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RESUMEN

Vibrio cholerae es una bacteria Gram negativa con forma de bacilo
que presenta movilidad por flagelos polares. Al igual que ofras especies de la
familia Vibrionaceae se caracteriza por tolerar un amplio intervalo de
salinidades, por lo que puede encontrarse en ambientes marinos, estuarinos
y dulceacuicolas. Vibrio cholerae ha sido causante de fuertes epidemias de
colera a lo largo de todo el mundo, causando incluso la muerte de varias
personas. Debido a su amplia distribucidn y a su rdpida proliferacién ha sido
necesario implementar nuevas técnicas basadas en sus propiedades
genotipicas que permitan su deteccién precisa y de manera oportuna. En este
trabajo se realizé un andlisis de restriccién del gen 165 rADN de Vibrio
cholerae NO 01 y se comparé con Vibrio parahaemolyticusy dos especies de
Vibrio aisladas del medio. Se utilizé como control Vibrio alginolyticus, ya que
habia sido caracterizada con esta técnica anteriormente (Garcia, 1997). Se
encontré un pairén de restriccidn conservado para todas las especies
analizadas utilizando tres endonucleasas de restriccion diferentes (Saw3A,
BstUI, Mspl), a excepcidn de Vibric cholerae NO 0Ol Este patrdn de
restriccién variable se debe a las variaciones genotipicas del gene 16S rADN
de Vibrio cholerae NO 01, con respecto a las otras especies analizadas.
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GLOSARIO

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ADN polimerasa: Es una enzima que sintetiza una cadena “hija" de ADN (en
direccién 5'-3'). Estd involucrada tanto en replicacién como en reparacion.
Anaerobio facultativo: Se refiere a un organismo aerobio que puede crecer
si las condiciones de oxigeno disminuyen e incluso bajo condiciones
totalmente anaerobias.

ARN: Acido riboinucleico.

ARNasa: Es una enzima cuyo sustrato es el ARN.

Bacilo: Bacteria en forma de bastoncito.

Cepas: Crecimiento de bacterias a partir de una célula en comdn,
Cromosoma: Es una unidad discreta del genoma que contiene muchos genes.
Cada cromosoma consiste de moleculas largas de ADN duplex.
Clona:Describe un gran nimero de células o moléculas idénticas con una
simple célula o molécula ancestral.

Desnaturalizacién: Describe la conversién de ADN o ARN de doble cadena
a un estado de cadena sencilla; esta separacién se da generalmente por
calentamiento.

En el caso de las proteinas se refiere al cambio de conformacién que la
convierte de una forma activa a una inactiva.

dNTP's: desoxirribonucledtidos (A,T,6.C)

Endonucleasas: Rompen enlaces deniro de una cadena nucleotidica.

Enzimas de restriccion: Son enzimas que reconocen secuencias especificas
cortas de ADN no metilado y rompe la doble cadena.

Eubacteria: Taxdn que comprende a la mayoria de las procariotas.

Fenotipo: Se refiere a la apariencia u otras caracteristicas de los
organismos, resultado de la interaccién de su constitucién genética y el
medio ambiente.

Flagelos: Prolongaciones delgadas que son ufilizadas para el movimiento
celular,

Gen: (cistrén) Unidad bioldgica de informacién genética, que se
autorreproduce y localiza en una posicién definida en un cromosoma
determinado.

Genotipo: Es la constitucién genética de un organismo.
X




Iniciador: Es una secuencia corta que se aparea con una cadena de ADN y
provee un extremo 3’ libre, para que la ADN polimerasa inicie la cadena de
desoxiribonucleotidos.

Lisis: Rompimiento de la pared celular de las bacterias que provoca su
muerte y la liberacion de su material celular.

Marcador de ADN: Es un fragmento de ADN cuyo tamafio es conocido v se
usa en electroforesis,

PCR (Pilymerase chain reaction): Describe la técenica en la cual se utilizan
ciclos de desnaturalizacién, alineamiento de iniciadores y de extensién con la
ADN polimerasa, usados para amplificar un nimero de copias de un ADN
molde alrededor de 10° veces.

Pldsmido: Es una unidad auténoma de ADN circular y extracelular que tiene
la capacidad de autorreplicarse.

Pldsmidos multicopia: Estdn presentes en bacterias en cantidades mayores
@ uno por cromosoma.

Polimorfismo: Se refiere a las variaciones en los genomas de una misma
poblacién que pueden afectar los patrones de restriccion,

rARN: Acido ribonucleico ribosomal.

165 rARN: Gene que codifica para la subunidad 16S del ARN ribosomal.
Ribosomas: Granulos diminutos, compuestos de dcido ribonucleico y
proteina. Lugar en el que se lleva a cabo la sintesis de protefnas

RFLP (Restriction fragment length polymorphism): Es un método que se
basa en diferencias de los patrones de restriccién, debidas a diferencias
genotipicas.

Vector de clonacién: Es un pldsmido o fago que es usado para insertar un
material génetico extrafio, con el fin de poder preducir mds material o mds
proteina,
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INTRODUCCION

Los microorganismos del género Vibric son eubacterias Gram-
negativas, que pueden habitar tanto en el medio marino como en ambientes
dulceacuicolas o salobres. Generalmente se encuentran asociados a animales
acudticos, ya sea en su superficie corporal o como parte de su contenido
intestinal.

