VII. Deteccién de la toxina del cdlera

A. Modo de acclén de la toxina dei colera

La produceidn de la toxina del célera es una propiedad esencial de viru-
lencia de las ecepas epidémicas de Vibrio cholerae O1. Cada molécula de
toxina del célera estd compuesta de cinco subunidades B (de enlace) y una
subunidad A (activa). Las subunidades B se unen a los receptores del gan-
gliésido Gy, en las células epiteliales de la mucosa intestinal. Después de la
unién, se separan la subunidad A y el componente A2, lo cual faeilita la en-
trada del componente Al en la célula. El componente Al estimula la produe-
cién de la enzima adenileiclasa, la eual rige la produccién del monofosfato
de adenosina cfclico (AMPe). Las altas concentraciones intracelulares de
AMPec dan como resultado una alteracién del transporte activo de los elec-
trolitos a través de la membrana celular, lo cual impide la absorcién de lf-
quido y conduce a su secrecién en el intestino delgado. Cuando el volumen
de liguido que entra en el colon proveniente del intestino delgado es mayor
que la eapacidad de reabsorcién de aquel, se presenta la diarrea, Desde el
punto de vista antigénico y en su mecanismo de accién, la toxina del célera
es muy similar a la enterotoxina termoldbil de Escherichia coli; por lo
tanto, la mayor parte de las pruebas para la deteccién de la toxina del céle-
ra también se aplican a la enterotoxina termoldbil y viceversa.

B. Indicaciones para la prueba de producclén de la toxina del
cdlera

En un laboratorio de diagnéstico, el valor de la prueba de la toxina del
cblera varfa segiin las caracteristicas epidemioldgicas del edlera en un pais
o comunidad determinados. En el eurso de un brote de célera, el aisla-
miento de V. cholerae que posea el antigeno 01 obtenido de pacientes sin-
tomdticos se correlaciona bien con la produccién de toxina y la virulencia, y
no hay necesidad de someter a prueba, de manera sistemitica, los aisla-
mientos en busca de toxina del célera. Esto también es vilido para la
mayor parte de los sitios que presentan c6lera endémico y una frecuencia
considerablemente alta de la enfermedad. Sin embargo, en circunstancias
de-endemicidad con incidencia baja del célera, o al principio de un brote, la
mayor parte de las cepas de V. cholerae O1 aisladas de heces diarreicas de-
ben someterse a prueba para la deteccién de la toxina. (Véase en el Capi-
tulo II, “La funcién del laboratorio de salud piiblica”, la explicacién de
cudndo es neeesario someter a prueba los aislamientos para la produecién
de la toxina del célera.) Debido a que las cepas de V. cholerae O1 no toxi-
génico se encuentran ocasionalmente en muestras ambientales (en particu-
lar en las aguas de los mares y de los estuarios), todos los aislamientos de
V. cholerae O1 obtenidos de alimentos o del ambiente se someterin a
prueba para determinar la produccién de toxina del célera después de con-
firmar la identificaci6n.

Antes de realizar 1a prueba de la toxina, se ratifica la identidad de los
aislamientos de V. cholerae-O1. Ciertas cepas de V. cholerae distinto de 01
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pueden producir toxina de célera u otras toxinas, como la enterotoxina ter-
moestable o toxina similar a la de Shigella (toxina Shiga), pero dichas ce-
pas son muy raras y no se asocian con enfermedad epidémica. Asf pues,
desde el punto de vista de la salud piblica no es provechoso someter a
prueba los aislamientos esporidicos de V. cholerae distinto de O1 para de-
tectar la toxina del célera u otras toxinas.

Aunque las necesidades clinicas y de salud piblica exigen como minimo
algunas valoraciones de la toxina del célera, por lo general esas necesida-
des se satisfacen eficiente y econdmicamente a nivel del laboratorio de re-
ferencia. Los laboratorios seleccionaran el método méds adecuado para sus
necesidades y competencia.

C. Resumen histérico de los métodos de valoracion de la toxina
del colera

Hay varios métodos para valorar la toxina del célera, incluidas pruebas
de su actividad, de sus antigenos y de los genes que la codifican. La selec-
cién de una prueba especifica dependerd de la capacitacién, la experiencia y
los recursos del laboratorio. El Cuadro VII-1 resume las caracteristicas im-
portantes de algunas de las pruebas méds comunes que se utilizan para la
deteccién de la toxina del célera.

