 mL MgCl, 1.5ml. MTT 1 mL
2mL
THD A L-treonina (T8625) Tris-HCLpH 8 |[NAD2mL |[PMS0.5mL
50 mg 50 mL MTT 1 mL
Tris- HCL pH 8
PO B 50 mL NAD 2mlL | 0
MgCl, 2mL
CAT® B Ver apéndice |

* ndmero de catilogo de Sigma

® niimero de catalogo de Boehringer Mannheim GmbH

“ver apéndice |
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Tabla 4. Enzimas, sistemas de amortiguadores y soluciones para tincién de enzimas.

Continuacion.
Enzi Sistema Sustrato y enzimas Amortiguador . Catalizador y
nzima . . A Coenzima
amortiguador acoplamiento y sales tincién colorante
Piridoxal-5-fosfato
(P9255)" 1 mg Tris -HCL pH 8 50
GOT B Acido L-aspértico 50 mg | mL 1;33‘2‘“6 BB
Acido a-cetoglutarico 8
(X1750) 100mg
D-glucosa (G7250)
200mg Glycyl-glicina
HEX ¢ B ATP (A5394) 50 mg pH7.5 25 mL NADP ImL PMS 0.5mL
Glucosa-6-fosfato MeCl, 2mlL MTT 1 mL
deshidrogenasa(G8878)* g-h
ImL
Inosina (1 4125)* 20 mg | Fosfato de sodio pH 7
NgPe 4 A Xantioa oxidasa (X1875) | 25mL. ij"_ﬁolfn”f“
| mL
Glucosa-1-fosfato y Tris-HCL pH 8
glucosa-1, 6-difosfato SmL NADP
PGM B (G1259)° 5 mL Agua desionizada 25 | 0.5 mL %?'i‘j’f‘
Glucosa-6-fosfato mL ’
deshidrogenasa 5 mL MgCl; S mL
. , fosfato de potasio pH “Fast Black K"
LAP B plevelDonaltyamida: 5.5 somL (F7263)
( ) 8 MgCl, ImL 30mg
L-fenilalanyl-L-leucina
20 mg .
Peroxidasa (P8125) 10 g":im‘ pH 8 o-dianisidina
c.d
PLP B mg MnCl, 0.25M (D3252)10 mg
Veneno de vibora 0.5 mL
(V7000) '
10 mg
Fructosa-6-fosfato
(F3627) Tris-HCL pH 8 NADP PMS 0
SmL
PGI* B 10 mg 25 mL 0.6 mL P
Glucosa-6-fosfato MgCl, 0.3 mL
deshidrogenasa 0.3mL

*nimero de catalogo de Sigma

*niimero de catélogo de Boehringer Mannheim GmbH

€ ver apéndice I

4tincién con Agar-agar
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Figura 14. Cortes horizontales del gel de 1 mm de espesor.



Figura 15. Corrimiento electroforético y tincion de la enzima leucina amino peptidasa.

Figura 16. Corrimiento electroforético y tincién de la enzima fosfoglucomutasa.
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Figura 17. Corrimiento electroforético y tincién de la enzima glucosa 6 fosfato

deshidrogenasa.

Figura 18. Corrimiento electroforético y tincién de 1a enzima transaminasa glutamico

oxaloacética.

"L h e

Figura 19. Corrimiento electroforético y tincion de la enzima fenilalanil leucina

peptidasa.
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PCR-Ribotipificacion.

Sobre la base de los resultados obtenidos con la técnica de MLEE se eligidé un grupo de
cepas de Vibrio cholerae para esta parte del estudio. Las cepas analizadas por PCR-
Ribotipificacién pertenecian tanto al cluster epidémico de cepas del serotipo Ol
epidémicas, como a Vibrio cholerae no Ol de diferentes serotipos que tenian un mismo

genotipo multilocus (Tabla 5).

Cultivo de Vibrio cholerae y extraccion de DNA cromosémico. Las cepas seleccionadas
para PCR-Ribotipificacién se cultivaron por separado a 37°C durante 18 a 24 h en S mL de
caldo Luria Bertani (Gibco BRL) con 1% de NaCl a pH 8.6. La extraccién de DNA

cromosémico se realizé utilizando una modificacién del método de Albert et al. (14).

1. El cultivo bacteriano se cosecho por centrifugacién durante 3 min a 15 000 rpm en
un tubo Eppendorf de 1.5 mL y descarté el sobrenadante.

2. El botén bacteriano se resuspendié en 567 pL de TE (Tris-EDTA). Se afiadieron 30
pL de SDS al 10% y 3 pL de proteinasalK (20 mg/mL), con una concentracién final
de 100 pg/mL de proteinasa K en 0.5% de SDS. Se mezclé suavemente e incubd 1h
a37°C.

3. Se afiadié a esta suspension 100 uL de NaCl 5M y se mezcld suavemente antes de
agregar 80 pl. de CTAB/NaCl (apéndice II). La mezcla se homogenizé suavemente
y se incubd por 10 min a 65°C.

4. Se agregaron posteriormente 550 uL de cloroformo /alcohol isoamilico (24:1), se
mezclé suavemente y se centrifugo por 5 min a 14,000 rpm.

5. Se recuperdé el sobrenadante (evitando romper o mezclar la interfase con el
sobrenadante) y se colocd en un tubo Eppendorf de 1.5 mL limpio. Se agregd
posteriormente un volumen igual de una solucién de fenol /cloroformo / alcohol
isoamilico (25:24:1) y se mezclé suavemente antes de centrifugarse por 5 min a

14,000 rpm.
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6. El sobrenadante se transfirid a un tubo Eppendorf de 1.5 mL Jimpio y se agregaron
aproximadamente 0.6 mL de isopropanol del volumen total para precipitar el DNA.
Se agité suavemente hasta que se observé la precipitacion del acido nucleico. Se
colocé el tubo en hielo para inducir una precipitacion total. Se centrifugo a 14,000
rpm por 20 seg para obtener un boton del DNA. Se decanto el sobrenadante y se
agregaron 100 pL etanol al 70%, con la finalidad de eliminar el CTAB y otros
contaminantes remanentes en el DNA y se volvié a centrifugar a 14,000 rpm por 20
seg. Se elimind el sobrenadante y se dej6 secar el DNA a temperatura ambiente.

7. El DNA se disolvié en 100uL agua destonizada estéril.

8. Por ultimo, 5ul de cada preparacion de DNA se mezclaron con 3pL de
amortiguador de carga (solucién de azul de bromofenol-sacarosa) (apéndice II) para
realizar un corrimiento a 100 volts por 45 min. en geles de agarosa al 1% con
amortiguador TBE 0.5X. Los geles se tifieron con bromuro de etidio y se

visualizaron en un transiluminador de luz ultravioleta.
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Tabla 5. Cepas de Vibrio cholerae para PCR-Ribotipos.

ET FMU SEROGRUPO LUGAR Y FECHA FUENTE
196 88554 015 India (1968) Humano
88586 047 India (1973) Humano
88590 051 India (1973) Humano
88592 0s3 India (1974) Humano
88607 068 Japén (1978) Agua mar
87242 07 Campeche(1992) Agua pozo
256 88613 074 India (1979) Humano
87250 NT Hidalgo (1991) Humano
87264 NT Veracruz(1991) Humano
128 88561 022 India (1968) Humano
88228 022 CDC
87268 06 Campeche(1991) Humano
131 88573 034 India (1968) Humano
88729 Ol4 Guatemala(1993) Humano
247 88631 092 Japén (1987) Agua rio
87311 068 Tabasco (1992) Humano
73 88562 023 India (1971) Humano
88565 026 Filipinas(1972) Humano
5 88576 037 India (1969) Humano
88641 0102 China (1988) Humano
129 88669 0130 India (1981) Humano
88643 0104 China (1988) Humano
65 88664 0125 India (1981) Humano
88671 0132 Tailandia(1981) Humano
87271 NT Guerrero (1991) Humano
88366 041 Sonora (1993) Fosa séptica
88374 035 Sonora (1993) Agua residual
88351 042 Sonora (1993) Pescado
87282 024 Veracruz(1991) Humano
87434 024 Tabasco (1992) Humano
87240 0S5 Campeche(1992) Agua de pozo
87304 062 Tabasco (1992) Humano
87295 079 Zacatecas(1991) Humano
88371 029 Sonora (1993) Agua residual
88766 062 Guatemala(1993) Humano
88769 029 Guatemala(1993) Humano
88678 0139 India (1993) Humano
87395 O1 Inaba Clasica Quintana Roo(1983) Humano
88696 O1 Inaba El Tor Luisiana USA(1978) Humano
90500 O] Inaba El Tor Tabasco (1995) Humano
88538 O1 Ogawa El Tor India (1941) Humano
88215 O1 Ogawa El Tor Tabasco (1993) Humano
87772 O1 Inaba El Tor India (1942) Humano
88539 O1 Inaba El Tor DEPT(1991) Humano
87258 O1 Inaba El Tor Teacal(1991) Humano
88699 O1 Inaba E] Tor Pera(1991) Humano
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Amplificacién por PCR del 16S-23S RNA ribosomal y espacio intergénico.

