EMPLEO DE LA BIOLOGIA MOLECULAR PARA LA IDENTIFICACION DE CEPAS PATOGENAS DE Vibrio cholera
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RESUMEN

El presente estudio surgio después de detectarse la incidencia de Vibrio cholerae NO-O1 mediante la técnica
de hisopo de Moore de el drenaje del municipio de Durango, por lo que fue necesario implementar una
técnica rapida que nos permitiera diferenciar cepas patdgenas de Vibrio cholerae de aquellas que no
representaban un riesgo para la poblacion, y determinar si las cepas tenian potencial patogénico. Mediante
la técnica de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) se evaluaron muestras para buscar una secuencia
del gen que codifica para la subunidad A de la toxina colérica (ctxA), que si estd presente es indicativa de
patogenicidad. La técnica de PCR permitid distinguir entre las cepas virulentas y las no virulentas. Las cepas
aisladas del drenaje del municipio de Durango no presentaron el gen de la toxina colérica.
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INTRODUCCION

La organizacion mundial de la salud (OMS) define el célera como una infeccién intestinal aguada
causada por la ingestion de agua o alimentos contaminados por la bacteria Vibrio cholerae, esta bacteria
produce una enterotoxina que causa una diarrea abundante, indolora y acuosa que pude producir con
rapidez una deshidratacidn grave o la muerte si no es tratada oportunamente. Esta enfermedad continda
siendo una amenaza de salud publica para los paises con bajo grado de desarrollo social (OMS, 2012).

El Ultimo brote de célera en México se presentd en el periodo comprendido de 1991 al 2001, este
brote afecto a practicamente todos los Estados de la Republica Mexicana y se registraron mds de 45 mil
casos y mas de 500 defunciones (SSA, 2008). Después de esta fecha Gnicamente se reportd a la OMS un caso
aislado en el 2008 y otro en el 2010 (SSA, 2008; OMS, 2009; OMS, 2011).

En el estado de Durango, durante el brote de 1991-2001, se presentaron casos en dos afos de este
periodo (SSA, 2001).

Vibrio cholerae es el agente etioldgico del célera epidémico y pandémico humano, se clasifica con
base en su antigeno somatico O, actualmente se conocen 198 serogrupos. Cada serogrupos se define por su
suero monoespecifico; Vibrio cholerae O1 se define con este nombre ya que aglutina con el suero 01,
mientras que los otros 198 restantes serogrupos se les denomina genéricamente como NO-O1 (Koneman et
al., 2001; SSA, 2001).

Con base en sus caracteristicas fenotipicas, propiedades metabdlicas, susceptibilidad a
bacteriéfagos y a antimicrobianos, Vibrio cholerae O1 se divide en dos biotipos: Clasico y El Tor, estos
biotipos se dividen de acuerdo a diversos antigenos somaticos en tres biotipos: Inaba, Ogawa e Hikojima
(SSA, 2001).

El célera es una enfermedad que no es producida por la invasion tisular del microorganismo, sino a
través de la produccion de la toxina que irrumpe en el intercambio intestinal normal del agua y electrolitos
(Koneman et al., 2001).
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La infeccién por Vibrio cholerae es adquirida por la ingestion de agua o alimentos contaminados
consumidos crudos o insuficientemente cocidos. La posibilidad de que se desencadene un brote de cdlera en
una regién dada depende de varios factores: el nimero de individuos susceptibles, la exposicién a aguas
cloacales o aguas no tratadas y alimentos contaminados, y la presencia de un reservorio acudtico de Vibrio
cholerae (Caffer et al., 2007). El ser humano es un huésped incidental y transitorio pero es quien disemina la
bacteria hacia las fuentes de agua y alimentos (SSA, 2001), los Vibrios se desarrollan como células de vida
libre en los reservorios de estuarios marinos. Mejorar las condiciones sanitarias puede hacer posible un
control eficaz de la enfermedad (Murray et al., 2006).