1. Blovaloraclones

Métodos que utilizan animales

En los afios cincuenta, los investigadores descubrieron que la inyeceién
de preparaciones de enterotoxina en segmentos ligados de intestino (asas
ileales) de conejos (y més tarde, de otros animales, incluidos cerdos, perros
y terneras) causaba acumulacién de liquido. Este deseubrimiento dio por
resultado la primera valoracién de la enterotoxina del edlera, en el asa ileal
de conejo adulto, que fue la mds utilizada para estos fines hasta los afios
sesenta, Este modelo se ha utilizado mucho para estudiar los mecanismos
de acci6n de la toxina del célera, la enterotoxina termoldbil de E. coli y
otras enterotoxinas. Después de la exteriorizacién y ligadura del intestino
delgado del conejo, se inyecta un sobrenadante acelular en cada asa ileal y
se mantiene cerrado el abdomen durante 18 horas. Entonces, se realiza la
eutanasia, se extirpa el intestino y las asas se miden y se pesan para de-
terminar la cantidad de liquido acumulado en virtud de la estimulacién de
la toxina. Los resultados se expresan como el volumen de liquido por la
longitud del asa intestinal. Esta prueba no solo causa excesivo dolor a los
animales sino que consume mucho tiempo, es incémoda y dificil de estan-
darizar. La prueba es relativamente cara por el nmimero de animales que se
requieren, ya que solo se pueden probar cerca de 8 a 14 sobrenadantes por
cada animal, sin incluir los testigos positivos y negativos; asimismo, la apli-
cacién de sobrenadantes a los animales se debe hacer por duplicado, y la
orientacién de los sobrenadantes se debe invertir de un animal al siguiente.
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El modelo de infeccién en conejo lactante se obtuvo en 1955 y se puede
utilizar para la detecci6n de enterotoxinas de V. cholerae y E. coli. Conejos
lactantes de 7 dias de edad se infectan con el mieroorganismo mediante in-
tubacién o por inyeccién directa intragéstrica o intraluminal (en el intestino
delgado). Se mantiene a los animales bajo observacién para detectar dia-
rrea acuosa y muerte por deshidratacién. Otra opeién consiste en matarlos
después de un perfodo de incubacién de 7 horas; se extirpan los intestinos
y se cuantifica el volumen de lfquido por centimetro de intestino. El mé-
todo del conejo lactante tiene como inconvenientes la variabilidad de los re-
sultados y el costo de utilizar un animal por cada aislamiento sujeto a
prueba.

La prueba en la piel del conejo, o valoracién del factor de permeabilidad
vascular, se ha utilizado para detectar la actividad de la toxina del célera o
de la toxina termoldbil de E. coli. La especificidad de dicha prueba estd de-
terminada por la neutralizacién de la actividad mediante una cantidad es-
tandarizada de antisueros contra la toxina del célera. En la espalda afei-
tada de un conejo adulto joven se inyectan por via intradérmica un
sobrenadante acelular de un cultivo de V. cholerae o E. coli y diluciones de
antisueros. Se pueden someter a prueba cerca de 30 a 40 sobrenadantes
por conejo. Dieciocho horas més tarde se aplica una inyeccién intravenosa
del colorante azul de Evans. El aumento de la permeabilidad capilar me-
diado por la actividad de la toxina del célera conduce a la difusién del co-
lorante en la piel (reaccion de azulete), con induracién localizada en los si-
tios de inyecci6n. Lia zona de “azulete” se mide con relacién a un testigo
negativo. Este procedimiento permite el anilisis de 30 a 40 cultivos por co-
nejo; por lo tanto, es mis econdmico en términos de nimero de animales
requeridos que otros modelos animales como el del conejo lactante y las
pruebas de asa ileal.

Métodos de cultivo de tejidos

Los métodos de cultivo de tejido son muy sensibles y de facil reproduc-
ci6n; se han utilizado mucho para el estudio de la produccién de toxina. La
aceién de la toxina sobre un cultivo celular ha permitido la investigacién
con éxito de las bases moleculares de la patogenicidad. Ademais, estos mé-
todos se pueden utilizar para detectar anticuerpos neutralizantes contra la
toxina del e6lera. Sin embargo, los métodos del cultivo de tejidos requieren
técnicos capacitados, y reactivos y equipo especiales. Estas técnicas son las
més adecuadas para utilizarse en los laboratorios que cuentan con recursos
para el cultivo de tejidos.

Los cultives de células suprarrenales Y-1 de ratén (Y-1) y de ovario de
h4dmster chino han sido las pruebas modelo para la deteceién de la toxina
del cdlera y de la toxina termoldbil, aunque también son sensibles otras li-
neas celulares como las células Vero de rifién de mono. Si la toxina del céle-
ra o la termolibil (E. col?) estdn presentes en los sobrenadantes de los cul-
tivos bacterianos agregados a las células, estimularan la produccién de
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adenilciclasa, la cual eleva la concentracién intracelular de AMPe. Las can-
tidades aumentadas de este compuesto dan por resultado una respuesta es-
tructural que se puede observar al microscopio (las células de ovario de
hdmster chino se alargan y las células Y-1 se redondean). Las reacciones
positivas pueden confirmarse mediante neutralizacién de los efectos tdxicos
en el cultivo celular con antisuero contra toxina del célera (o toxina termold-
bil de E. col?) o con ganglidsido Gy, el cual es el receptor para ambas toxi-
nas en la membrana de la célula huésped, y se une a cualquiera de estas
toxinas. Para la prueba de la toxina, se coloca una suspension de células
Y-1 en placas de microtitulacién (microplacas) de 96 pozos. Por lo general,
una botella de 75 em® de células Y-1 es suficiente para sembrar hasta 25
microplacas. Cada microplaca puede utilizarse para someter a prueba hasta
60 sobrenadantes (30 sobrenadantes si se realiza por duplicado), cuando no
se utilizan los pozos periféricos de la placa.