Para la amplificacion por PCR de los genes 16S-23S y su espacio intergénico se utilizaron

los iniciadores reportados por Ibrahim et al. (50):

16S: 5’GAG TTT GAT CCT GGC TCA 3’
238: CCCGTC CTCTCG TACT 3.

Estas secuencias se alinearon con las secuencias del RNA ribosomal de Vibrio cholerae

reportadas en el banco de genes del NCBI.

La amplificacién del DNA se realizé en un volumen de reaccion de 50 ul, la mezcla de

PCR para cada una de las amplificaciones consistié en:

Reactivos por tubo
H2O PCR 26 pL
amortiguador 2
expand 6 uL
MgCl, 0.5pL
DNTP’s 4 pL
Oligo 1 1.5 uL
Oligo 2 1.5 uL
Taq 0.2 L
“Expand” * 0.3 puL
DNA 10 uL

*“Expand” (Boehringer Mannheim)

La concentracién de cada uno de los reactivos fue la siguiente: “amortiguador 2” 10X
(Boehringer Mannheim) ( 200mM Tris-HCI pH 8.4, 500 mM KCl, 22.5 mM MgCl,), 25
mM MgCl; (Gibco BRL), 10 mM de cada uno de los desoxinucleétidos (dATP, dTTP,
dCTP y dGTP) (Applied Biosystems), 30 pmol de cada uno de los iniciadores (Oligo 1 y
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Oligo2), 1 umdad de Taq polimerasa (Gibco BRL), 1.5 unidades de enzima “Expand”
(Boehnnger Mannheim) y 10 pl del DNA bacteriano (=10 ng /uL), por ultimo la mezcla de

reaccion se cubrid con 2 gotas de aceite mineral ligero y se procedi6 a ta amplificacion.

La PCR se realizd en un termociclador Perkin Elmer modelo 480 bajo las siguientes
condiciones: 1 ciclo a 80°C por 5 minutos, temperatura de desnaturalizacién 94°C por 1
minuto 30 seg; temperatura de alineacién 57°C por 1 minuto 30 seg; temperatura de
extensién 72°C por 2 minutos 30 segundos, el proceso se repitié 30 ciclos y por ultimo 1

ciclo a 72°C por 10 minutos.

Se estudiaron por electroforesis horizontal 5 pL de los productos amplificados en geles de
agarosa al 1 % con amortiguador TBE 0.5X. Los productos de PCR se corrieron en paralelo

con un marcador de peso molecular de 1 Kb.

Los geles se tifieron con bromuro de etidio y se visualizaron bajo luz ultravioleta.
Restricciéon enzimitica de los productos de PCR con enzimas y deteccién de Jos
perfiles polimérficos de fragmentos largos de restriccién (RFLP’s).

Antes de proceder a la digestién de los productos amplificados se realizé un analisis de
restriccion exhaustivo de las secuencias del operén del RNA ribosomal ya reportadas en el

banco de genes del NCBI.

Con la finalidad de encontrar polimorfismo en el operén de RNA ribosomal de Vibrio

cholerae se utilizaron las siguientes enzimas de restriccién (Gibco BRL):

Al ALCRYGT
Ddel CITNAG
Haell RGCGCLY
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Hhal GCGlC

Hpal GTTIAAC
Hinfl GLANTC
Mbol LGATC
Neil CCISGG
Rsal GTIAC
Taql TYCGA

La restriccion de los productos de PCR se realizd segin los siguientes reactivos,

concentraciones y voliumenes:

Reactivos Volumen
H,Opcr 3uL
amortiguador pne
10x
Enzima 10U lpL
PPCR 15pL

La mezcla de restriccion se preparé en tubos Eppendorf de 0.5 pL y se incubd por 18 horas
a 37°C en bafio de agua. Se determinaron los diferentes RFLP’s mediante electroforests
vertical en geles de acrilamida (18cm x 18 cm y 1 mm de espesor) al 8% con amortiguador

TBE 0.5X (apéndice II).

Se tomaron 10 pl de cada una de los productos de restricciéon y se mezclaron con
amortiguador de carga antes de depositarse en los diferentes pozos. Se corrieron en paralelo
con su respectivo producto de PCR sin digenir y con un marcador de peso molecular de 123
pb. La electroforesis se realiz6 por aproximadamente 6 horas a 100 volts y 100 mA hasta
que el amortiguador de carga salio totalmente del gel para asi obtener una buena separacién

de las bandas.
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Finalizada la electroforesis el gel se fijé durante 18 h en una solucién de etanol 50%: acido
acético 5%. Se lavo 4 veces (30 minutos cada uno) con agua desionizada y agitacion suave
y se procedi6 a realizar la tincién de plata (Gelcode Pierce) a temperatura ambiente por |

hora con agitacion suave (apéndice II).

Se desecharon las soluciones y el gel se lavo 2 veces por 10 segundos con agua desionizada,
para eliminar el exceso de AgNOj. Para el revelado, se agregd una mezcla de solucién
reductora y solucidn de aldehido (apéndice 11) y, se incubd el gel hasta que aparecieron las
bandas sobre un fondo de color dmbar claro. Se deseché la solucién y se enjuago el gel

dejandolo por un maximo de 1 hora en una solucién estabilizadora con agitacion suave.

Por tltimo, los geles se lavaron con agua desionizada y se les agregd solucion fijadora.
Cada uno de los geles se leyeron en escaner de alta resolucidon Sharp JX-610. Los resultados
se analizaron con el programa “Whole Band Analyzer” de Bio Image. La construccién del

dendograma se realiz6 con el método UPGMA.

Amplificacién por PCR del espacio intergénico (ISR) de RNA ribosomal.

Para la amplificacién por PCR del ISR de los genes 16S-23S se disefiaron los iniciadores

con base a la secuenciacién del genoma de Vibrio cholerae (AE003852 y AE003853)

reportado en el gene bank del NCBI:

16S: 5" CTG GGG TAG AGT CGT AAC AAG 3’
23S: 5" TTA GTA CGT CCT TCA TCG CCT CTG 37

Estos iniciadores van de la posicion 1478 a 1498 de la regién 37 del gen 16S a la posicién
42 a 63 de la region 5” del gen 23S ambos iniciadores fueron disefiados sobre las secuencias

mas conservadas de cada uno de los genes.
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La amplificacién del DNA se realizé en un volumen de reaccién de 50 pl, la mezcla de

PCR para cada una de las amplificaciones consistio en:

Reactivos por tubo
H;O per 32.8 uL
amortiguador SuL
con MgCl,
dNTP’s (10mM) I puL
Oligo 1 0.5uL
Oligo 2 0.5 uL
Taq 0.2 uL
DNA 10 pL.

La concentracion de cada uno de los reactivos fue la siguiente: amortiguador 10X para PCR
(Gibco BRL) (200mM Tris-HCI pH 8.4, 500 mM KCl, 50 mM MgCl,), 1 pL de dNTP’s
(Apphed Biosystems)l0 mM (mezcla de trabajo 10mM de cada uno de los
desoxinucleétidos dATP, dTTP, dCTP y dGTP), 30 pmol de cada uno de los iniciadores
(Oligo 1 y Oligo2), 1 unidad de Taq polimerasa (Gibco BRL), 10 pL del DNA bacteriano
(=1 ng /pL), por ultimo la mezcla de reaccion se cubrio con 2 gotas de aceite mineral ligero

y se procedié a la amplificaciéon.

El PCR se realiz6 en un termociclador Perkin Elmer modelo 480 bajo las siguientes
condiciones: temperatura de desnaturalizacién 94°C por 2 minutos; temperatura de
alineacion 58°C por 30 seg.; temperatura de extension 72°C por 1 minuto, el proceso se

repitié 30 ciclos y por tltimo 1 ciclo a 72°C por 4 minutos.
Se estudiaron por electroforesis horizontal 5 ul. de los productos amplificados en geles de
agarosa al 1 % con amortiguador TBE 0.5X. Los productos de PCR se corrieron en paralelo

con un marcador de peso molecular de 100 pb.

Los geles se tifieron con bromuro de etidio y se visualizaron bajo luz ultravioleta.
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RESULTADOS.

Enzimas Multilocus (MLEE).

Con objeto de estudiar la relacion genética entre cepas de Vibrio cholerae pertenecientes a
diferentes serotipos aisladas de humanos y del ambiente se realizé un estudio para
determinar los genotipos multilocus de 397 cepas de Vibrio cholerae. Estas 397 cepas
incluian las primeras 143 cepas tipo del total de 193 que forman el sistema de referencia
seroldgica para Vibrio cholerae establecido por Shimada er al. (5, 6). El resto lo
conformaban 10 cepas del serogrupo Q1 provenientes de los Centros de Control y
Prevencién de Enfermedades (CDC) en Atlanta Georgia, EUA y 244 cepas de Vibrio
cholerae aisladas en México y Guatemala. De estas 244 cepas, 230 (58% del total)
pertenecian a 59 serogrupos y las 14 cepas restantes no pudieron ser tipificadas con el
esquema actual. Las cepas aisladas en México y Guatemala representaban, por lo tanto, el

30% de la diversidad de serotipos presentes en el estudio.