El estudio de este género ha tenido gran auge en los ltimos afios
debido a que algunas de sus especies son patégenos oportunistas de peces,
lo que provoca grandes pérdidas .en acuacultura; mientras que otras
especies patdgenas en humanos han sido responsables de graves epidemias
a lo largo de todo el mundo por el consumo de agua y productos pesqueros
contaminados. Por lo anterior surge la necesidad de desarrollar un método
de deteccién de especies patdgenas rdpido y altamente especifico,

El uso de secuencias de rADN que codifican para las subunidades 55,
16S y 23S del ribosoma, ha sido muy utilizado en los dltimos aRos ya que
presenta regiones variables y regiones conservadas, dependiendo de cada

grupo de bacterias. Sin embarge la variacién observada entre genes 165




rADN puede ser muy poca, cuando los microorganismos que pertenecen a un
grupo estan estrechamente relacionados (Barry, 1991; Braun-Howland, 1993;
Martinez, 1994),

En el presente trabajo se realizé un andlisis de restriccién (RFLP) del
gen 165 rADN de V. cholerae NO 01, V. alginolyticus y V. parahaemolyticus,
asi como de dos especies aisladas de Ejido Eréndira B.C., utilizando tres
endonucleasas de restriccién: BstUT, Mspl y Sau3A, para poder identificar
cepas de Vibrio cholerae NO 01 a través de un patrén de restriccién

especifico.




ANTECEDENTES

La familia Vibrionaceae es uno de los grupos mds importantes de
bacterias en el ambiente marino, debido a que sus miembros generalmente
predominan en la flora bacteriana de ia columna de agua, fitoplancton y
peces. Un ejemplo claro de esto, es un estudio realizado en el Océano
Pacifico Qeste, en el que se encontré que cerca del 80% de la poblacién
bacteriana en aguas superficiales pertenecia a esta famifia (Kita- Tsukamoto
et al, 1993),

Los microorganismos que pertenecen a la familia Vibrionaceae son
eubacterias Gram-negativas con forma de bacilo que presentan movilidad por
flagelos polares y bajo ciertas condiciones de cultivo sintetizan flagelos
laterales adicionales. No son formadores de esporas, son quimiorganétrofos
y anaerobios facultativos. Esta familia esta compuesta por cuatro géneros:
Vibrio, Photobacterium, Aeromonasy Plesiomonas (Baumann, 1986).

El gérero Vibrio se caracteriza por tolerar un amplio intervalo de
salinidades; por lo que, aunque generalmente habita en ambientes marinos y
estuarinos también pueden enconirarse en agua dulce (Baumann, 1986), Las

especies de este género crecen a una temperatura entre los 18 y 25 °C.




Utilizan D-glucosa, D-fructosa, maltosa y glicerol como principal fuente de
carbono y energia; sales de amonio como fuente de nitrégeno y sales de
sodio, para estimular su crecimiento (Garcia, 1997).

Muchas especies de este género son patégenas en humanos asf como
de vertebrados e invertebrados marinos (Baumann, 1986). El estudio de
Vibrio cholerae y Vibrio parahemolyticus se ha incrementado notablemente
debido a que son causantes de gastroenteritis en humanos y en casos graves
pueden llegar a provocar la muerte. En diferentes partes del mundo, se han
reportado epidemias de cdlera debido al consumo de agua y productos
pesqueros contaminados, lo que hace de gran importancia su deteccién
oportuna.

Vibrio cholerae es causante de célera, la cual es una enfermedad que
se caracteriza por diarrea, vémito y dolores musculares. Para causar dichos
sintomas, una cepa de Vibrio cholerae debe expresar la enterotoxing, un
factor de colonizacién y un elemento global regulatorio (Shangkuan er al,
1997). Las dos enterotoxinas mayores que puede contener V. cholerae son: la
toxina (CT), que estd presente en todas las cepas epidémicas 01y NO Ol y la

enterotoxina estable al calor (NAG-ST) codificada por el gen stny que se




encuentra en algunas cepas NO 01 asociadas con casos de gastroenteritis.
Otra toxina termoestable que es muy similar a ésta dltima es la toxina O1-
ST, codificada por el gene sto y se encuentra en ciertas cepas de V
cholerae 01 (Vicente et al, 1997),

Vibrio cholerae incluye cepas tanto patégenas como no patégenas, que
varian en el contenido del gen que da la virulencia. Esta bacteria contiene
una amplia variedad de cepas y biotipos, genes de transferencia y captacién
para toxinas, factores de colonizacién, resistencia a antibiéticos,
polisacdridos capsulares que proveen resistencia a cloro Yy huevos antigenos
de superficie (Heidelberg e af, 2000).

Por otro lado, los estudios sefalan que esta bacteria es fuertemente
influenciada por el ciclo de nutrientes en el medio ambiente marino, Hay
todavia mucho que aprender sobre la ecologia acudtica y la historia natural
de Vibrio cholerae incluida su existencia autéctona (nativa) en endémicos
locales durante temporadas libres de célera y periddos inter-epidémicos,
cuyos factores ambientales afectan el habitat de esta especie. £l organismo
entra ademds en un estado "viable pero no cultivable” bajo ciertas

condiciones (Heildelberg et af, 2000).




El genoma de Vibrio cholerae consiste de dos cromosomas circulares.
El cromosoma mds largo (Cromosoma I), contiene principalmente genes
dedicados a funciones celulares esenciales. El cromosoma I contiene todos
los operones del ARN ribosomal. Se sugiere que el comosoma IT fue
originalmente un megapldsmido capturado por una especie de Vibrio
ancestral. En el cromosoma II estdn representados principalmente genes
involucrados con el fransporte de aziicar, iones metdlicos y aniones, en el
metabolismo de azlcares y energia, en sefiales traduccionales de dos
componentes y en reparacién de ADN (Waldor et a/, 2000),

Las técnicas mds comunes en la identificacién de bacterias son las
pruebas bioquimicas y las inmunolégicas, las cuales estdn basadas en sus
propiedades fenotipicas. La principal desventaja en la aplicacién de dichas
técnicas es que son tardadas y poco precisas (Barry, 1991; Braun-Howland,
1993: Garcla, 1997: Martinez, 1994), por lo que ha sido necesario desarroliar
un método basado en sus propiedades genotipicas, el cual sea rdpido,
altamente especifico y fécilmente reproducible.