2. Inmunovaloraclén

ELISA

La toxina del célera es inmunogénica para los seres humanos y los ani-
males de laboratorio. Por ello, se han elaborado muchas técnicas inmunolé-
gicas para detectar esta toxina. El descubrimiento de que el gangliésido
Gy es el receptor natural para la toxina del célera y la toxina termoldbil, y
su subsecuente purificacién, condujo a la obtencién de una prueba de inmu-
noabsoreidn enzimdtica con captura de ganglifsido (Gy,-ELISA) para la de-
tecci6n de estas toxinas. Para realizar la prueba Gy,-ELISA, se agregan
los sobrenadantes del cultivo a los pozos de la microplaca revestidos con
gangliésido Gy;. La toxina unida a los receptores Gy; se detecta a continua-
cién agregando antisuero contra la toxina del célera, seguida por anti-
cuerpo antiglobulina conjugado con enzima. En lugar de utilizar Gy, para
revestir la placa, se puede recurrir a otro anticuerpo que se una a la toxi-
na. Si se utiliza una microplaca de 96 pozos para el estudio de la toxina, es
factible probar 30 sobrenadantes por duplicado en cada microplaca (por lo
general, no se utilizan los pozos del margen externo).

Coaglutinacién

Debido a que muchas cepas de Staphylococcus aureus tienen una cu-
bierta de proteina A que puede combinarse directamente con la IgG, se
han preparado reactivos seroldgicos para reacciones de aglutinacién en los
cuales un anticuerpo IgG especifico se adsorbe en la superficie de las célu-
las estafilococicas. Es factible preparar el reactivo a un costo relativamente
bajo, pero se requiere un anticuerpo especifico contra la toxina del célera
(o contra la toxina termoldbil de E. col?). La coaglutinacién de la entero-
toxina termol4bil de E. coli se realiza de manera ripida y sencilla, y requie-
re poco equipo especializado y eapacitacién del personal de laboratorio; sin
embargo, esta prueba nunca se ha usado para detectar toxina del célera a
partir de sobrenadantes de cultivo de V. cholerae O1.

(i



Deteccion de la toxina del colera

Aglutinacién de ldtex

En la prueba de aglutinacién de l4tex se utilizan anticuerpos especfficos
contra la toxina del célera o la termoldbil de E. coli unidos a particulas de
latex. La técnica de aglutinacién de ldtex requiere antisuero de alta calidad
o anticuerpos purificados, una preparacién adecuada de ldtex y material de
laboratorio de fieil adquisicién. Se expende en el ecomercio un estuche de
esta prueba que se describe més adelante en este capftulo.

3. Anélisls basados en el DNA

Sondas de DNA

Las pruebas moleculares que identifican a los microorganismos patége-
nos con base en las secuencias especificas de DNA tienen muchas aplica-
ciones en la microbiologia diagndstica y de salud piblica. Las secuencias
especificas de DNA en el gen o los genes que codifican la toxina del eélera
se han usado como sondas para detectar secuencias de DNA homoélogas en
aislamientos de V. cholerae toxigénico. En la prictica, se pueden utilizar
ung variedad de moléculas de DNA como sondas, incluidos el DNA clona-
do, fragmentos de restriceién del DNA clonado, ampliaciones de DNA ge-
neradas en una reaccién en cadena de la polimerasa y oligonucleétidos. Pri-
mero se marea la sonda con una molécula de ficil deteecién, como es un
radiois6topo, una enzima o un ligando, ¥ entonces se hibrida al DNA del
microorganismo de prueba. La sonda solo hibrida aquellos fragmentos de
DNA de microorganismos que contengan secuencias homdlogas. La sonda
no hibridada se desecha, y la sonda hibridada remanente se detecta por
medio de una prueba especifica que la pone en evidencia.

Reaccidén en cadena de la polimerasa

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR en inglés) es otro método
para efectuar pruebas diagndsticas moleculares que se basan en las secuen-
cias especfficas de DNA. En la PCR se utiliza la enzima DNA polimerasa
para sintetizar o amplificar copias miiltiples de una secuencia especifica de
DNA (ampliacién), la cual puede entonces detectarse en un gel de agarosa
o con sondas de DNA. La ampliacién de DNA se define por la localizacién
de dos oligonucledtidos cortos y especificos de DNA que sefialan la secuen-
cia de interés y son uatilizados como iniciadores por la DNA polimerasa. Al
igual que las sondas de DNA, el blanco de la PCR es un gen de virulencia,
o una secuencia de DNA exclusivo de un microorganismo patégeno. La
toxigenicidad de un aislamiento de V. cholerae se puede someter a prueba
mediante la PCR y los iniciadores que, de manera especffica, amplifican so-
lamente los genes de la toxina del c6lera. La PCR tiene la ventaja de ser
una téenica muy rdpida que no requiere cultivos puros ni microorganismos
viables. Algunas pruebas de PCR pueden amplificar los segmentos de
DNA directamente de las muestras fecales, alimentarias o ambientales; asi,
se puede determinar la presencia de un microorganismo en una muestra
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sin cultivarlo. Asimismo, la PCR tiene aplicaciones en otras técnicas mole-
culares; se puede utilizar para producir rdpidamente sondas de DNA mar-
cadas para un andlisis del polimorfismo de la longitud de los fragmentos de
restriccién (RFLP en inglés) e improntas de colonias (“colony blots”).

La sensibilidad y especificidad de las valoraciones basadas en el DNA
ofrecen una ventaja sobre los métodos ordinarios. El uso de sondas de
DNA o PCR evita las dificultades que se presentan con las cepas de V.
cholerae que no expresan la toxina del eélera a concentraciones detectables
pero poseen genes ctz. El uso de marcadores de DNA no radioactivos,
como biotina y digoxigenina, ha eliminado los problemas técnicos asociados
con los radioisétopos. Mientras que el uso de las pruebas diagnésticas basa-
das en el DNA requieren un adiestramiento especifico en los métodos mo-
leculares y los reactivos son costosos, las ventajas de sencillez, sensibilidad,
seguridad y estabilidad han convertido a las técnicas basadas en el DNA
en elementos invaluables para los laboratorios de investigaci6n.