Se escogeron y analizaron los mismos 17 loci genéticos en cada cepa. Todos los loci
fueron polimérficos, con un promedio de 9.5 alelos por locus (Tabla 6). Se encontré un
total de 279 ETs en las 397 cepas estudiadas. Cada uno representado por un perfif de alelos
caracteristico. Las cepas aisladas en México y Guatemala aportaron 146 de los 279 ETs y
las cepas del sistema de referencia seroldgica para Vibrio cholerae aportaron los 133 ETs

restantes. Estos resultados sugieren que la poblacién estudiada fue muy diversa.

La figura 20 muestra las distancias genéticas entre los 279 ETs encontrados. De ellos, 275
se agruparon en dos divisiones principales (I y II), las cuales divergen entre si en una
distancia de 0.7, correspondiente a 11 locus diferentes, Los 4 ETs restantes fueron los que
formaron los linajes “x™ y “y™, los cuales divergen a una distancia de 0.9, lo cual indica que
las cepas que conformaron estos ultimos 4 ETs tenfan poca relacion entre si, asi como con
el resto de las cepas estudiadas. La media de la diversidad genética por locus para los 279

ETs fue de 0.436.

55



La division 1, integrada por la mayoria de las cepas de Vibrio cholerae estudiadas estuvo

formada por 6 grupos (subdivisiones Ia-If) (Tabla 6).

La subdivision fa la constituyeron 214 ETs, pertenecientes a 316 cepas. Esta subdivisién
presentd tres conglomerados {clusters): A, B y C (figuras 21, 22 y 23), a los cuales
correspondieron 204 de los 214 ETs. Estos tres conglomerados divergen entre si en una
distancia genética de 0.4. Las subdivisiones Ib y If estaban conformados por una cepa del

serogrupo O8 y del serogrupo 056, respectivamente, cada una con un solo ET.

Tabla 6. Diversidad genética de Vibrio cholerae por locus hasada en los ETs.

Muestra Numero de Media del
Cepas ETs ninero H*
alelos

Coleccion cepas

Total 397 279 9.5 0.436
Divisién [y 11 392 275 7.5 0.421
Division [ 380 263 6.7 0.397
Subdivisién Ia

Rama A 103 37 34 0.297
Rama B 148 123 4.8 0.309
Rama C 55 44 33 0.274
Subdivisién lc 51 40 32 0.384
Divisidn I1 12 12 2.8 0.375

*H media de la diversidad genética por locus.

La subdivisiéon Ic estaba formada por 51 cepas distribuidas en 40 ETs. De estos, 8
pertenecian a cepas de los serogrupos 050, 075, O78, O82 y O126, provenientes de la
India, una cepa Q155 aislada en Tailandia y las cepas 092 y O107, aisladas en Japon. Las
cepas restantes de esta subdivision la formaban aislamientos de México y Guatemala. La
subdivisién Id estaba conformada por 8 cepas en 3 ETs. De estas, 7 cepas aisladas en

México y Guatemala no pudieron ser tipificadas con el esquema utilizado y la octava era
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una cepa aislada en la India perteneciente al serotipo O74. La subdivision le estaba formada
por una sola cepa de Vibrio cholerae Ol Inaba, El Tor (ET 259) aislada en 1942 en India.
Esta cepa estaba muy alejada del conglomerado, conformado por las demas cepas

pertenecientes a los serotipos Ol y O139 (Figura 21).

La figura 21 muestra 37 ETs en total (rama A), con un conglomerado muy compacto
formado por 4 ETs donde se localizan todas las cepas del serogrupo O1 y O139. E1 ET 2
incluia una cepa Inaba, El Tor (CDC 2164-78) aislada en Louisiana (EUA) en 1978 y otra
cepa Ol Inaba biotipo Cldsico aislada en 1983 de un turista que habia regresado
recientemente a Estados Unidos de Cancin, México. Este ET parece, por lo tanto, ser una

clona endémica de la costa del Golfo de México.

El ET 3 estuvo conformado por dos cepas Ol Inaba El Tor aisladas de humanos en
Tabasco, México entre 1991 y 1993, 38 cepas O1 Ogawa, El Tor, aisladas en México en los
estados de Tabasco, Morelos y el Estado de México, una cepa aislada en Australia y otra en
Rumania. Este grupo representaba el conglomerado de la séptima pandemia o sea la clona

diseminada en México y América Central e identificada en México, a partir de 1991.

El ET 4 estaba representado por I3 cepas Ol Inaba, El Tor, 11 aisladas en México
(Quintana Roo, Campeche, Tabasco, Veracruz, Puebla e Hidalgo), una aislada en
Guatemala y otra en el Perti. El ET 4 era la clona original causante de la epidemia en el

Continente Americano que se presentd en 1991.

La diferencia entre los ET 2, 3 y 4 (tabla 7, figura 21), estuvo dada por uno solo de los 17
locus estudiados: la leucil-amino-peptidasa (LAP). Por tal motivo, la distancia genética
entre estos ETs fue de 0.05. La cepa O1 Ogawa, El Tor aislada en Tabasco y representada
por el ET 3.1, difirio del ET 3 en el alelo de la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6P).

Las cepas de los serogrupos 037 (India) y O102 (China) pertenecian al ET 5 (tabla 7, figura

21) el cual difiere en un solo locus, la fosfogluconato isomerasa (PGI), del conglomerado
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epidémico O1/0139. Una segunda cepa 037 aislada en Guatemala pertenecia al ET 6, el
cual diferia del ET 5 en uno solo de sus locus, la enzima transaminasa glutdmico
oxaloacética (GOT). Otras dos cepas 037 aisladas de agua de pozo en Campeche estaban

muy alejadas genéticamente del ET 5.

Tabla 7. Perfiles alélicos de enzimas multilocus del conglomerado A.

6 |G |I|NASIC|L |G MPPI H[PIT

ET | Serogrupo | N | P | 6 |D|S|L|H|A| A |O|_|DIL|G| E|GPH
G| P |H|PIDK|T|P|T| |H(P|I|X |M|O|D

01° 2 | 3|4 3[3]3]1]3] 4 [3|3|2{4]3]|35|3]3]1
31 01%0139 |47 3 [ 4 [3]3[371|3] 3 [3[3]2]4]3]35[3][3]1
01° 13034 3|33 1]3]as5|3[3[2]4]3[35]3]3]1

3.1 01° 1| 3 (38 3(3[3/1|3] 3 [3[3[2]4[3]35]3[3]1
5 0370102 2 | 3] 4 [3[3]|3]1]3] 4 [3]3]2]4a]al35]3]|3]1

Subdivisién Ie

259 01° 1 1350 2 [3[3]ol1]t]as|3|3|2]5]3] 1 [3]3]1

"una cepa O1 Inaba, Clasica y una cepa O1 [naba, El Tor.

®38 aislados O1 Ogawa, El Tor, 7 aislados 0139, 2 aislados O1 Inaba, El Tor.
¢ 13 aislados O1 Inaba, El Tor de México, Guatemala y Per(.

4 un aislado O1 Ogawa, El Tor de México.

¢ Inaba, El Tor cepa de la coleccion de referencia

Se identificaron cepas con el mismo tipo electroforético (ET) pero pertenecientes a
diferentes serogrupos (tabla 8, figuras 22 y 23). Por ejemplo, los ETs 128 y 131 (figura 22)
incluian cepas 022 y 034 aisladas en 1968 en India y las cepas O6 y 014 provenientes de

Campeche en 1991 y de Guatemala en 1993, respectivamente.

En el conglomerado C (figura 23) el ET 196 estuvo conformado por 7 cepas de diferente
serotipo; 4 de ellas (015, 047, 051 y 053) asiladas entre 1968 y 1974 de humanos en
India, una cepa 068 aislada en 1978 en el Mar de Japén y 2 cepas O7 aisladas de agua de
pozo y pescado entre 1992 y 1993, provenientes de los Estados de Campeche y Sonora en

México.
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Figura 20. Dendograma que muestra la relacién genética de los 279 Ets de Vibrio cholerae
basado en el analisis de enzimas multilocus (MLEE). El dendograma se construyé con el
método UPGMA. La subdivisién Ic y los conglomerados A, B y C estin interrumpidos.
*Cepas de la coleccién del sistema de referencia serolégica.
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Figura 21. Dendograma que muestra la relacion genética de 37 Ets de Vibrio cholerae del
conglomerado A basado en el anilisis de enzimas multilocus (MLEE). El dendograma se

construyé con el método UPGMA.,
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Con estos resultados se puede inferir que el ET 196 estaba conformado por bacterias
pertenecientes a una clona presente en diferentes continentes. Esta clona habia persistido
con modificaciones debidas probablemente a mutaciones o recombinaciones en su regién

rfb, cuando menos 24 afios.