Los métodos basados en andlisis genémicos son en general répidos y

precisos (Martinez, 1994). En particular, para las muestras aisladas del




medio natural es mds aplicable el estudio de relaciones filogenéticas
comparando andlisis de secuencias de rARN, que la utilizacién de “kits"
comerciales que contienen diversos sustratos para el diagnéstico (Braun-
Howland, 1993).

De las técnicas moleculares, la mds comdn en la deteccién de
bacterias in situ es el uso de sondas marcadas con fluorescencia {Braun-
Howland, 1993); sin embargo para aquellas cepas viables pero no cultivables
ha sido necesario desarrollar nuevas técnicas, tales como la Reaccién en
cadena de la Polimerasa (PCR), la cual amplifica exponenciaimente un gen
especifico, a partir de una pequefia cantidad de ADN (Figura 1)
(Karunasagar, 1995).

Por otro lado, el andlisis de patrones de restriccion es una técnica
sencilla, que consiste en hacer reaccionar un fragmento de ADN con una
endonucleasa de restriccién, Dicha reaccién al ser analizada por
electroforesis da como resultado una serie de bandas o fragmentos de ADN
que varian en tamaffo y cantidad dependiendo de su secuencia. Este andlisis
se puede realizar con todo el genoma, lo que resulta imprdctico debido a la

cantidad de bandas que se obtienen, lo que dificulta la interpretacién de los




PCR (Reaceién en Cadana de la Pelimerasa)
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Figura 1. Reaccién en cadena de la polimerasa




10

resultados; o realizarlo en complemento con la técnica de PCR, que
dependiendo de la regién de ADN que se utilice puede ser muy especifico e
incluse servir para diferenciar entre especies de un mismo género.

La aplicacién de técnicas moleculares en la identificacién y deteccién
de microorganismos estd bien establecida en la bacteriologia de diagnéstico,
ya que han sido usadas exitosamente en los dltimos afos. Sin embargo, es
fundamental para la aplicacién de estas técnicas definir las secuencias de
ADN que identifican a un microorganismo en particular o a un grupo de
microorganismos relacionados entre sf (Barry, 1991).

El uso de secuencias de rADN que codifican para las subunidades 58,
165 y 235 del ribosoma (Figura 2), ha sido muy utilizado en los ditimos afios
ya que presenta regiones variables y regiones conservadas, dependiendo de
cada grupo de bacterias. Sin embargo, la variacién observada entre genes
16S rADN puede ser muy poca, cuando los microorganismos que pertenecen
a un grupo estdn estrechamente relacionados (Barry, 1991 Braun-Howland,
1993. Martinez, 1994).

En 1993, Kita-Tsukamoto reporta la relacién filogenética de 50 cepas

diferentes (incluye varias especies de la familia Vibrionaceae). mediante la




Ribogomas WARN  Profefnas|
e R Figura 2a) Diagrama de
| | dos ribosomas (de
Bastantane " bacteriay de mamifera),
238 = 2004 bases 31 que muestra como se
708 | 58 = 120 bases 'f disocian en dos
| masa; 26x10°0 | _ | subunidades (una grande
66%RINA , | y una pequefia)
! 168 = 1542 bages 21;

i
i

|
!
i 288 = 4718 basas

| 5.85 = 160 Lasuy
|69 =120 bases 49

188 = 1874 basos 83
i
i

Rico en prefeing Rico en ARN - \
e W 1----&-----.§ 4

/

Figura 2b) Esquema de la
subunidad 305, que
muestra como cada
dominio fiene una
ubicacion discreta,

Proteinas ribosomales

/OO bominio 3' del rARN

W Dominio central del PARN

O dorinio & del rarn

Figura 2) Ribosomas, (Tomada de Lewin, 1997),




12

alineacién de la secuencia del gen 16S rADN. En su trabajo elabora un drbol
filogenético basado en dicha secuencia, que se presenta en la figura 3 (Kita-
Tsukamoto, 1993).

Garcia-Ortega (1997), realizé un andlisis de restriccién teérico con
las enzimas BstUI, Mspl y Haelll, de la secuencia del gen 165 rADN de
varias especies del género Vibrio; encontrando un pairén de restriccién
conservado para casi todas las especies analizadas con la enzima 8sUL
Ademds realizé un andlisis de restriccién prdctico con la enzima Bs/UI, que

presenta un patrén conservado para las especies analizades,
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Figura 3. Arbol filogenético basado en la secuencia del gene 165rADN, mostrando la relacién entre
las B0 cepas andlizadas. {Tomada de Kita-Tsukamoto, 1993)

Las abreviaturas se indican a continuacién:
ACAV A cavige MCOM M. communis

VCAR V. carchariae VLOG V logei

AHAN A hydrophila  MVAG M. vaga VCHOY V. choleraeE. Q.  VMAR V. marinus
AMED A media PANG  P. angustum VCHO2 V. choleraeC.I. VMET V.mershnikovii
ASMA A salmonicida PLEL P leiognathi VCHO3 V. cholerae€. 1.  VMIM V. mimicus
AVER A veronii PPHO  F. phospsoreum VCHO4 V. choleraeC.1.  VNAT V. notriegens
ALES A espgjiana PSAE £ cerwginosa  VCHOS V. choferae C. O. VNER V¥ nereis
ALHA A haloplanktis PSFL  Pfluorescens NCOS V. costicola VNLG V. nigripulchritudo
ALNL A, nigrifaciens PLSH F. shigelloides  VDIA V. diazotrophicus  VORD V. ordalii
DMAR  D. marina PSNA £ nautica VFIS  V Fisheri VORI V. orientalis
ECOL € coli SPUT S putrefaciens VFLU V. fluvialis  VPAR V. parahaemoliticus
LANG  L.anguillora VAES V. astuarianus  NGAZ V. gazogenes VPRO V. proteolyticus
LDAM L. domsela VALG  V alginolyticus VHAR V. harveyi