D. Produccion de la toxina del célera para las pruebas de
laboratorio

Las condiciones dptimas de crecimiento para V. cholerae no siempre se
corresponden con la mejor produccién de la toxina in vitro. Por esta razén
se han elaborado medios especializados para la produccién de toxina del
c6lera. Las condiciones ideales para su produccién varian de acuerdo con el
medio que se utilice. En general, se ha encontrado que es mejor una tem-
peratura de incubacién de 30 °C que una de 37 °C para la produccién de
toxina con V. cholerae de cualquier biotipo. Con las cepas El Tor, utilizando
el medio de Craig, la mejor combinacién de tiempo y temperatura es 30 °C
durante 48 horas sin aeracién. Para las cepas del biotipo cldsico, una tem-
peratura de 30 °C con agitacién vigorosa durante 48 horas permite la me-
jor produccién de la toxina. Si se utilizan temperaturas de incubacién de
37 °C se recomienda el medio AKI. Aunque este medio permite la produe-
cién de toxina del célera a 37 °C, tiene el inconveniente de una vida corta
de almacenamiento, lo que exige su preparacién semanal. V. cholerae El
Tor cultivado en medio AKI debe incubarse a 37 °C durante 20 horas sin
agitacién. El medio AKI no se ha evaluado con respecto a la produccién de
toxina por las cepas del biotipo clésico.

V. cholerae libera activamente su toxina hacia el medio de cultivo, a di-
ferencia de la toxina termolébil de E. coli, 1a cual, por lo general, se en-
cuentra en el espacio peripldsmico. Los agentes antimicrobianos, como la
polimixina B o la lincomicina, que favorecen la acumulacién de toxina ter-
moldbil de E. coli en los medios de cultivo, no tienen efecto en la liberacién
de la toxina del célera. Por lo tanto, no es necesario utilizar antimicrobia-
nos en los medios donde se va a determinar la produccién de dicha toxina,

La mayor parte de las pruebas de la toxina del c6lera, inmunolégicas y
de biovaloracién, buscan la toxina en los sobrenadantes de los cultivos. La

79



Deteccion de la toxina del cdlera

valoracién de la actividad de la toxina requiere toxina del célera integra,
en tanto que algunas pruebas antigénicas solamente detectan la subunidad
B y no requieren la molécula completa. Las condiciones del cultivo para la
produccién de toxina se enuncian en una lista m4s adelante, y se recomien-
dan para la expresion 6ptima de la toxina completa (activa), tal como se
requiere para las pruebas de asa ileal de conejo, piel de conejo y cultivo de
tejidos.

Produccion de la toxina del colera

1) Los cultivos que se van a someter a prueba se siembran mediante es-
triacién en un medio de plano inclinado no selectivo (como agar de
infusi6n de corazén) y se incuban de 18 a 24 horas a una temperatura de
35 °C a 37 °C. Se incluyen cuatro cepas testigo {(dos positivas y dos
negativas).

2) Se inoculan las cepas en 5 ml de medio de Craig en tubos de tapa de
rosca de 16 X 125 mm. Se mantienen los tapones poco apretados y se
incuban los tubos a 30 °C durante 48 horas sin agitar. [Nota: los cultivos
se pueden someter a prueba al cabo de solo 24 horas de incubacién, pero
48 horas es el tiempo 6ptimo para la produccién de toxina.]

3) Se centrifugan los tubos para sedimentar las células bacterianas, y se
retira el sobrenadante con una pipeta Pasteur. El sobrenadante se alma-
cena a 4 °C hasta que se vaya a utilizar. Si el sobrenadante ha de alma-
cenarse por més de 7 dfas, se congela a —70 °C,

E. Ensayo Y-1 para la toxina del célera

La clona Y-1 de eélulas de tumor suprarrenal de ratén es sensible a ba-
jas concentraciones, incluso de 10 picogramos por mililitro, de toxina del
c6lera. Sin embargo, Vibrio y otros géneros bacterianos pueden sintetizar
productos extracelulares termoldbiles que causan redondeamiento no
especifico de dichas células, el cual se puede malinterpretar como si fuera
causado por la toxina del célera. Es preferible neutralizar las reacciones
positivas o dudosas con antisueros especificos para la foxina o con otras
sustancias especificas de enlace como el gangliésido Gy, el receptor natural
de la toxina en la membrana celular.

Material

e Incubadora de CO, programada a una temperatura de 37 °C con 5,0%
de COg

e (Campana de flujo laminar

e Microscopio invertido de contraste de fases
¢ Tubos de centrifuga cénicos estériles

e Centrifuga
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e Botellas estériles de cultivo de tejido (75 em® de 4rea de crecimiento)

e Microplacas de 96 pozos de fondo plano, estériles, para cultivo de
tejidos

e Mezcla nutritiva F-10 de Ham (GIBCO Laboratories, Grand Island,
Nueva York) con 156% de suero de caballo, 2,5% de suero fetal de ter-
nera y gentamicina (10 pg/ml)

e tripsina al 0,2%

Procedimientos semanales para prueba y mantenimiento del cultivo
de tejidos

Las células suprarrenales Y-1 se mantienen en un cultivo de monocapa
en mezcla nutritiva F-10 de Ham. Comitinmente las botellas de cultivo de
tejido con un 4rea de crecimiento de 75 em® se llenan con 25 ml de medio y
se incuban a 37 °C en una atmdsfera humidificada y con 5% de CO,. Todas
las manipulaciones celulares se realizan bajo una campana de flujo laminar,
y las células se examinan empleando un microscopio invertido de contraste
de fase.