Finalmente, la division II estaba constituida por 12 ETs, cada uno representado por una sola
cepa y/o serogrupo. Estas cepas tenian una procedencia muy diversa ya que se habian

aislado en Asia, América y Europa (figura 20).

Resultados del PCR-ribotipificacidn.

La tabla 8 muestra los ETs caracterizados por PCR-ribotipificacion encontrados en dos o

mas cepas pertenecientes a diferentes serogrupos aisladas en diversas localidades.

La amplificacidén del operon RNA ribosomal generdé un producto de aproximadamente 4
300 pb que abarcaba desde el nucledtido 9 del gen 168 hasta el nucledtido 2 669 del gen
23S RNAr (figuras 24 y 25).

Figura 24. Operon del RNAT.
1 l Espacio Intergénico .

. 168 | l 238 58
5 I I N D D N D .

A A

1.5 kb 30kb 0.12 kb

Operén RNAr

'* posicién 5* — 3’ del iniciador de amplificacién de la base 9 a 27
** posicion 5’ — 3" del iniciador de amplificacién de 1a base 2669 a 2654
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~4.3 Kb

Figura 25: Productos de amplificacién del operon RNA ribosomal de
Vibrio cholerae carriles 1-9, carril 1 control +. Gel de agarosa al 1%
teitido con bromuro de etidio.

Estos productos de amplificacién se digirieron con la enzima de restriccidn Hinfl. Los
perfiles con una o mas bandas de diferencia fueron considerados como patrones diferentes;

por lo cual se obtuvieron cuatro perfiles de restriccién o PCR-ribotipos (figuras 26 y 27).
Los cuatro perfiles de PCR-ribotipos obtenidos mostraron claramente las diferencias

existentes entre cada uno de ellos, los asteriscos (figura 28) muestran las bandas o sitios

polimérficos que diferencian a cada perfil.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9% 10 11 12 13 14

600 pb

300 pb

100 pb

A

Figura 26: PCR-ribotipos con Hinfl de Vibrio cholerae. Los carriles 2, 4, 6, 8, 10 y 12
muestran los productos de amplificacion (pPCR) sin digerir. El carri! 3 muestra el PCR-
ribotipo A, los carriles 5, 11 y 13 muestran el PCR-ribotipo B y los carriles 7 y 9 el PCR-
ribotipo C, los carriles 1 y 14 son el marcador de peso molecular de 100 pb. Gel de
poliacrilamida al 8% teiiido con nlata.
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Figura 27: PCR-ribotipos con Hinfl de Vibrio cholerae. La figura muestra los 4 PCR-
ribotipos encontrados. Los carriles 2, 4, 6, 8, 10 y 12 son los produnctos de PCR sin digerir, En
el carril 3 el PCR-ribotipo A, carriles 5 y 7 el PCR-ribotipo B, carriles 9 y 11 PCR-ribotipo C
y carril 13 el PCR-ribotipo D. Carriles 1 y 14 marcador de peso molecular 123 pb. Gel de
poliacrilamida al 8% teiiido con plata.
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Figura 28: Perfiles de la restriccion del fragmento 168-23S RNA ribosomal con la enzima
Hinfl. Los carriles 2, 3, 4 y 5 son los PCR-ribotipos A, B, C, y D respectivamente, los asteriscos
muestran las bandas o sitios polimérficos que diferencian a cada perfil. El perfil A no presenté
la banda de =307 pb, el perfil B si la presentd la banda de =307 pb, el perfil C careci6 de Ias
bandas de =140 pb y la de =222 pb, por altimo el perfil D no presentd las bandas de =140 pb,
~222 pb, =297 pb y ~381pb pero presenta una banda adicional de =492 pb. Carril 1 y 6

marcador de peso molecular de 123 pb.
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En la tabla 8 se observa la distribucién de tos PCR-ribotipos con relacion a los ET’s y en la
figura 29 se muestra como se reparten estos ribotipos a lo largo del misme. El PCR-ribotipo
B es el mas ancestral, seguido del PCR-ribotipo D que aparentemente es clonal, siendo Jos
ribotipos A y C los de mas reciente aparicion. La presencia los PCR-ribotipos By C a lo

largo de la figura 29 sugieren que hubo recombinacién entre ellos.

El conglomerade donde se localizaron las cepas de Fibrio cholerae Ol aisladas durante
epidemias estuvo formado por el PCR-ribotipo C anicamente, incluyendo las cepas de
Vibrio cholerae 0139 y 037, lo cual sugiere una buena estabilidad o poca recombinacién
del operon RNA ribosomal y su espacio intergénico en este grupo de cepas. La cepa de
referencia Ol Inaba el Tor (ET 259) que formo la subdivisién le, presentd un PCR-ribotipo
B (figuras 20 y 29).

La variacién encontrada en los perfiles de PCR-nbotipos a lo largo de la diversidad
genética determinada por MLEE en las cepas de la presente coleccion fue muy baja. El
grado de conservacion de los PCR-ribotipos fue sorprendente considerando la gran gama de
serogrupos, zonas geograficas, fuentes de aislamiento y afios en que se aislaron las cepas de

Vibrio cholerae utilizadas en el presente estudio.

La figura 30 muestra el nimero de cepas y el porcentaje de ellas que pertenecid a cada uno
de los PCR-ribotipos, siendo el mas frecuente el perfil C (43.5%) seguido de los perfiles B
(30.5%), D (13%) y por ultimo €l A (2.2%).

Resultados de los PCR de los espacios intergénicos (ISR).

Los PCR de los ISR (figura 31) produjeron un patrén de bandas idéntico para los diferentes

perfiles de PCR-ribotipos. Las cepas presentaron dos bandas de ~530 pb y de ~600 pb,
observandose también dos bandas mas débiles (~700 pb y ~800 pb) en los perfiles A, Cy
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Figura 29, Dendograma que muestra la relacién genética de 20 Ets de Vibrio cholerae que
agruparon cepas de diferentes serogrupos y su asociacién con los perfiles de PCR- ribotipos.
El dendograma se construy6 con el método UPGMA.

*NT cepa que no tipificable.

+ND PCR- ribotipo no determinado.
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Tabla 8: Distribucion de los perfiles PCR-Ribotipos de Vibrio cholerae y su asociacién

con ET’s, serotipos fecha y fuente de aislamiento, obtenidos en diferentes localidades.

PCR ] Localidad
ribotipo ET Serotipo (fecha) Fuente

B 196 015 India (1568) Hurnano
C 047 India (1973) Humano
B 051 India (1973) Humano
C 053 India (1974) Humano
C 068 India (1978) Agua mar
C 07 Campeche (1992) Agua pozo
B 252 074 Indsa (1979) Humano
B NT Veracruz  (1991) Hurnano
B 128 022 India (1968) Humano
A 022 CDC
B 06 Campeche {1991) Humano
C 131 034 India (1968) Humano
C 014 Guatemala (1993) Humano
D 247 092 Japdn {1987) Agua rio

ND 068 Tabasco (1992) Humano
C 73 023 India {1973) Humano
C 026 Filipinas  (1972) Humano
C 5 " 037 India (1969) Humano
C 0102 China (1988) Humano
B 129 0130 India (1981) Humano
C 0104 China (1988) Humano
B 65 0125 India (1981) Humano
B 0132 Tailandia (1981) Humano
B 171 NT Guerrero  (1991) Humano
C 041 Sonora (1993) Fosa séptica

ND 181 035 Sonora (1993) Agua residual
C 181 042 Sonora (1993) Pescado
B 124 024 Veracruz  (1991) Humano
B 024 Tabasco  (1992) Humano
D 234 05 Campeche (1992) Agua pozo
D 062 Tabasco  (1992) Humano
D 52 079 Zacatecas (1991) Humano
D 029 Sonora {1993) Agua residual
D 257 062 Guatemala  (1993)° Humano

ND 029 Guatemala  (1993)° Humano
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Tabla 8, Distribucién de los perfiles PCR-Ribotipos Vibrio cholerae y su asociacién con ET’s,

serotipos fecha y fuente de aislamiento, obtenidos en diferentes localidades, Continuacién

PCR Localidad
Hibotipo ET serotipo (fecha) Fuente
C 2 Inaba Clasica Quintana Roo (1983) Humano
ND Inaba El Tor Louisiana USA(1978) Humano
C 3 0139 India (1993) Humano
C Inaba El Tor Tabasco (1995) Humano
C Ogawa El Tor India (1941) Humano
C Ogawa El Tor Tabasco (1993) Humano
B 259 Inaba El Tor India (1942) Humano
B Inaba El Tor DEPT' (1991)
C 4 Inaba El Tor Teacal (1991) Humano
C Inaba El Tor Perii (1991) Humano

"Departamento de patégenos entéricos. Colindale UK.