El genoma de Vibrio cholerae contiene 3885 marcos de lectura abiertos distribuidos en dos
cromosomas circulares, el cromosoma 1 (2.96 millones de pares de bases) y el cromosoma 2 (1.07 millones
de pares de bases). El primer cromosoma contiene genes para funciones celulares esenciales como la
replicacidn del ADN, la transcripcidn y la sintesis de proteinas, ademas de contener la mayoria de los genes
de virulencia como el gen de la toxina del célera que esta localizado en el fago CTX¢ integrado en este
cromosoma. El segundo cromosoma también contiene genes esenciales como genes de proteinas
ribosomales y genes de transporte (Prescott et al., 2002).

La enterotoxina colérica esta codificada por dos genes, ctxA y ctxB y su expresion esta controlada
por una proteina codificada por el gen toxR (Madigan et al., 2003). Los genes que codifican la Toxina Colérica
forman parte del elemento genético CTX, el cual consiste por lo menos de seis genes que integran la region
central (ctxA, ctxB, zot, ace, cap y orfU) (Eslava et al., 2007).

La toxina colérica es una enterotoxina de tipo A-B y estd constituida por un componente A de
27,200 Da y por cinco subunidades B, cada una de 11,600 Da, la subunidad B contiene el sitio de unidén a
través del cual la toxina colérica se combina especificamente con el gangliésido GM1 en la membrana
citoplasmatica epitelial, la accién téxica corresponde a la cadena A que activa la enzima celular adenilato
ciclasa que transforma el ATP en AMP ciclico (cAMP), el aumento en los niveles de cAMP lleva consigo la
secrecion activa en el intestino de iones cloruro y bicarbonato procedentes de las células mucosas que van
al lumen del intestino. Este cambio en el equilibrio idnico origina la secrecidon de grandes cantidades de
agua, la intensidad de la perdida acuosa en el intestino delgado es mayor que la reabsorcidn del agua en el
intestino grueso (Fernandez, 2008; Madigan et al., 2003).

En este trabajo se presentan los resultados de la implementacion de la deteccion por PCR de una
secuencia de patogenicidad de V. cholerae en cepas aisladas del drenaje del municipio de Durango, México.

MATERIALES Y METODOS
Controles

Se estudid una cepa de Vibrio cholerae NO-O1 proporcionada por el Laboratorio Estatal de Salud
Publica e identificada y serotipificada por el Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemioldgicos (InDRE).
Como control positivo para el presente estudio se utilizé una cepa toxigénica de Vibrio cholerae Ogawa
proporcionada por el Laboratorio de Microbiologia Sanitaria de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas.

El medio de cultivo utilizado para la siembra de las cepas de Vibrio cholerae fue agar selectivo
Tiosulfato-Citrato-Bilis-Sacarosa (TCBS). Las cepas se incubaron durante 24 h a 35-37°C.

Extraccion de ADN Gendémico de Vibrio cholerae

Para la extraccion rapida de ADN de las cepas de Vibrio cholerae NO-O1, se tomaron a partir de los
aislamientos en placa de TCBS de 10-12 colonias, las cuales se suspendieron en un microtubo con 500 pl de
agua bidestilada estéril. Estas suspensiones se incubaron en bafio maria a 100°C durante 10 minutos. Se
dejaron enfriar y se realizé una centrifugacién a 10,000 rpm durante 5 minutos para precipitar los restos
celulares. El sobrenadante, conteniendo el ADN, se transfirid a un nuevo microtubo. Ese ADN se utilizé como



ADN molde en la reaccién de PCR. Esta técnica de extraccion se baso en el protocolo descrito por Caffer et
al. (2007).

Concentracion y pureza de acidos nucleicos.

Se analizaron en el espectrofotometro las muestras de ADN extraidas para determinar su
concentracion utilizando 5 pl de ADN diluido en 495 pl de agua bidestilada estéril y se calcularon los valores
de absorbancias a 260 y 280nm. La concentracidn de ADN se calculé de acuerdo a la siguiente formula

(Abs 260nm) (Factor de dilucién) (50ug/ml) = pug/ml ADN

La pureza de las muestras de ADN se evalud de acuerdo a criterios estandares (Brusés et al., 2000),
en los que el cociente Asgonm/Aszonm debe tener valores entre 1.7 y 2.