Dia 1
1) Se desecha el medio F-10 de la monocapa confluente (por lo general, se
requiere una semana de crecimiento). Se lava la monocapa de células

con 5 ml de solucién salina con amortiguador de fosfato (PBS en inglés)
estéril y se desecha el liquido.

2) Se agrega 1,6 ml de tripsina al 0,2% y se deja la monocapa cubierta de
tripsina a temperatura ambiente hasta que las células comiencen a des-
prenderse de la superficie de pldstico (de 5 a 10 minutos).

3) Se agregan 5 ml de medio F-10 para neutralizar la tripsina. (El medio
F-10 de Ham se almacena a una temperatura de 4 °C y después se lleva
a un bafo de Marfa a 37 °C antes de que todo el medio cambie y se
presente proliferacién celular.) Si permanece alguna monocapa, se des-
prende de la superficie de la botella con espitula de goma estéril.

4) Las células suspendidas se transfieren (aproximadamente 6,5 ml) a un
tubo de centrifuga cénico estéril y se centrifuga de 500 a 1.000 X g duran-
te 5 minutos.

5) El sobrenadante se aspira dejando un sedimento de células suprarrena-
les Y-1 en el tubo de centrifuga. Las células se resuspenden con una pi-
peta Pasteur en 5 ml de medio F-10 recién preparado.

6) Utilizando una pipeta Pasteur, se depositan 6 gotas de la suspensién celu-
lar en cada botella, a la cual se han agregado 25 ml de medio F-10 re-
cién preparado. Como regla general, se siembran botellas por duplicado.

T) Para la prueba de la toxina, la cual se practica en una microplaca de
fondo plano, de 96 pozos, hdgase una dilucién de 1:50 a 1:100 de la sus-
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pensién celular. Se deposita la suspensién, aproximadamente 0,15 ml por
pozo, de medo tal que una botella sirve para sembrar de 12 a 25 placas.
Se apilan las placas y se cubre la placa superior para evitar contamina-

¢ién y evaporacion.

8) Se colocan las botellas (con las tapas poco apretadas) y las microplacas
en la incubadora de CO..

Dia 2

Se revisan las botellas y los pozos al microscopio para observar la proli-
feracién celular.

Dia 3 (iiltimas horas de la tarde)

Utilizando una pipeta Pasteur, a cada pozo de la microplaca que con-
tenga una monocapa de células suprarrenales Y-1 se le agregan 2 gotas
(50 pl) de los sobrenadantes de la toxina (incluidos los testigos positivos y
negativos). (Véase la Seceién D para conocer los métodos de cultivo de V.
cholerae para la produccién de su toxina.) Se sugiere asegurarse de que las
microplacas y las hojas de registro estén codificadas antes de efectuar la
transferencia. Las microplacas se vuelven a apilar y se incuban en una at-
mdsfera de CO, a 37 °C de un dia para otro.

Dia 4 (en la mafiana)

Se leen los resultados de las pruebas. Los pozos se examinan con au-
mentos de 100x o 200x, utilizando un microscopio invertido de contraste de
fases. Los pozos de prueba se comparan con los de testigo positivo. Las
toxinas del célera y termoldbil provocan que las células suprarrenales Y-1
se redondeen (Figura VII-1). Para los andlisis de toxina del eélera ¢ toxina
termol4bil, un pozo positivo contiene mds de 10% de células Y-1 redondea-
das. Ocasionalmente, la actividad citotéxica en el sobrenadante dar4 por re-
sultado muerte, lisis 0 desprendimiento de las células, lo cual puede enmas-
carar el efecto de redondeamiento que produce la toxina del célera. Si esto
ocurre, la dilucién del sobrenadante (para intentar diluir la citotoxina)
puede permitir que se visualicen las células redondeadas.

Método para la neutralizacion de la enterotoxina del colera

Véase la Seccién D de este capftulo para conocer los métodos de cultivo
de V. cholerae para la produccién de toxina del célera. Los sobrenadantes
de la prueba se diluyen 1:4 utilizando PBS (pH 7,2) con 0,1% de gelatina
(PBS/G). Si se dispone de ella, se usard una preparacién pura de toxina del
cblera como testigo positivo. En esta prueba se utiliza un antisuero eontra
la toxina del célera de tftulo alto (en los CDC el antisuero contra la toxina
del célera utilizado para la Gy,-ELISA también se utiliza para la neutrali-
zacién de las células Y-1). El antisuero se diluye en PBS/G.
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Figura VII-1. La fotografia de Ia |qu|erda muestra el redondeo tipico de las células
Y-1 suprarrenales de ratén causado por la presencia de la toxina del célera. Se
muestran células Y-1 normales en las fotografia de la derecha.