? Fecha de recepcién.

Frecuancia (%)

'ND no determmado

C ' D
PCR-Ribotipo

ND

Figura 30. Distribucion de las cepas de Vibrio cholerae de acuerdo al nimero de

aislamientos en cada PCR-ribotipo.
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700 pb
500 pb

Figura 31: Productos de amplificacién de los ISR. Gel de
agarosa al 1%. Carriles 1 y 7 marcador de 100 pb. Carril 2
PCR-ribotipo A, carril 3 PCR-ribotipo C, carril 4 PCR-
ribotipo B, carril 5 PCR-ribotipo D, carril 6 control -.
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Discusion y Conclusiones.

La diversidad genética encontrada en el presente estudio tuvo una media de 0.436 por locus

entre los 279 ETs de Vibrio cholerae analizados (cuadro 6).

Este dato fue mayor a los reportados para la coleccion de referencia de Escherichia coli
(0.343) (51), pero mas bajo que el encontrado para Salmonella enterica (0.627) (52). En un
estudio previo realizado con la técnica de enzimas multilocus, Salles y Momen (53),
estudiaron la variacidén alélica de 260 aislados de Vibrio cholerae, la mayoria del serogrupo
01, hallando 73 ETs, con una variacion de 4.3 alelos por locus y una diversidad genética de
0.326 por locus. La diferencia entre estos hallazgos esta relacionada probablemente con la
gran variedad de serotipos no-O1, regiones geogréficas y fuentes de aislamiento de donde

se obtuvieron las cepas del presente estudio.

Los resultados actuales sugieren también que, cuando menos entre las cepas de la
subdivision la, existe una tasa de transferencia horizontal y recombinacién en genes de
metabolismo basico lo suficientemente alta para evitar el desarrollo y mantenimiento de
alelos distintivos por periodos de tiempo largos. Los datos sugieren que la frecuencia de
recombinacion intragénica y de distribucion en genes de metabolismo basico en Vibrio
cholerae son mas altos que los encontrados para Escherichia coli (54) y Salmonella
enterica (52); a esta misma conclusion llegaron Karaolis et al. (55) a través de un analisis
comparativo de secuencias del gen aspartato semialdehido deshidrogenasa (asd) de Vibrio
cholerae. Aun asi, los hallazgos en la subdivision Ia indican que estos linajes clonales
pueden persistir por décadas. Los ejemplos mas obvios de esto son las cepas epidémicas y

pandémicas pertenecientes a los serogrupos O1 y O139 (tabla 8).
Por otro lado, existe evidencia basada en estudios realizados con un nimero de cepas y
serotipos limitado (55, 56) que los genes rfb de Vibrio cholerae estan sujetos a transferencia

horizontal con relativa alta frecuencia. El hecho de que cepas de un mismo ET puedan
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expresar diferentes lipopolisacaridos (antigeno "O"), puede estar explicado por la presencia
de recombinaciéon o por la aparicion de mutaciones espontdneas en los genes rfb que
codifican para e] antigeno somatico (O). Los resultados actuales muestran que cepas de un
mismo serogrupo frecuentemente se encuentran en linajes divergentes ain cuando estos

estén poco relacionados genéticamente.

Un ejemplo de esto se puede observar en la cepa del serogrupo O139, la cual surgié en
India y Bangladesh debido a la adquisicion de genes que mediaban la sintesis del LPS del

serogrupo O139 en una cepa de Vibrio cholerae O1 El Tor.

Otro ejemplo de esto es la cepa de Vibrio cholerae O37, responsable de un brote de colera
en Sudan en 1968 (57). En 1995, mediante la "huellas digital" de IS1004 Bik et al. (56),
determinaron que la cepa O37 aislada en Sudan esta relacionada con cepas de Vibrio
cholerae del serogrupo O1 biotipo clasico. La cepa de referencia O37 (ET 5), aislada en
1969 de un paciente en India representa probablemente la misma clona que la cepa O37 de
Sudan. Como se observd en los resultados del presente estudio esta cepa O37 esta
estrechamente relacionada con cepas Ol El Tor y con otras cepas epidémicas Oll(ﬁgura
21), confirmando los resultados obtenidos por IS1004. De hecho, el ET 5 se distingue de los
ET 2, 3 y 4 del cluster O1/0139 por el locus de PGI (alelo 4 vs. alelo 3, respectivamente).

Honma et al. (58) estudiaron una cepa O37 que producia hemolisina O37-Hly, la cual era
antigénicamente similar a la hemolisina producida por el serogrupo Ol El Tor (EI Tor-
Hly), pero diferia en el tamafio molecular por la presencia de una insercién de 4 pb que
generaba un coddn de alto en la region rio abajo del gen. Esto indicaba que la O37-Hly era
una proteina truncada que se habia derivado de otra proteina El Tor-Hly, con la cual
compartia el 90% de la secuencia de la regiéon N—terminal. De la coleccion de cepas de
México y Guatemala se estudiaron 3 cepas O37; una aislada de un paciente en Guatemala
(ET 6) con un genotipo MLEE idéntico al de la cepa O37 de referencia (ET 5), excepto por
el locus de la enzima GOT (alelo 4 vs. 3). Las otras dos cepas O37 se aislaron en

Campeche, México y provenian de pozos de agua. Estas cepas presentaron seis y siete locus
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diferentes respectivamente, en relacion con la cepa O37 de referencia y con la aislada en
Guatemala. Cabe mencionar finalmente, que la cepa de referencia O102, aislada en 1988 de
un paciente con diarrea en China presentaba un genotipo MLEE idéntico (ET 5) al de la

cepa de referencia O37.

En el presente estudio se pudo determinar también la existencia de una clona de Vibrio
cholerae 037, con potencial epidémico, la cual se habia aislado en India y Africa en 1968 y
1969. Ante la estrecha relacion entre el serogrupo O1 El Tor con otras clonas epidémicas
del serogrupo Ol, esta cepa de Vibrio cholerae O37 representa un caso similar al de la
clona de Vibrio cholerae 0139, ya que una vez que se estableci6 en el linaje de las cepas
del serogrupo O1, adquirié un nuevo antigeno somatico mediante transferencia horizontal y

rearreglos de los genes de la region rfb.

Colwell et al. (72, 73) han propuesto que bajo condiciones especiales las cepas de Vibrio
cholerae no-O1 pueden convertirse al serogrupo Ol y viceversa, y de utilizar este
mecanismo como una posible estrategia de supervivencia en el ambiente. Aparentemente el
mecanismo propuesto por el cual suceden estos cambios serian por mutaciones espontaneas
de los genes que codifican para el antigeno somadtico "O" y/o por induccién o represion de
estos genes como respuesta a cambios fisicos, quimicos o biolégicos en el ambiente. Este
fendmeno de seroconversion puede tener un papel importante en la epidemiologia del
célera. Como se observa en el figura 21 las cepas 037 y O102 que conforman un mismo ET
(ET 5), sugiere que estas cepas pueden representar casos en los cuales clonas Ol han
pasado a formar nuevos serogrupos. En el grupo de cepas de este estudio los inicos casos
de aparente conversion de serogrupo no Ol a serogrupo Ol, serian las cepas O139 y la cepa
de referencia O1 Inaba, El Tor (ET 259), la cual form¢é la subdivision Ie (figura 20) y esta
alejada genéticamente del grupo de cepas epidémicas O1, grupo A de la subdivision la

(figura 20).

La fuente exdgena putativa de la regién rfb involucrada en la transformacion de la cepa Ol

El Tor en la clona epidémica 0139, fue identificada con base en las reacciones cruzadas de
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serotipificacion como cepas de los serogrupos 022, O4, u O155 (15, 56, 59). Los analisis
moleculares, en estos casos, mostraron que dichas cepas tuvieron en comin con O139 dos
marcos de lectura abierta en la region rfa D presentes en la cepa O139 pero ausentes en las

cepas Ol.

A través del estudio del contenido genético y organizacion de la region rfb adyacente a las
secuencias de IS1358 en cepas 0139 y de otros trece serogrupos, incluidos 022 y 0155,
Dumontier y Berche (60) identificaron una clona del serogrupo O22 aislada en India (cepa
de Shimada 169-68) como posible donadora de estos genes, aunque no se puede eliminar la
posibilidad de que hubieran existido rearreglos multiples en la cepa O1 receptora. Como se
determiné en el presente andlisis la cepa 022 (ET 128) forma parte del cluster B de la

subdivision Ia y difiere de las cepas O1 y O139 en cuatro y cinco loci, respectivamente.