LPEL L. pelagia VCAM V. compbelli VHOL ¥ hollisae




JUSTIFICACION

Vibrio cholerae es el agente causante del célera, una grave
enfermedad diarreica que ocurre frecuentemente de forma epidémica. A
pesar de que en los ultimos 40 afios se han dado grandes avances clinicos, el
cdlera contintia siendo uha seria amenaza en los paises en desarrollo, donde
las condiciones sanitarias son precarias, los servicios médicos limitados y el
agua potable no es segura. Debido a sus caracteristicas muy particulares, la
deteccién del célera no es totalmente posible mediante las técnicas comunes
de diagndstico bacterioldgico, por lo que es necesario desarrollar una
técnica basada en sus propiedades genotipicas que sea rdpida y precisa. En
este sentido el andlisis de restriccién ademds de un andlisis rdpido sobre una
secuencia especifica provee informacién no sélo a nivel organismo, sino de la
poblacién e incluso de la comunidad a la que pertenecen. El gen 165 rARN
contiene dentro de su secuencia regiones conservadas y regiones variables,
éstas (ltimas pueden servir para identificar bacterias entre especies de un

mismo género e incluso entre serotipos y cepas de una especie.




CAPITULO 2
MATERIALES Y METODOS




ETODOLOGIA

Se trabajé con dovs especies aisladas de Ejido Eréndira, B.C.
(denominadas en este trabajo: Vibrio sp C y 6 respectivamente), V
parahaemolyticus 'y V. cholerae NO 01. Se utilizé como control V
alginolyticus (ATCC 17749), la cual ya ha sido caracterizada molecularmente
por Garcia-Ortega (1997).

Se realizé el andlisis de restriccién (RFLP) del gene 165 rADN, que fue
amplificado a través de la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) y
digerido con tres endonucleasas de restriccién diferentes.

El siguiente diagrama de flujo describe de manera general la metodologia

que se siguié:




[ Crecimiento de los cepas]

U

( Purificacidn de AbBN cromosc'umico]

U

[ Amplificacidn del gene 165 ADNr

lonacién de los productoes de

¢
a través de PCR D [ PCR en el vector pGEM-T

|

U

Digestién de los productos de PCR, utilizendo
tres endonucleasas de restriccion BsUI, Mspl y Sau3A

J

U

[Analisis de los patrones de msfricciéﬂ

Figura 4. Diagrama de flujo de la metodologfa.




Crecimiento celular:

Los controles utilizados en este trabajo fueron V. parahaemolyticus y
V. alginolyticus, las cudles af igual que V. cholerae NO 01 forman parte del
cepario del CI.CE.SE. Las especies silvestres que se utilizaron, fueron las
cepas (Vibrio sp. Cy 6) aisladas por Garcia-Ortega (1997).

Debido a que dichas cepas se encontraban almacenadas en glicerol
a -70°%C, se recuperaron en un medio rico, Luria Bertani (L.B) sélido a
temperatura ambiente durante toda la noche.

Una vez recuperadas las células fue necesario fransferir una colonia
de las cepas crecidas en el medio LB, al medio TCBS (Tiosulfato-Agar-Bilis-
Sacarosa)(DIFCO), que es especifico para aislar Vibrio cholerae y otras
especies de Vibrio enteropatdgenas. Este cultivo se dejé crecer bajo las
mismas condiciones que el anterior y se resembré una asada a medio SWC
(Sea Water Complete) liquido, el cual se dejé crecer a temperatura
ambiente sin agitacidn, hasta que alcanzé una densidad éptica de 2 (600nm),
De aqui se tomaron alicuotas de 1.5 ml. con las que se purificé ADN

cromosomal (Baumann, 1986).
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Purificacion de ADN cromosdmico:

Las células del cultivo en SWC se lisaron utilizando lisozima (10
mg/ml) y SDS al 10%. Las proteinas fueron removidas por digestidn con
proteinasa K (20 mg/ml). Los residuos de la pared celular, polisacdridos y
proteinas restantes fueron removidos por una precipitacién selectiva con
bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) al 10% y el ADN cromosomal se
recuperd del sobrenadante por medio de una precipitacién con isopropanol.
El ADN precipitado se centrifugé por 10 minutos a 10, 000 rp.m. y el pellet
se lavé con etanol al 70%(Maniatis, 1982).

Para verificar la extraccidn se analizaron 5 ul de muestra con 1 p! de
colorante (xilencianol y azul de bromofenol) por electroforesis en un gel de
agarosa al 1.2% tefiido con bromuro de etidio (1ug/ml). El gel se corrié 1 hora

a 100 voltios y se observd con luz ultravioleta,




Amplificacion del gen 16S rDNA:

La técnica de PCR es un método /n vitro para la sintesis enzimdtica de
secuencias definidas de ADN. La reaccién contenfa dos oligonucledtidos
iniciadores 16Sf y 16Sr , una soluciéh amortiguadora, enzima Taq
polimerasa, desoxirribonucledtidos (dNTP's) y ADN cromosémico de las
cinco cepas(Maniatis, 1982). La amplificacién se llevé a cabo en un
termociclador Gene E (TEHNE, INC., 2996 New Jersey, USA),

Los pasos de la amplificacién incluyeron un ciclo inicial de 95 °C (10
minutos) para desnaturalizar toda la doble cadena; 25 ciclos durante los
cuales se amplificé el gen, que incluyen: la desnaturalizacién térmica de la
doble cadena a 95 °C (1 minuto), alineamiento de los iniciadores en su
secuencia complementaria a una temperatura de hibridacién (Tm) de 55 °C (1
minuto) y la extensién de los iniciadores por sintesis enzimdtica a 72°C (2
minutos). Finalmente la reaccién se interrumpe con un dltimo ciclo de 72 °C
por 10 minutos (Maniatis, 1982).