Se preparan diluciones al doble del antisuero contra la toxina del célera
en PBS/G, comenzando con una de 1:10 y terminando con una de 1:10.240.
Se mezelan voliimenes iguales de diluciones del antisuero por duplicado y
se mezelan con sobrenadante sin diluir y diluido al 1:4. Se repite el procedi-
miento para el resto de los sobrenadantes y la toxina del eélera purificada.
El sobrenadante se incuba con mezelas de antisuero en bafio de Maria a
una temperatura de 37 °C. Después de una hora se transfieren 50 wl de
cada sobrenadante con la mezcla del antisuero a la monocapa de células Y-1
que se encuentra en la microplaca. Se agrega sobrenadante no neutralizado
a un pozo por cada cultivo sujeto a prueba, con objeto de utilizarlo como
testigo. Se incuban las células de 18 a 24 horas y se leen para determinar
la dilucién m4s alta de suero contra la toxina del célera que neutraliza el
efecto de redondeamiento de las células que provoca esta.

F. Ensayo G,,,-ELISA para la toxina del célera

El ensayo Gy,-ELISA constituye una inmunovaloracién muy sensible
para la deteccién de la toxina del c6lera. Esta prueba utiliza una inmunoglo-
bulina marcada con una enzima, la cual se cuantifica midiendo su actividad
en un sustrato especffico. Los pozos de microtitulacién se revisten con gan-
gliésido Gy, el receptor natural para la toxina del eélera (Figura VII-2).
De manera alternativa, los pozos de microtitulacién se pueden revestir con
anticuerpos contra toxina del célera; pero, si se hace esto, dichos anticuer-
pos se deben preparar en una especie animal diferente a la del otro anti-
cuerpo contra la toxina del célera utilizado en la prueba. Los sobrenadan-
tes del cultivo se agregan entonces a los pozos revestidos. Las moléculas
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Figura VII-2. Diagrama del ensayo Gy,-ELISA para la deteccién de la toxina del céle-
ra (TC).

de toxina del célera en el sobrenadante se unen al Gy, en el pozo y reac-
cionan con el anticuerpo contra la toxina del célera que se adiciona poste-
riormente. El anticuerpo contra la inmunoglobulina de la especie animal es-
pecifica conjugado con una enzima (fosfatasa alcalina o peroxidasa del
rébano) se agrega al pozo, donde reacciona con el anticuerpo contra la to-
xina del eélera. Por 1ltimo, se agrega el sustrato de la enzima, y la enzima
unida degrada el sustrato. Se forma asi un producto de color que indica la
presencia de toxina del célera, toxina termoldbil de E. coli u otras molécu-
las inmunolégicamente afines. Estas reacciones se pueden leer con el espec-
trofotémetro o visualmente. En el Cuadro VII-2 se presenta un resumen
del método ELISA. Todos los materiales y reactivos del ensayo
Gy-ELISA para la toxina del eélera, incluido el antisuero contra esta, se
pueden adquirir en el comercio.

Equipo
e Microplacas de polivinilo o poliestireno, de fondo plano o fondo
redondeado (en u)

o Micropipetas y pipetas miltiples (automaticas)
e Lector de placa de ELISA (opcional)

Reactivos

(Véanse en el Capitulo XTI, “Preparacién de medios de cultivo y reacti-
vos”, las instrucciones para preparar los siguientes reactivos.)
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o Gangliésido Gy, (Sigma Chemieal Co., St. Louis, Misuri)
e PBS con 0,06% de Tween 20 o sin €] y alimina sérica de bovino

e Anticuerpos de eabra contra toxina del célera CT, (Calbiochem Corp.,
La Jolla, California) [Nota: como una alternativa a los anticuerpos con-
tra la toxina del célera preparados en cabra, se pueden utilizar anti-
cuerpos producidos en otra especie animal o anticuerpos monoclonales.]

e Globulina anticabra (o contra cualquier especie utilizada para producir
el antieuerpo contra la toxina del eélera) marcada con fosfatasa alealina
(Kirkegaard and Perry Laboratories, Inc., Gaithersburg, Maryland) o
con peroxidasa del rdbano.

s p-nitrofenil fosfato (Sigma Chemical Co.) disuelto en amortiguador de
dietanolamina [Nota: hay varios sustratos para la peroxidasa del ri-
bano, cada uno con sus requisitos especificos de preparacion.]

La dilucién 6ptima de la preparacién de eada reactivo especifico se de-
terminar4 por titulacién. En esta seceién se deseribe un procedimiento
de titulacién de la muestra.

Testigos

En cada microplaca se deben incluir por lo menos dos testigos positivos
de V. cholerae conocidos y dos testigos de sobrenadante negativo conoeidos.

Realizacion de la prueba

1) Se agregan 100 pl de Gy, diluido adecuadamente en PBS a los 60 pozos
internos de la microplaca. Los pozos vacios que se encuentran en la perife-
ria de la placa se llenan con PBS/Tween. Se cubre la placa con un sella-
dor de placa o se coloca la placa en una cdmara hiimeda y se deja a tem-
peratura ambiente de 18 a 24 horas o a una temperatura de 35 °C a
37 °C durante 4 horas.

2) Se lava la placa tres veces con PBS/Tween de la manera siguiente: se
invierte la placa sobre una toalla absorbente y se vacia el contenido con
cuidado. Con una piceta u otro instrumento adecuado, cada pozo se llena
con PBB/Tween (aproximadamente 200 ul), Se deja la placa durante
3 minutos. Se elimina el PBS/Tween y se repite la operacién dos veces.
Al guardar la placa para uso posterior, se deja el tercer lavado en las
placas y se refrigera (4 °C). La placa se puede almacenar por un perfodo
de 4 a 6 semanas.