En las cepas estudiadas en la presente investigaciéon, nueve del serogrupo O155
correspondieron a siete ETs diferentes. La cepa O155 (ET 224) aislada en 1993 en
Tailandia y otros cinco ETs representados por cepas asiladas en Tabasco y Campeche,
formaron parte de la subdivision Ic, aunque hay que aclarar que este cluster no es compacto.
El ultimo ET de las cepas del serogrupo O155 se conformé por dos cepas aisladas en
Sonora, México, como parte del grupo B de la subdivision la. De este modo podemos
concluir que las cepas del serogrupo O155 pertenecen a un grupo de ETs moderadamente
diverso, ninguno de los cuales esta estrechamente relacionado a los ETs de las clonas
epidémicas O1/0139. Esto sugiere que los genes que median la expresion del LPS O155 se

transfirieron con relativa alta frecuencia.

Debido a que los genes que codifican para factores de virulencia pueden ser transferidos
horizontalmente y la conversién antigénica puede realizarse por la adquisicion y/o perdida
de los genes rfb, existe la posibilidad de que cualquier Vibrio cholerae pueda ser
transformado en una cepa potencialmente virulenta y, mas ain, en una cepa epidémica (55,
61). La relacion evolutiva estrecha de las clonas epidémicas O1, O139 y O37 indican que

pueden surgir nuevas clonas epidémicas o fuertemente virulentas a través de la
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modificacion del linaje que ya es epidémico o esta muy relacionado con dicha clona. De
este modo las cepas 0139 evolucionaron de la clona Ol El Tor, la cual adquirié un
transposon que contenia los genes para el LPS O139, la capsula junto con la delecion de la
mayoria de los genes que mediaban la sintesis del serotipo O1 (62). La clona toxigénica
037 causante de brotes de célera en Sudan e India a finales de la década de 1960, también

esta muy relacionada con el cluster de las clonas epidémicas O1/0139.

Se ha sugerido que cepas ambientales de Vibrio cholerae pueden servir como reservorios
del ¢CTX o mas alin que pueden surgir como cepas patégenas siempre y cuando adquieran
los genes de virulencia (55, 57). Asimismo, Boyd et al.(63) en el 2000 reportaron la
presencia del $CTX tanto en su forma replicativa como profago integrado al cromosoma en
cepas de Vibrio mimicus. Aunado a esto, el analisis de la secuencia de los genes orfU y zot
de los ¢CTX provenientes de Vibrio mimicus y Vibrio cholerae demuestra que ambos genes
son 1dénticos lo que sugiere que hubo transferencia horizontal del fago entre estas dos
especies. Por lo anterior es interesante mencionar que las cepas ambientales de Vibrio
cholerae no Ol incluidas en este estudio no se agruparon en conglomerados distintivos o
auin en un linaje evolutivo propio, sino que se localizaron a lo largo de los dendogramas y

algunas tuvieron el mismo ET que cepas de Vibrio cholerae no O1 aisladas de humanos.

Tomando en cuenta que la prevalencia de genes de virulencia en cepas ambientales de
Vibrio cholerae no esta bien entendida mas los resultados reportados por Boyd ez al .(63) en
cepas de Vibrio mimicus, consideramos importante realizar estudios con otras técnicas que
puedan ayudar a dilucidar la relaciéon que existe entre cepas de Vibrio cholerae y Vibrio
mimicus ambientales y aquellas provenientes de humanos tanto de brotes epidémicos como
en los periodos entre epidemias, ya que estas dos especies pueden ser reservorios
importantes de los genes de virulencia y por lo tanto tener un papel importante en el

surgimiento de nuevas cepas de Vibrio cholerae .
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La informacién derivada de los PCR-ribotipos ha sido utilizada para tipificar y diferenciar
organismos estrechamente relacionados (64, 65, 66 67, 68 69). Una de las metas del
presente estudio fue utilizar este método y asociar los perfiles de PCR-ribotipos con los
genotipos multilocus y diferenciar cepas Vibrio cholerae que estuvieron relacionadas
genéticamente, especialmente aquellas cepas con diferentes serogrupos que por MLEE se
encontraban en un mismo ET o estrechamente relacionados con los serogrupos O1/0139

epidémicos.

Esta técnica ha sido utilizada para tipificar cepas pertenecientes a diferentes géneros,
incluyendo Listeria, Staphyloccoccus, Salmonella, Citrobacter, Enterobacter, Proteus,
Pseudomonas y Escherichia coli (31, 64, 65, 66). Los investigadores que la han utilizado
concluyen que se trata de una técnica rapida y precisa para la genotipificacion, util en
estudios epidemiologicos de los géneros bacterianos mencionados. Por otro lado, otros
investigadores (50) han sugerido su utilizacion como metodologia rapida para caracterizar,

diferenciar y discriminar entre las especies de los géneros Acinetobacter y Francisella.

Esta técnica se ha utilizado también para tipificar lmicroorganismos anaerobios como
Clostridium difficile (67, 68) con el objeto de dar seguimiento a brotes de infecciones
nosocomiales. Stubbs ef al. (69) construyeron una biblioteca de 116 PCR-ribotipos con la

finalidad de facilitar el analisis epidemiolégico de cepas virulentas de este microorganismo.

Urakawa et al. (70) analizaron los patrones de restricciéon del 16S de 35 especies de la
familia Vibrionaceae y concluyeron que esta técnica era util para la clasificacién e
identificacién de esta familia. Wong et al. (71) compararon tres técnicas de tipificacion para
Vibrio parahaemolyticus y determinaron que PCR-ribotipificaciéon era practica como
método de rutina para tipificar y subtipificar cepas provenientes de brotes epidémicos, asi

como para evaluar la relacidon genética y epidemioldgica de este género bacteriano.

En el presente estudio los perfiles de los PCR-ribotipos de cepas de Vibrio cholerae

presentaron poca diversidad y los perfiles generados por los ISR fueron idénticos. Los

79

=Ty
=]
o,



cuatro perfiles de PCR-ribotipos diferentes que se obtuvieron no mostraron una relacion
con el fenotipo bioquimico, el serotipo, el tipo electroforético (ET), con brotes epidémicos
o la fuente o zona geografica de donde se obtuvieron. Esto difiere de los resultados
encontrados por Coelho et al. (33), en los cuales Vibrio cholerae Ol biotipo Clésico,
biotipo El Tor y O139 presentaron patrones diferentes en los perfiles de los espacios
intergénicos (ISR), lo que los llevd a recomendar a esta técnica como herramienta para el
estudio epidemiolégico de Vibrio cholerae. La diferencia con los resultados del presente
estudio se pueden deber a que los iniciadores que utilizaron Coelho et al. se hicieron
basados en secuencias reportadas para Escherichia coli 'y el PCR se realizé en condiciones
de baja astringencia, en contraste con el uso de iniciadores especificos para Vibrio cholerae

y un PCR con condiciones de alta astringencia, utilizados en la presente investigacion.

Los resultados actuales mostraron que los perfiles fueron reproducibles. Sin embargo, la
variacién entre los PCR-ribotipos de las cepas de Vibrio cholerae estudiadas fue baja y no
permitié hacer una diferenciacion entre las cepas que por MLEE estuvieron estrechamente
relacionadas. Sin embargo, la baja variabilidad entre los perfiles de los PCR-ribotipos nos
indica el alto érado de conservacion en el RNA ribosomal y su espacio intergénico (ISR),
por lo que se puede inferir que los (ISR) tienen un nimero de genes de tRNA altamente
conservados. La recombinacién y conversion génica pueden explicar en parte este alto

grado de conservacion.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Chun et al. (30) los cuales analizaron las
secuencias de las regiones ISR del RNA ribosomal en Vibrio cholerae y Vibrio mimicus 'y
mostraron su poca utilidad para diferenciar y discriminar entre cepas de Vibrio cholerae
estrechamente relacionadas como las cepas epidémicas, aunque la informacién generada
por las ISR fue util para distinguir Vibrio cholerae de Vibrio mimicus. Se desconoce atin la
importancia que pudieran tener las diferencias encontradas en los PCR ribotipos. La
comparacion y el analisis de las secuencias de los diferentes perfiles probablemente ayude a
escudrifiar las variaciones interserotipo e intercistrénicas que permitan contestar preguntas

como la anterior. Sobre la base de la baja variabilidad encontrada en este estudio en los
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PCR-ribotipos, se puede proponer que este método es mas apropiado para realizar estudios
de indole taxondmico, filogenético y de evolucion que como métodos para diferenciacion
entre genotipos multilocus de Vibrio cholerae o para caracterizar clonas provenientes de

brotes epidémicos.
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Apéndice 1.

Medios de cultivo.

Infusion cerebro corazon (BHI) (Bioxon # cat. 112-1).

Luria Bertani (Gibco BRL # cat 12795 027).

Amortiguador de cosecha.

Tris base (Sigma T1503)10 mM 1.211g

EDTA (ImM) 0.372g
Aforar a 1 litro de agua desionizada estéril. Ajustar pH 7.5.

Colorante de migraciéon para MLEE.

Etanol absoluto (J.T Baker 9000 03) 6.6 mL
Agua desionizada 18.4 mL
Amaranto ' 0.031g

Solucion de paro (stop) para geles de almidon.