La Tm se calculd en base a la secuencia de los oligos utilizados,
multiplicando las bases nucleotidicas A y T por dos y las bases ¢ y & por 4,

debido a la cantidad de enlaces entre puentes de Hidrégeno,




Andlisis de restriccion:
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El andlisis de restriccién del gene 165 rADN de las diferentes cepas

se hizo utilizando tres endonucleasas diferentes (Tabla 1), La reaccién se

llevé a cabo agregando 5u de producto de PCR, 344 de solucién

amortiguadora y 144 de enzima, agregando agua destilada y filtrada c.b.p.

30.4.

Tabla 1. Condiciones de reaccién,

Endonucleasa | Sitio de | Tiempo de | Temperatura Solucidn
de corte reaccion |de reaccién amortiguadora
restriccion (horas) (°C)
BstUI 5 C6¥(C6 3 4 60 Ne buffer 2: NaCl
(Biolabs) 3 6C.6C 5 (50mM); tris-HC! (10
' mM); MgClz (10mM);
DTT (ImM). pH79
Mspl 5 C¥C66 3 4 37 Buffer L: Tris-HCi
(Boehringer [3' 66C.C ¥ (10mM); MgCl:
Mannheim) (10mM); ditioeritrol (1
mM). PH 7.5
Sau3A 5 YGATC 3 4 37 Buffer A Tris-
(Boehringer |3'CTAG. 5 acetato (33 mM); K-
Mannheim) acetato (66mM); Mg-
acetato (10mM);
ditioeritrol  (0.5mM).
pH 7.9,
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Una vez digeridos los productos de PCR bajo las diferentes
condiciones de reaccidn, se corrieron en un gel de acrilamida-bisacrilamida
30:0.8 % a 50 voltios durante una hora junto con un marcador de peso
molecular. Después el gel se tifd con bromure de etidio (lpg/ml) y se
observé y fotografié con iluminacién UV[14a].

El andlisis de los patrones de restriccién se realizé de forma visual.
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Clonacion:

Es importante aclarar, que todos los andlisis de restriccion fueron
hechos con el mismo producto de PCR, que a su vez fue obtenido del ADN
cromosomal de una misma colonia, para evitar errores por posible
contaminacion o mal manejo de las muestras. Por esto mismo, con el objeto
de poder realizar andlisis posteriores a las mismas muestras los productos
de PCR fueron clonados en un pldsmido pGEM-T.

El plasmido pGEM-T (Promega) esté disefiado especialmente para
clonar productos de PCR. Contiene una timidina en ambos extremos 3' que
aumenta la eficiencia en la ligacién y sitios de restriccién para diferentes
enzimas en los extremos para poder remover facilmente el producto clonado
(Figura 5).

El gen 165 rADN de las diferentes cepas fue ligado a éste pldsmido

bajo las siguientes condiciones de reaccién:

Tabla 2. Condiciones de reaccién de la ligacién .

Producto de PCR 3
PGEM-T 0.5 4
Enzima (T4 ligasa) 14
Buffer 2 14
BSA 0.2 4
Tiempo: 3 horas
Temperatura: 16 °¢
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Figura 5. Diagrama del vector de clonacién pGEM-T.
3003 pb. Origen de replicacidn para £ coli. Resistencia
a ampicilira, un gene reportero facZ y un sitio polilinker
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Una vez realizada la ligacién del gen 165 rADN en el pldsmido pGEM-
T, se realizé una transformacién con choque térmico para introducir el
pldsmido ligado en células competentes de £ coli (DHBq). Después de dicho
shock, las células se recuperon en medio LB y se resembraron 10044 en cajas
Petri con LB sdlido + ampicilina (509/ml) y se dejé crecer toda la noche a
37%C (Maniatis, 1982),

A partir de éste cultivo se purificé ADN plasmidico, tomandoe una
alicuota de 1.5 ml para obtener un pellet que fué resuspendido en
amortiguador SET. Posteriormente se rompieron las células con lizosima y
se degradé el ARN agregando una ARNasa. EI ADN pismfdico se precipité
con isopropanol y se lavé con etanol al 70%. E! precipitado se quardé seco a -

20% (Maniatis, 1982),




CAPITULO 3
RESULTADOS Y DISCUSIONES
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A) CRECIMIENTO CELULAR DE LAS ESPECIES ANALIZADAS:
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Toda la noche | TiN; y SWC sélido
25 Toda la noche | SWC sélido
37 Toda la noche | LBy SWC sélido
25 Toda la noche | LBy SWC sélido
12 a72 Hrs. | SWC liquido
(240 rpm.)
25 Toda la noche | SWC sélido
1a 5 dias SWC liquido
(240 rpm.)
25 Toda la noche | SWC sélido
1 ab dias SWC liquido
(240 rpm.)
25 Toda la noche | SWC sélido
1 a5 dias SWC liquido
(240 rpm.)

Tabla 3. Condiciones de crecimiento celular para las cepas andlizadas.

o Vibrio cholerae NO 01 crecié a ambas temperaturas (25 y 37 °C)
en medio sélido, pero no crecié en medio liquido. Se ha reportado
que Vibrio cholerae al igual que otros vibrios enteropatégenos
crecen a 37°C sin agitacién (Alexander,1998; Castellanos, 1996;
Koch, 1993).

Las condiciones del cultivo de variaron para intentar crecerlas en

medios liquidos (se usé LB y SWC), pero no se obtuvo ningtn
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crecimiento por lo que fue necesario resuspender del medio sélido
directamente en el amortiguador TBE para la purificacién de ADN
cromosémico.