3) Se bloquean los sitios de unién restantes llenando cada pozo con 150 wl
de albtimina sérica de bovino (BSA en inglés) al 1% en PBS. Se incuba
la placa a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se retira el con-
tenido y se lavan los pozos tres veces con PBS/Tween como se describi6
en el paso 2.

4) Con una micropipeta, se agregan por duplicado 100 pl de cada sobrena-
dante a pozos de la placa. Se deja vacia una sola hilera de pozos en &l
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margen externo de la placa. Esto permitira 30 pruebas por placa. Se
llenan los pozos vacios del perimetro de la placa con PBS/Tween. La
placa se coloca en una cimara hiimeda o se sella y se incuba por una
hora a una temperatura de 35 °C a 37 °C. Se lavan las placas tres veces
como se deseribe en el paso 2.

B) Se agregan 150 pl de BSA al 0,1% en PBS a cada pozo, y se incuba a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Se lava tres veces (paso 2).

6) Se agregan 100 pl del suero de cabra anti-CT- (diluido en PBS con BSA
al 0,1%) en cada uno de los pozos de pruebha. La placa se coloca en una
cdmara himeda o se sella e incuba a un temperatura de 35 °C a 37 °C
durante una hora. Se lava la placa tres veces.

T) A cada pozo de prueba se agregan 100 pl de globulina anticabra prepara-
da en conejo y marcada con fosfatasa alealina, diluida adecuadamente en
PBS que contenga 0,1% de BSA. Se coloca la placa en una efmara hi-
meda o se sella e incuba a una temperatura de 35 °C a 87 °C durante
una hora. Se lava la placa tres veces.

8) Se agregan 100 pl de la solucién de sustrato de la enzima (p-nitrofenil
fosfato en amortiguador de dietanolamina) a todos los pozos. Se incuba
la placa a la temperatura ambiente hasta 30 minutos o hasta que la
aparicién de color en los pozos del testigo positivo alcance una intensi-
dad adecuada, pero sin que transeurra tanto tiempo que aparezca color
excesivo en los pozos del testigo negativo (aproximadamente 10 a 20
minutos, pero no mis de 30 minutos).

9) La reaccién se detiene agregando 50 pl de NaOH 8 M a cada pozo. Se
mezcla bien.

Lectura de los resultados de la prueba

1) Se comparan los pozos del testigo positivo con los del sobrenadante tes-
tigo negativo. Debe haber un poco de color o ansencia de este en los
pozos del testigo negativo. Se observari un color amarillo distintivo (Fi-
gura VII-3) en los pozos del testigo positivo.

2) El grado de color en los pozos de prueba se compara con el color en los
pozos del testigo negativo. Las muestras que claramente desarrollen un
color m4s intenso que los testigos negativos se considerarsin positivas.

3) Si se utiliza un lector de microplacas, la longitud de onda debe progra-
marse de manera adecuada para el sustrato que se utilice. Para el
p-nitrofenil fosfato la longitud de onda debe ser de 405 nm. Se calcula la
relacién de positivo a negativo (P/N) dividiendo la densidad éptica (DO)
de la muestra desconocida entre la media de la densidad éptiea de los
pozos que contienen los testigos negativos. Las muestras que tengan
una relacién P/N de 2,0 o mayor se considerarsdn positivas.
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Figura VII-3. En el ensayo Gy,~-ELISA para la toxina del c6-
lera, la aparicidn de un color amarillo distintivo en los pozos
de la microplaca indica una reaccién positiva.

Titulacidén de los reactivos de la prueba Gy,—ELISA para la toxina
del célera
1) Se diluye Gy; en PBS a las concentraciones que siguen:
0,5 pg/ml
1,0 pg/ml
2,0 pg/ml
5,0 pg/ml
2) Se agregan 100 ul del gangliésido Gy, (Sigma Chemical Co.) a cada uno
de los 60 pozos internos de las microplacas de polivinilo de fondo re-
dondo o placas de poliestireno de fondo plano que contengan las siguien-
tes diluciones de Gy,:

Placa 1 0,6 pg/mi
Placa 2 1,0 pg/ml
Placa 3 2,0 pg/ml
Placa 4 5,0 pg/ml

Se cubre con un sellador de placa o se colocan las placas en una cdmara
hiimeda y se dejan a temperatura ambiente de 18 a 24 horas. Se lavan
las placas tres veces con 200 pl de PBS/Tween.

3) Para bloquear los sitios de unién remanentes de los pozos, se llena cada
pozo con 150 pl de BSA al 1% en PBS y se incuba la placa a tempera-
tura ambiente durante 30 minutos. Después de la incubacidn, se retira el
contenido y se lavan los pozos tres veces con 200 pl de PBS/Tween.

4) Se rehidrata la toxina del c6lera pura (Calbiochem Corp.) de acuerdo
con las instrueciones del fabricante. Se diluye en PBS con BSA al 0,1%
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(se requieren por lo menos 4 ml de cada dilucién para la titulacién en 4
placas) como sigue:

Concentracién de la

Dilucién toxina del célera
10°° 1,0 pg/ml
107 100,0 ng/ml
10°® 10,0 ng/ml
10°° 1,0 ng/ml
1077 100,0 pg/ml
107® 10,0 pg/ml

A cada placa se agregan 100 ul de cada dilucién diferente de la toxina
del célera, de tal forma que cada dilucién ocupe una hilera en la placa
(hileras B, C, D, E, F, G). Los pozos vacios se llenan con PBS/Tween. Se
incuba a una temperatura de 35 °C a 37 °C durante una hora. Las placas
se lavan tres veces con 200 pl de PBS/Tween.