Agua desionizada 1500 mL
Metanol industrial 1500 mL
Acido acético (Merck 109951) 300 mL

Mezclar y guardar en un frasco ambar.

Gel

Almidén hidrolizado de papa para geles

(Connaught laboratories limited) 48¢g
Amortiguador
(especifico para cada enzima) 420 mL
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Colocar en un matraz Erlen Meyer de 1 litro y hervir hasta que la solucion sea translucida y

espesa, desgasificar y vaciar a los moldes.

Amortiguadores para los geles y electroforesis.
Amortiguador de fosfatos pH 7 (Gel)

Fosfato de potasio dibasico (K;HPOy)

(Tecnologia Quimica F 1260) 6.36¢g
Acido citrico

(Tecnologia Quimica A 1340) 1.524¢
Agua desionizada 6000mL

Ajustar pH con lentejas de hidroxido de potasio.

Amortiguador de fosfatos PGI pH 6.7
(para electroforesis)

Fosfato de potasio monobasico(K;HPOs)

(Tecnologia Quimica F 1280) 108.87g
Hidréxido de sodio (NaOH)

(Merck # 6498) 14.35g
Agua desionizada 6000mL

Amortiguador Tris citrato pH 8 (Gel)
Diluir el amortiguador Tris citrato pH 8 para electroforesis

200:5800 con agua desionizada.

Amortiguador Tris citrato pH 8
(para electroforesis)

Tris (Sigma T1503) 416g
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Acido citrico

Agua desionizada

Amortiguadores para tincion.
Amortiguador 0.2M Tris HCI (pH 8)
Tris (Sigma T1503)

Agua desionizada
HCI (Merck # 1.13386)

Amortiguador de fosfatos para tincién pH 7

Solucion A (pH4.4)

0.2M NaH;P0O,4.7 H,0 (monobaésico)
(Baker Analyzed # 3824)

Agua destilada

Solucion B (pH 8.9)

0.2M NaHPOj, (dibasico anhidro)
Agua destilada

Mezclar:

Solucién A

Solucion B

Agua desionizada

Amortiguador 0.1M Fosfato de potasio (pH 5.5)

Fosfato de potasio
(monobasico KH,PO4)
Agua destilada

NaOH
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165g
5000mL

145.2¢g
6,000mL
54mlL

27.6g
1000mL

28.4g
1000mL

80mL
80mL
3840mL

13.6g
1000mL
1.5g



0.1M MgCl,

Cloruro de magnesio (MgCl,.6H,0)
(Merck 5833)
Agua desionizada

0.25 M MnCl,

Cloruro de manganeso (MnCl,;.4H,0)

(Merck 105 927)

Agua desionizada

Catalizador, colorantes, coenzimas y sustratos.

NAD B-nicotinamida adenina di nucle6tido (DPN)
NADP B-nicotinamida adenina di nucleétido fosfato(TPN)

NBT Azu] de tetrazolio
MTT MTT tetrazolio

PMS metosulfato de fenazina
Acido Malico 2.0 M pH 7
Acido mélico (Sigma M0375)
NaOH

MDH (50 U/mL)

Deshidrogenasa malica (Sigma M7508)
Agua desionizada
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40.6g
2000g

4.9g
100mL

1g/100 mL H,0
1g/100 mL H,0
1g/100 mL H,0
1g/100 mL H,0
1g/100 mL H,0

536.4g
320.0g

5000 unidades
100 mL



PGI (50U/mL))

Fosfoglucosa isomerasa (Sigma P9010)
Agua desionizada

XO (2U/mL)

Xantina oxidasa (Sigma X1875)

Agua desionizada

G-6-PDH (10U/mL)
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(Sigma G8878)

Glicerol 50% (Sigma G 9012)
(50 mL H,0O + 50 mL glicerol)

Tincion de geles.

Deshidrogenasas.

Alanina deshidrogenasa (ALD)
Amortiguador de fosfato de sodio pH 7
DL-alanina (Sigma A7627)

NAD

En el momento de teiiir afiadir:
PMS
MTT
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5000 unidades
100 mL

50 unidades
25 mL

1000 unidades

100 mL

50 mL
50mg
2 mL

0.5mL
1 mL



Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6P)

Amortiguador 0.2 M Tris HCI (pH 8) 50 mL
Glucosa-6-fosfato (Sigma G7250) 100mg
0.1 M MgCl, 1 mL
NADP 1 mL

En el momento de tefiir afiadir:
PMS 0.5 mL
MTT 1 mL

6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PG)

Amortiguador 0.2 M Tris HCI (pH 8) 20 mL
0.1M MgCl, 10 mL
Acido 6-fosfoglucénico (Sigma P7626) 10 mg

Mezclar y afiadir:
NADP 0.5 mL

En el momento de tefiir afiadir;
PMS 0.5 mL
MTT 1 mL

Isocitrato deshidrogenasa (IDH)

Amortiguador 0.2 M Tris HCI (pH 8) 50 mL
acido isocitrico 50 mg
NADP ImL
0.1M MgCl, 2mL

En el momento de tefiir afiadir:
PMS 0.5mL
MTT 1 mL
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Malato deshidrogenasa (MDH)

Amortiguador 0.2 M Tris HCI (pH 8)
2.0 M D-L 4cido maélico (pH 7)
NAD

En el momento de tefiir afiadir:

PMS
MTT

Enzima malica (ME)

Amortiguador 0.2 M Tris HCI (pH §)
2.0 M DL écido maélico (pH 7)
NADP

0.1M MgCl,

En el momento de tefiir afiadir:
PMS
MTT

Shikimic (SHK)

Amortiguador 0.2 M Tris HCI (pH 8)
Acido shikimico (RT)

NADP

0.1M MgCl,

En el momento de tefiir afiadir:
PMS
MTT
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40 mL
6 mL
2mL

0.5mL
1 mL

40 mL
6 mL
1.5 mL
2 mL

0.5 mL
1 mL

50 mL
30 mg
1 mL
2 mL

0.5mL
1 mL



L-treonina deshidrogenasa (THR)

Amortiguador 0.2 M Tris HCI (pH 8) 50 mL
L-treonina (Sigma T8625) 50 mg
NAD 2 mL

En el momento de tefiir afiadir:
PMS 0.5 mL
MTT 1 mL

Indofenol oxidasa (IPO)

Amortiguador 0.2 M Tris HCI (pH 8) 40 mL
0.1M MgCl, ImL

En el momento de teiiir afiadir:
PMS 0.5 mL
MTT 1 mL

Exponer a la luz a temperatura ambiente.

Catalasa (CAT)

1. Solucién A

Afiadir en orden:

Agua desionizada 50 mL
Tiosulfato de sodio (Na;S,05.5H,0)

(Merck 106 512) 750mg
H,0; (solucion al 50%) 1.5mL

2. Agregar sol. A al gel, incubar a temperatura ambiente por 10 min. (no mas de 20

minutos)

3.Preparar sol. B justo antes de utilizarse:

Solucion stock:
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Agua desionizada S0 mL
KI (yoduro de potasio)
(Merck 105 044) 750mg

Solucién B:

Afiadir 10 mL de la solucion stock a 60 mL de agua desionizada (dilucién 1:7)

(no funciona disolver 1/7 del peso de KI directamente en agua)

4. Después de la pre-incubacion, lavar el gel con abundante agua.

5. Afiadir 40 mL de la sol. B y agitar suavemente

6. Lavar el gel con abundante agua en cuanto aparezcan bandas blancas contra un fondo
azul. Agregar agua en lugar de solucion de paro. Leer el gel inmediatamente ya que el gel se
sigue obscureciendo y las bandas débiles pueden desaparecer.

Transferasas.

Transaminasa glutamico oxaloacética (GOT)

En un matraz pesar:

Piridoxal-5"-fosfato (Sigma P9255) 1 mg

Acido L-aspartico 50 mg
Acido a-cetoglutarico (Sigma K1750) 100mg
Sal “Fast blue BB” (Sigma F3378) 100mg

En el momento de tefiir afiadir:
Amortiguador 0.2 M Tris HCI (pH 8) 50 mL

Hexokinasa (Hex)

0.1M Amortiguador Glycyl-glycina (pH 7.5) 25 mL
D-glucosa 200mg
ATP (Sigma A5394) 50 mg
NADP 1 mL
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Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 1 mL
0.1M MgCl, - 2mL

En el momento de teiiir afiadir:

PMS 0.5 mL
MTT 1 mL
Agar:

0.IM Amortiguador Glycyl-glycina (pH 7.5) 30mL
Agar-Agar (Merck 1.01614.1000) 600mg

Hervir hasta la total disolucién de agar, enfriar a 60°C agregar la solucion de tincion

mezclar suavemente sin hacer burbujas y vaciar sobre el gel.