Esta variacién en las condiciones de crecimieto se puede deber a
que la cepa de V. cholerae NO 01 utilizada, ya ha estado mucho
fiempo en el leboratorio.

Vibrio parahaemolyticus, crecié a 37 °C 'y a temperatura ambiente
en medio sélido, a diferencia de lo reportado anteriormente que
indica una temperatura tnica de 37 °C. En medio liquido crecié a
temperatura ambiente con agitacién continua (200 rp.m.), estas
condiciones deberian ser iguales o muy semejantes a las de V.
cholerae ya que ambas cepas son enteropatégenas, sin embargo su
permanencia en el laboratorio pudo haber afectado dichas
condiciones (Castellanos, 1996; Koch, 1993; Wong, 1999).

V. alginolyticus, Vibrio sp. 6 y C, crecieron solamente a
temperatura ambiente y su crecimiento en medio SWC liquido fue

con agitacion constante.
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Las cepas aisladas del medio (Vibrio sp. Cy 6), se encontraban en
aguas frias y en movimiento por lo que estas condiciones de cultivo

concuerdan con lo esperado.
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B) PURIFICACION DE ADN CROMOSOMICO.
El ADN cromosémico de las cepas analizadas (Vibrio cholerae No-01,
Vibrio parahemolyticus y Vibrio alginolyticus, asl como dos especies
aisladas  del medio natural), fue analizado por electroforesis y
fotografiado con iluminacion ultravioleta (Figura 6). Se usé como control
ADN cromosdmico de Bacillus subtilis, para verificar que el tamafio de la
banda sea el esperado (4,000 Kpb aproximadamente).

No se observan restos de ARN ni otros residuos de sales que puedan

afectar el resultado del PCR,

Figura 6. ADN cromosomal de las especie
D) Baciflus subtilis (4000 Kpb); 2) Vibrio cholerae No-01
3) Vibrio paraemoliticus, 4)Vibrio alginoliticus;

5) Vibrio sp. (C), 6) Vibrio sp. (G).
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C) AMPLIFICACION DEL 6EN 165 rADN,

El gen 165 rADN anmplificado del ADN cromosdmico a través de PCR, se
verificd por electroforesis y fue fotografiado bajo iluminacién UV
(Figura 7). Este gel de agaresa, se corrié con un marcador de pesos
moleculares (de 50 a 2000p.b) para verificar el tamafo del fragmento
obtenido, el cudl debe ser de aproximadamente 14 Kpb, segin lo
reportado anteriormente (Lewin, 1997).

La fotografia de los productos de PCR (figura 7), no presenta
amplificados no especificos ni residuos de sales 6 ADN degradado, por lo

que no fue necesario purificarlos antes de hacer los andlisis de

restriccion,

Figura 7. Deteccidn de los productos de PCR (Gene 165 rADN)
1)Marcador de pesos moleculares en pb; 2) Vibrio cholerae No-01
3)Vibrio paraemolyticus, 4)Vibrio algynoliticus,

5) Vibrio sp. (C); 6) Vibrio sp. (G).
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D) ANALISIS DE RESTRICCION EXPERIMENTAL.

o El andlisis de restriccidn con la enzima BsWUI, mostré un patrén de
restriccidn conservado para todas las especies con exepecion de la ¢
epa analizada de Vibrio cholerae NO O1. Esto concuerda con lo
reportado por Garcia-Ortega (1997) para las especies aisladas del
medio y para Vibrio alginolyticus.

o El andlisis de restriccién con la enzima MspI, mostré un patrén de
restriccién conservedo para todas las especies con ecepecién de la
cepa analizada de Vibrio cholerae No-01; lo cudl difiere de lo
esperado segin andlisis de restriccién tedricos reportados
anteriormente (Garcia, 1997), que proponen patrones de restriccién
variables para la mayoria de las especies de Vibrio utilizando esta
enzima.

o El andlisis de restriccién con la enzima Sau3A, mostré un patrén de
restriccién conservado para todas las especies con excepecién de la
cepa analizada de Vibrio cholerae NO 01. Este andlisis en particular

no se puede comparar con estudios anteriores, pero contribuye como
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una fuerte evidencia sobre la diferencia del gene 165 rADN de

Vibrio cholerae NO 01, con el de las otras especies andlizadas.

et AR ey R e A W
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Figura 3. andlisis de restriccion de las cinco cepas con tres endo-
nucleasas diferentes. 1,12) Marcador de pesos moleculares (50-2000).
2,7 13)V. algynoliticus, 38,14}V, parahaemolyticus, 4,9 15)

V. cholerae; 5,10,16) control C; 6,11,17)control G.

Los patrones de restriccidn conservados con las tres endonucleasas
de restriccion utilizadas, muestran la relacién estrecha que existe entre
las cepas aisladas del medio, Vibrio algyroliticus y V. parahaemolyticus.
La similitud de las secuencias del gen 16S rARN para las dltimas dos

especies, al igual que la diferencia del gen 16S rARN de Vibrio cholerae
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con respecto a estas especies, ya hablia sido discutido anteriormente por
Tsukamoto (1993).

Quien analizé mediante un andlisis de secuenciacién los genes 165
rARN de 50 cepas diferentes entre ellas: V. parchaemoliticus, V.
algynoliticus'y cinco cepas de Vibrio cholerae (Figura 3). Encontré que las |
cepas de Vibrio cholerae estén muy relacionadas entre si y con V
mimicus, pero filogenéticamente se encuentran lejos de V.
parahaemolyticus'y V. algynolyticusy de otras especies del género Vibrio.
La diferencia de la secuencia del gene 16S rARN de. V. cholerae, la
adjudica a que el requerimiento de sodio para esta especie no es
limitante para su crecimiento {Tsukamoto, 1993).