Deteccion de una secuencia del gen ctxA por la técnica de molecular de PCR

Para la amplificacion de una secuencia del gen ctxA de Vibrio cholerae se realizd6 por PCR de
acuerdo al protocolo publicado por Caffer et al. (2007). La reaccion se realizé en un volumen final de 25 ul
con los reactivos descritos en la Tabla 1. La mezcla de reaccidn fue distribuida en tubos de PCR con 23 ply se
agrego a cada uno de los tubos 2 pl del ADN molde. Como control interno del experimento se utilizd la
mezcla de reaccion sin ADN molde, en su lugar se le agregaron 2 pl de agua bidestilada estéril.

Tabla 1. PCR Simple / ctxA

) Volumen .
Reactivos Concentracién
(W)
H,0 13.735
Buffer de enzima 5 5X
Cl,Mg 50mM 1.5 25 mM
dNTP Nucledtidos Mix (dATP, dCTP, dGTP y dTTP) 0.5 10 mM
CT94F (5'-CGCGCAGATTCTAGACCTCCTG -'3) 1.04 0.4 uMm
CT614R (5'- CGATGATCTTGGAGCATTCCCAC -'3) 1.1 0.4 uM
Go Taq ADN Polimerasa 0.125 5u/ul
ADN molde 2
Volumen Final (ul) 25

La reaccion de PCR se realizd en un termociclador marca Techne, bajo las condiciones de ciclado descritas en
la Tabla 2. Este protocolo se realizd para la cepa problema de Vibrio cholerae NO-O1 y para la cepa
toxigénica utilizada como control positivo Vibrio cholera Ogawa (ctxAB+).



Tabla 2. Condiciones de ciclado

Tempetratura Tiempo
Etapa 1l 94 °C 2 min
Etapa 2 94 °C 45 seg
Etapa 3 60 °C 45 seg 30 ciclos
Etapa 4 72°C 45 seg
Etapa 5 72 °C 10 min
Etapa 6 14 °C

Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de la PCR se separaron por electroforesis en geles de agarosa al 2%, con regulador
TAE (Tris-acetato-EDTA) 1X. Los loci amplificados se visualizaron con Syber Green. El marcador de tamafio
molecular empleado fue Bench Top, que presenta secuencias de 100 a 1500 pb. La corrida electroforética se
desarrollo a voltaje constante (60 V). Los patrones de bandas generadas se visualizaron en un
transiluminador de luz UV.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de la concentracion y pureza de las muestras de ADN gendmico bacteriano utilizadas
como moldes en la reacciéon de PCR, asi como las absorbancias leidas en el espectrofotémetro a 260nm vy
280nm de cada una de las muestras analizadas se muestran en la Tabla 3, en la que se observa que los
valores de A,g0/A,g indican la inexistencia de proteinas en exceso.

Se analizé la cepa de Vibrio cholerae NO-O1 aislada en drenajes del municipio de Durango, para
determinar la presencia del gen que codifica para la subunidad A de la Toxina Colérica (ctxA) por la técnica
de PCR estandar, basada en los protocolos descritos por Caffer et al. (2007). La banda correspondiente a una
secuencia del gen ctxA, de aproximadamente 564 pb, no se encontré en las cepas problema de Vibrio
cholerae NO-O1. En cambio, se observo una banda bien definida, de aproximadamente 564 pb, en la cepa
toxigénica utilizada como control positivo de Vibrio cholerae Ogawa (ctxAB+) (Figura 1, carriles 6-7). Los
controles internos utilizados no revelaron la presencia de ningun tipo de amplificacidn, con lo que quedo
corroborada la especificidad de la técnica.