Nucleétido fosforilasa (NSP)

Amortiguador fosfato de sodio (pH 7) 25mL
Inosina RT (14125) 20 mg

Xantina oxidasa (X1875) 1 mL

En el momento de tefiir afiadir:

PMS 0.5mL
MTT 1 mL
Agar:

Amortiguador fosfato de sodio (pH 7) 30mL
Agar-agar 0.6g

Hervir hasta la total disolucién de agar, enfriar a 60°C agregar la solucién de tincion

mezclar suavemente sin hacer burbujas y vaciar sobre el gel.

Fosfoglucomutasa (PGM)

Agua desionizada 25 mL
Amortiguador 0.2 M Tris HCI (pH 8) 5mL
0.1M MgCl, 5 mL
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Glucosa-1-fosfato y glucosa-1, 6-
Difosfato

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
NADP

En el momento de tefiir afiadir:
PMS

MTT

Hidrolasas.

Leucino aminopeptidasa (LAP)

Amortiguador 0.1M fosfato de potasio (pH 5.5)

0.1M MgCl,

En el momento de tefiir afiadir:
I L-leucyl-B-naftyl-amida (Sigma L0376)
“Fast black salt”’(Sigma F7253)

Fenil alanyl-leucina peptidasa (PLP)

L-Fenilalanyl-L-leucina (Sigma P3876)
Peroxidasa (Sigma P8125)
Orto-dianisidina di-HC1 (Sigma D3252)
Veneno de vibora (Sigma V7000)

En el momento de tefiir afiadir:
Amortiguador 0.2 M Tris HC1 (pH 8)
0.25M MnCl,

Mezclar en el agitador magnético

Agar:
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5 mL
5 mL
0.5 mL

0.5 mL
1 mL

50 mL
ImL

30mg
30mg

20 mg
10 mg
10 mg
10 mg

25 mL
0.5mL



Amortiguador 0.2 M Tris HCI (pH 8) 30 mL
Agar-agar 600mg
Hervir hasta la total disolucion de agar, enfriar a 60°C agregar la solucién de tincién

mezclar suavemente sin hacer burbujas y vaciar sobre el gel.

ISOMERASAS.

Fosfo-glucosa isomerasa (PGI)

Amortiguador 0.2 M Tris HCI (pH 8) 25 mL
Fructosa-6-fosfato (Sigma F3627) 10 mg
0.1M MgCl, 0.3mL
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Sigma G8878) 0.3mL
NADP 0.6mL

En el momento de tefiir afiadir:

PMS 0.5mL
MTT I mL
Agar:

Amortiguador 0.2 M Tris HCI (pH 8) 30 mL
Agar-agar 600mg

Hervir hasta la total disolucion de agar, enfriar a 60°C agregar la solucién de tincidn

mezclar suavemente sin hacer burbujas y vaciar sobre el gel.
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Apéndice II.
Extraccion DNA.

Agua tratada con DEPC (Diethylpyrocarbonato)
Amortiguador TE

Dodecyl sulfato de sodio (SDS)

NacCl

Proteinasa K

Solucién de CTAB/NacCl

Cloroformo / alcohol isoamilico

Fenol / cloroformo / alcohol isoamilico
Isopropanol

Etanol

Amortiguador TBE

Amortiguador de carga

Bromuro de etidio

Amortiguador TBE 5X.
Tris base
Acido borico (Merck 100165)

EDTA 0.5M pH 8
Aforar a un litro de agua desionizada estéril.

Amortiguador TBE 0.5X.

Diluir 1:10 el amortiguador TBE 5X con agua desionizada estéril.

Amortiguador TE (pH

100 mM Tris-Cl (pH 8.0)
10 mM EDTA (pH 8.0)
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10%.
5M.
20 mg/mL.

24:1
25:24:1
Absoluto.
70%.
0.5X.

10 mg/mL.

S54g
27.5¢
20 mL



Esterilizar las soluciones en autoclave por 20 minutos. Guardar el amortiguador a
temperatura ambiente

EDTA 0.5M pHS.

EDTA 186.1g
Agregar 800 mL de agua desionizada, colocar en un agitador magnético y ajustar a pH 8
con lentejas de NaOH. Aforar a un litro y esterilizar en autoclave.

Dodecyl sulfato de sodio (SDS) al 10%

SDS 10g
Aforar a 100 mL de agua estéril, calentar suavemente hasta obtener total disolucion.
Cloruro de Sodio (NaCl) 5M

NaCl (Merck) 290¢g
Aforar a 1 litro de agua desionizada. Esterilizar en autoclave.

Proteinasa K 20 mg/mL

Proteinasa K (Gibco #cat. 25530 015) 200mg

Tris 50 mM pH 8 10 mL
Disolver la proteinasa K en el Tris 50 mM. Alicuotar en tubos eppendorf y congelar a -

20°C.

Tris 50 mM pH 8

Tris base 6.1g
Aforar a 1 litro de agua desionizada. Esterilizar en autoclave.
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Solucién de Hexadecyltrimethylammonium bromide/NaCl (CTAB/NaCl)

NaCl 0.7M

Aforar a 100 mL de agua desionizada.

CTAB (hexadecyltrimethylammonium bromide) (Sigma H6269)

4.06g

10g

Aforar a 100mL con la solucidén de NaCl 0.7M. Calentar suavemente hasta disolver.

Cloroformo / alcohol isoamilico 24:1

Cloroformo (Merck 1.15854)
Alcohol isoamilico (Merck 100 979)

Fenol / cloroformo / alcohol isoamilico 25:24:1
Fenol saturado y amortiguado pH 7.49
(Gibco ultra pure #cat.15513 039)

Cloroformo
Alcohol isoamilico

Etanol al 70%
Etanol absoluto

Agua desionizada

Isopropanol absoluto

Isopropanol (Merck 9634)

Enzimas para PCR.

Enzima Expand (Boehringer Mannheim # cat. 1681 834).
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24 volumenes.

1 volumen.

25 volimenes.
24 volumenes.

1 volumen.

70 mL
30 mL



Taq polimerasa (Gibco BRL # cat. 18038 042).
Desoxinucledtidos (Applied biosystems # cat.808 0007).

Amortiguador de carga (solucion de azul de bromofenol-sacarosa).

Solucion de azul de bromofenol en agua estéril 0.25% (peso /Vol.)
Solucion de sacarosa al 40% en agua estéril (peso /Vol.)
Mezclar las dos soluciones y guardar a 4°C.

Bromuro de Etidio (10mg/mL)

Bromuro de etidio(Gibco ultra pure #cat.15582 018) lg

Agua desionizada estéril 100mL

Mezclar en agitador magnético por muchas horas hasta asegurar la disolucion del colorante.
Guardar la solucién en frasco ambar y temperatura ambiente.

Enzimas de restriccion.

Al (Gibco BRL # cat. 1209 183)
Ddel (Gibco BRL # cat. 835 293)

Haelll (Gibco BRL # cat. 693 936)
Hhal (Gibco BRL # cat. 688 541)
Hpall (Gibco BRL # cat. 15209 018)
Hinfl (Gibco BRL # cat. 15223 019)
Mbol (Gibco BRL # cat. 15248 016)
Neil (Gibco BRL # cat. 1062 573)
Rsal (Gibco BRL # cat. 15424 013)
Taql (Gibco BRL # cat. 15218 035)

Poliacrilamida al 20%.

Acrilamida (Gibco ultra pure #cat.15512 015) 19.3g
Bis-acrilamida (Gibco ultra pure #cat.15516 016) 0.7g
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TBE 0.5X

ambar a 4 °C.

Persulfato de amonio al 10%. '

Persulfato de amonio(Gibco ultra pure #cat.15523 012)

Agua desionizada estéril

cbp 100mL

Mezclar en agitador magnético hasta asegurar la disolucién. Guardar la solucién en frasco

10g
100mL

Disolver el persulfato de amonio, alicuotar en tubos eppendorf y guardar a -70°C.

Geles de acrilamida al 8§%.

Acrilamida al 20 %

Persulfato de sodio al 10%

TEMED (Gibco ultra pure #cat.15524 010 )
TBE 0.5X

Mezclar en el momento de preparar el gel.

Solucion fijadora para geles de acrilamida.
Etanol absoluto

Acido acético

Agua desionizada

Tincioén de plata.

Gelcode, kit tincion de plata (Pierce #cat.24597).

Solucion de nitrato de plata (concentrada)
Solucién aldehido reductor (concentrado)
Solucion base reductora (concentrada)

Solucién estabilizadora (concentrada)
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10 mL
85.7uL
14.2uL
cbp 25 mL

50 mL
5mL
cbp 100 mL

Diluir 1:15

Diluir 1: 7.5
Diluir 1: 7.5
Diluir 1: 45



Las diluciones se hacen con agua desionizada (18 ). Las soluciones de trabajo de nitrato
de plata (se reutilizd hasta 3 veces) y estabilizadora se guardaron en frasco &mbar a 4°C.

Las soluciones de trabajo aldehido reductor y base reductora se prepararon y mezclaron al

momento de ser utilizadas.
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