Por otro lado, debido a que se utilizé el gene 165 rARN de las
especies andlizadas, no es posible que las diferencias del patrén de
restriccion de Vibrio cholerae se deban a los dos cromosomas que tiene
esta bacteria, ya que todos los operones completos del ARN ribosomal
son exclusivos del cromosoma I.

Los resultados reportados en este trabajo concuerdan con lo

reportado anteriormente, tanto para los patrones de restriccidn
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conservados con la enzima BsWL de las cepas V. algynoliticus y V.
parahaemolyticus (Garcia-Ortega, 1997), como para la relacién entre
especies reportada por Tsukamoto (1993). Esto nos da referencia de la
eficiencia del método utilizado en el presente trabajo.

Ademds, el andlisis de restriccién para Vibrio cholerae NO 01, da la
pauta para disefiar una sonda de diagndstico, que permita identificar

directamente esta cepa.
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CONCLUSIONES

El patrén de restriccion de las especies analizadas fue conservado
para todas las especies con excepcidon de Vibrio cholerae, la cudl mostro
para los tres andlisis de restriccidn un patron especifico, aunque diferente
para cada enzima utilizada.

El patrén de restriccién obtenido con cada una de las endonucleasas
utilizadas puede servir para identificar la cepa de Vibrio cholerae NO 01
analizada,

La técnica de RFLP o andlisis de restriccién sirvié para cumplir con el
objetivo general de este trabajo, ya que es un método relativamente rdpido,
que ho requiere de grandes cantidades de muestra y que ademds no es tan
costoso como la secuenciacion u otras técnicas moleculares que son
empleadas en la actualidad.

Por otro lado el gen 16S rARN puede ser utilizado para diferenciar
Vibrio cholerae del resto de las especies, sin que esto tenga relacién con los
dos cromosomas presentes en esta bacteria. Sin embargo este gen no es
apto para diferenciar las otras especies del género Vibrio entre si, debido a

que es altamente conservado de acuerdo a lo encontrado en este trabajo.
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PERSPECTIVAS

Realizar andlisis de restriccién posteriores con las mismas enzimas
utilizadas en este trabajo, pero para mds cepas de Vibrio cholerce
patégenas y no patdgnas y para Vibrio mimicus.

Tratar de disefiar un oligo especifico para Vibrio cholerae.

Secuenciar el gene 165 rADN de las cepas aisladas del medio.




CAPITULO 4
BIBLIOGRAFIA

19




40

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Alexander D., DePaola A., Chirtel S, and Young R.B. 1998. Detection
Vibrio cholerae in oyster (Crassostrea virginica) homogenate based on
centrifugal removal of antimicrobial agents. Journal of Microbiological
Methods, 33:237-244,

Barry T., Colleran G., Glennon M., Dunican L.K. and Gannon F. 1991. The
165/235 Ribosomal Spacer Region as a Target for DNA Probes to
Identify Eubacteria. PCR Methods and Applications. 1:51-56.

Baumann P. and  Schubert RH. 1986. Family II. Vibrionaceae. In:
Facultative anaerobic gram-negative rods. In: Claus D., Berkekey R. The
Bergey's Manual of Bacteriology, Vol 2. William and Wilkins, Baltimore
USA, pp. 516-60.

Braun-Howland E.B., Vescio P.A, and Nierzwicki-Bauer S.A. 1993, Use of
a Simplified Cell Blot Technique and 165 rRNA-Directed Probes for
Identification of Common Environmental TIsolates, Applied and
Environmental Microbiology. 59(10):3219-3224.

Castellanos M.I., Chauvet A., Deschamps A., and Barreau C. 1996, PCR
Methods for Identification and Specific Detection of Probiotic Lactic
Acid Bacteria. Current Microbiology. 33:100-103.

Fox G.E., Wisotzkey J.D. aned Jurtshuk P, Jr. 1992 How Close Is Close:
16S rRNA Sequence Identity May Not Be Sufficient To Guarantee
Species Identity. Infernational Journal of Systematic Bacteriology.
42(1):166-170.

Garcia-Ortega A.M. 1997. Caracterizacién molecular de especies marinas
del género Vibrio. Tesis de licenciatura. UABC-FCQ), Tijuana B.C.
Heidelberg J.F., Einsen J.A., Nelson W.C., Clayton R.A., Gwinn M.L.,
Dodson R.J., Haft D.H., Hickey EX., Peterson J.D., Umayam L., Gill SR,
Nelson KE., Read T.D., Tettelin H, Richardson D, Ermolaeva M.D.,
Vamathevan J., Bass S., Qin H., Dragoi I., Sellers P., McDonald L.,
Utterback T., Fleishmann R.D., Nierman W.C., White O., Salzberg S.L.,
Smith H.O., Colwell RR., Mekalanos J.J.,, Venter J.C. 2000. DNA
sequence of both cromosomes of the cholera pathogen Vibrio cholerae.
Nature 406(6795):477-483.




41

Kaper J.B., Nataro, JP., Roberts N.C., Siebeling R.J. and Bradford H.B.
1986. Molecular Epidemiology of Non-Ol Vibrio cholerae and Vibrio
mimicus in the U.S. Gulf Coast Region. Journal of Clinical Microbiology
23(3):652-654.

Karunasagar I., Sugumar &., Karunassagar I. And Relley A. 1995. Rapid
detection of Vibrio choferae contamination of seafood by polymerase
chain reaction. Molecular Marine Biology and Biotechnology. 4(4):365-
368.

Kita-Tsukamoto K., OyaizuH. Nanba K and Simidu U. 1993. Phylogenetic
Relationships of Marine Bacteria, Mainly Members of the Family
Vibrionaceae, Determined on the Basis of 165 rRNA Sequences.
International Journal of Systematic Bacteriology. 43(1):8-19.