Tabla 3: Pureza y concentracion del ADN de dos cepas de V. cholerae

Cepa As60nm/Argonm Concentracién
(ug/mL)
Vibrio cholerae NO-01 1.9 662.5
Vibrio cholerae Ogawa 2.1 187.5

Los resultados obtenidos indican que el gen ctxA no estuvo presente en el genoma de la cepa
problema Vibrio cholerae NO-O1 aislada en el municipio de Durango. Este resultado coincide con los
resultados obtenidos en otros estudios, que indican que la mayoria de las cepas de Vibrio cholerae NO-01,



NO-0139 no poseen el gen codificante de la subunidad A de la enterotoxina del célera (ctxA) (Brisefio et al.,
2009). Sin embargo existen hallazgos de genes ctxA en cepas NO-O1 ambientales (Eslava et al., 2007).

En estudios realizados a cepas de Vibrio cholerae NO-O1, NO-O139 aisladas de la bahia de Newport
California se encontré que el 17% presentaban el gen de la toxina colérica (ctxA), lo que sugiere que ctxA es
frecuente (Jiang et al., 2003). De acuerdo a datos publicado por Gonzalez et al. (2009), en un estudio
realizado de aislados de Vibrio cholera NO-O1 en Argentina, ninguno presento el gen que codifica para la
toxina colérica ctxA, excepto una cepa caracterizada como Vibrio cholera NO-O1, NO-0139. Asi mismo
resultados obtenidos del trabajo de Vifias (2004) revelan que el 88% de los aislamientos analizados de Vibrio
cholerae NO-O1, NO-0139 en su estudio fueron ctxA-. Debido a que existe cierta probabilidad de que cepas
de V. cholerae, usualmente no patdgenas, posean el gen de la toxina colérica, como lo demostraron los
trabajos de Jiang et al. (2003), Gonzalez et al. (2009), y Vifias et al. (2004), la deteccién del gen de esa toxina
en cepas NO-01, NO-0139 se vuelve una practica importante de salud publica.
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Figura 1. Productos de amplificacion del gen ctxA en Vibrio cholerae. M: Marcador de tamarfio molecular.
Carriles 3-4: aislado de Vibrio cholerae NO-O1 en Durango. Carril 6-7: Control positivo Vibrio cholerae
toxigénica. Carriles 8 y 9: control interno

Es necesario destacar la importancia de continuar con los programas de vigilancia para Vibrio
cholerae en el estado de Durango, ya que algunas cepas NO-O1, NO-O139 poseen patdgenicidad y han
causado brotes o casos esporadicos de gastroenteritis o infecciones extra intestinales en humanos (Brisefio
et al., 2009). Ademas algunos cuadros esporadicos de diarreas han sido asociados a estos serotipos aun en
cepas que no presentan el gen que codifica para la toxina colérica (ctxA) en su genoma (Gonzalez et al.,
2009; Vifias, 2004).



El protocolo evaluado de PCR para Vibrio cholerae puede ayudar en un futuro a conocer los perfiles
de virulencia de nuevas cepas en Durango. Este trabajo constituyo el primer estudio de caracterizacion de
Vibrio cholerae NO-O1 en Durango utilizando la técnica de PCR.

CONCLUSIONES

Los cambios climaticos ambientales cada vez es mas frecuentes, la presencia de temperatura altas,
ademds de temporales erraticos, que ocasionan inundaciones y desbordes de cauces de rios, pueden
favorecer la incidencia de Vibrio cholera toxigénico. Ademads, las nuevas vialidades, como la carretera
Durango-Mazatlan, que permite realizar ese recorrido en tres horas, acercaran a la poblacion de Durango a
posibles portadores de la enfermedad. Por esas razones el estado de Durango debe contar con técnicas
rapidas y sensibles, como la de PCR, que permita detectar la patégenicidad de las cepas de V. cholerae
encontradas en esa entidad.

Actualmente, La Central de Instrumentacidn y el Laboratorio de Biotecnologia del CIIDIR IPN DGO
han estandarizado un método de PCR, rdpido y preciso, que permite detectar la presencia de genes que
codifican la produccion de la toxina colérica.

La cepa de Vibrio cholera NO-O1 que se aislé del drenaje del municipio de Durango no presento el
gen que codifica para la subunidad A de la toxina colérica (ctxA). Sin embargo, la investigacion de la toxina
colérica en aislados ambientales es necesaria ya que constituye un riesgo para la salud publica.
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