Koch WH., Payne WL, Wentz B.A. and Cebula T.A. 1993. Rapid
Polymerase Chain Reaction Method for Detection of Vibrio cholerae in
Foods. Applied and Environmental Microbiology. 59(2):556-560.
Kristjansson M., Samore M.H., Gerding D.N., DeGirolami P.C., Bettin KM,
Karchmer AW., and Arbeit R.D. 1994. Comparison of restriction
Endonuclease Analysis, Ribotyping, and Pulsed-Field Gel Electrophoresis
for Molecular Differentiation of Clostridium difficife Strains, J. Clin,
Micobiol. 32(8):1963-1969,

Lewin B. (1997). Genes vi. Oxford University Press and Cell Press.
Oxford N.Y. 6™ edition. 1260 pp.

MacDonell M.T. and Colweil RR, 1984. Identical 5S rRNA Nucleotide
Sequence of Vibrio cholerae Strains Representing Temporal,
Geographical, and Ecological Diversity. Applied and Environmental
Microbiology. 48 (1):119-121.

Maniatis, T., E. F. Fritsh, and J. Sambrook. 1982. Molecular cloning: a
laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,
NY.

Marshall S., Clark C.6., Wang 6., Mulvey M., Kelly M.T. and Johnson W.M.
1999. Comparison of Molecular Methods for Typing Vibrio
Parahaemolyticus. J. Clin. Microbiol. 37(8): 2473-2478.

Martinez P. J., Blanch AR. and Jofre J. 1994. Rapid Detection and
Identification of Vibrio anguilarum by Using a Specific Oligonucleotide
Probe Complementary to 165 rRNA. Applied and Environmental
Microbiology. 60(2).732-137.




42

Nishimura M., Kita-Tsukamoto K., Kogure K., Ohwada K. and Simidu U,
1993. A New Method 1o Detect Viable Bacteria in Natural Seawater
Using 16 SrRNA Oligonucleotide Probe. Journal of Oceanography. 49:51-
56.

Pujalte M.J., Ortigosa M., Urdaci M.C., Garay E. and Grimont P.A.D. 1993,
Vibrio mitili sp. Nov., from Mussels. International Journal of Systematic
Bacteriology. 43:358-362.

Shangkuan Y.H., Tsao CM. and Lin H.C. 1997. Comparison of Vibrio
cholerae 01 isolates by polymerase chain reaction fingerprinting and
ribotyping. J Med. Microbiol. 46: 941-948.

Vicente A.C.P., Coelho AM. and Salles C.A. 1997, Detection of Vibrio
cholerae and Vibrio mimicus heat-stable toxin gene sequence by PCR.
J.Med Microbiol. 46:398-402

Vickery M.CL.. Smith AL., DePaola A.Jones D.D., Steffan R.J. and Bej
AK. 1998. Optimization of the arbitrarily-primed polymerase chain
reaction (AP-PCR) for intra species differentiation of Vibrio wulnificus,
Journal of Microbiological Methods. 33:181-189.

Waldor MK. and Mekalanos J. 1996. Lysogenic Conversion by a
Filamentous Phage Encoding Cholera Toxin, Science. 272:1910-1914
Waldor M.K. and RayChaudhuri D. (2000). Treasure trove for cholera
research, Nature 406(6795):443-546.

Williams N. 1996, Phage Transfer: A New Player Turns Up in Cholera
Infection, Science, 272:1869-1870,

Wong H.C., Ho CY,, Kuo L.P,, Wang TK., Lee CL. and Shin D.Y.C. 1999,
Ribotyping of Vibrio parahaemolyticus Isolates Obtained from Food
Poisoning Outbreaks in Taiwan. 43 (7): 631-636,




43

ANEXO

TECNICAS DE BIOLOGEA MOLECULAR:

PURIFICACION DE ADN CROMOSOMAL

REACTIVOS:

Amortiguador TE (Tris HCl 10 mM pH 8; EDTA L mM pH 8)
Lisozima 10 mg/mil

ARNasa

Dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10%

Proteinasa K 20 mg/ml

Cloruro de sodio (NaCl) 5M

Cloroformo /alcohol isoamilico 24:1

Fenol /cloroformo /alcohol isoamilico  25:24:1
Isopropanol

Etanol al 70% \

Solucién de bromuro de hexadecilmetilamonio {CTAB) (CTAB al 10% en una
solucién de NaCl 0.7M)

1
2.

o h

Crecimiento celular.

Centrifugar 1.5 ml de cultivo en una microcentrifuga a 12,000 rpm
durante 2 minutos o hasta que se forme un pellet compacto. Descartar el
sobrenadante.

Resuspender el pellet en 567 (4 de amortiguador TE. Agregar 5i4 de
lisozima e incubar a 37°C durante 10 minutos y agregar 10 4 de ARNasa
e incubar por 20 minutos. Adicionar 30 (4 de SDS y 3 i de proteinasa K
para obtener una concentracion final de 100 d/ml de proteinasa K y de
0.5% de SDS. Incubar una hora a 37°C.

Adicionar 100 14 de NaCl 5M y mezclar.

Agregar 80 i de solucién de CTAB/NaCl. Mezclar e incubar 10 minutos a
65 °C.

Agregar 0.7 mi de cloroformo/alcohol isoamilico. Agitar y centrifugar
durante 5 minutos.
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MEDIOS DE CULTIVO:
LURIA BERTANI (LB)

1% Triptona
05% Extracto de levadura
0.05% Cloruro de sodio

15% Bacto Agar (para el medio sélido)
Medio SWC Sea Water Complete

750 ml  de Agua de mar filtrada
250 ml de Agua de mar destilada

5 gr. de Bacto Peptona
3 ml de glicero!
lgr de carbonato de calcio

8 gr de Bacto Agar (para el medio sélido)