5) Se bloquea con 150 pl de BSA al 1%. Se incuba a temperatura ambiente
durante 30 minutos. La placa se lava tres veces.

6) Se preparan 5 diluciones de anticuerpo contra la toxina del célera en
PBS con 0,1% BSA al 0,1%:

1:500
1:1.000
1:2.000
1:5.000
1:10.000

[Nota: El anticuerpo monocleonal se probara a diluciones de 1:100, 1:200,
1:500, 1:1.000.]

A cada placa se agregan 100 pl de anticuerpo contra la toxina del célera
diluido de tal forma que cada dilucién ocupe una columna de la placa {colum-
nas 2 a 6). Se repite para las columnas 7 a 11. Los pozos vacios se llenan
con PBS/Tween. Se incuba a una temperatura de 35 °C a 37 °C durante
una hora. La placa se lava tres veces.

7) El conjugado marcado con fosfatasa alealina se diluye en PBS con BSA

al 0,1% como sigue:

1:500

1:1.000
A cada placa se agregan 100 pl de cada dilucién del conjugado, de tal
forma que cada dilucién ocupe la mitad de la placa (desde la columna 2
hasta la 6 para una dilucién y desde de la columna 7 hasta la 11 parala
otra dilucién). Los pozos vacios se llenan con PBS/Tween, La placa se in-
cuba a una temperatura de 35 °C a 37 °C durante una hora. La placa se
lava tres veces.

8) Se agregan 100 pl del sustrato de p-nitrofenil fosfato. Se incuba durante
30 minutos a temperatura ambiente.
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9) Se agregan 50 pl de NaOH 3 M para detener la reacei6n y se leen los
resultados con el espectrofotémetro o visualmente. Se anota la dilucién
mas alta de cada reactivo que presente una intensidad de color adecua-
da. Kl reactivo mas dificil de obtener, o el m4s caro, se utilizars en la
dilucién més alta posible.

G. Prueba de aglutinacién de latex para la toxina del célera

El estuche VET-RPLA (Oxoid Limited, Hampshire, Inglaterra) se ideé
para la deteccién de la toxina del eélera o la toxina termoldbil en el liquido
sobrenadante de un cultivo. Este procedimiento se conoce como aglutina-
cién pasiva inversa de litex (RPLA en inglés). Las particulas de ldtex de
poliestireno se sensibilizan con antisuero purificado producido en conejos
inmunizados con enterotoxina purificada de V. cholerae. Estas particulas de
litex se aglutinaran en presencia de la toxina del célera o de la toxina ter-
molébil. Se provee un reactivo testigo, que consiste en particulas de ldtex
cubiertas o “sensibilizadas” con globulinas de conejo no inmunes.

La prueba se realiza en las microplacas de fondo en forma de V o de U
(se prefieren las placas de fondo V; las placas de fondo plano no son adecua-
das para este procedimiento). Las diluciones del sobrenadante del cultivo
sujeto a prueba se hacen en dos columnas de pozos. [Nota: Los sobrena-
dantes de prueba se prepararin de acuerdo con las instrucciones que apa-
recen en la seccién D de este capitulo; no se preparardn sobrenadantes por
el método descrito en las instrucciones incluidas con el estuche, debido a
que, por lo general, V. cholerae no produce toxina del eélera en cantidades
suficientes cuando crece en agua peptonada alcalina (APW en inglés).] Una
suspension de particulas de l4tex cubiertas con anticuerpos se agrega ala
primera columna, y el litex testigo, no sensibilizado, se agrega a la se-
gunda columna. Si en el sobrenadante hay cantidades suficientes de toxina
del célera o toxina termoldbil, se presentard aglutinacién. La aglutinacién
resulta de la formacidn de enlaces cruzados entre las particulas de ldtex
unidas a las moléculas de toxina del célera. Esta estructura, similar a una
red, apareceri y formar4 una capa difusa en el fondo del pozo. Si no hay
enterotoxina o estd en una concentracién inferior al nivel de deteccién, no
se formari la estructura reticular; en su lugar, las partfculas de ldtex no
aglutinadas formardn un “botén”, al sedimentarse.

Material requerido
e Placas de 96 pozos (con fondo en V o U) con tapa
e Micropipetas fijas o ajustables y puntas (25 pl)

e Litex sensibilizado: suspensién de ldtex sensibilizado con anticuerpos
especificos (IgG de conejo) contra la toxina del célera (que viene con el
estuche)

o Litex testigo: suspensién de ldtex cubierto con globulinas de conejo no
inmunes (viene con el estuche)
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e Toxina del célera testigo (deshidratada, viene con el estuche)
e Diluyente: BSA en PBS (viene con el estuche)

Realizacién de la prueba

1) Cada muestra requiere dos columnas (ocho pozos por columna) en la
placa. Con una pipeta o cuentagotas, se depositan 25 pl del diluyente en
cada pozo, excepto en el primer pozo de cada columna.

2) Agréguense 25 pl de la muestra que se va a probar al primero y se-
gundo pozos de cada grupo de dos columnas,

3) Utilizando una pipeta o diluidor, y comenzando con el segundo pozo de
cada columna, se retiran 25 pl y se realizan diluciones al doble. Dete-
nerse en el séptimo pozo de la columna, de tal forma que el octavo pozo
contenga solamente diluyente. Los 25 pl extra del séptimo pozo se
desechan.

4) Se agregan 25 pl de latex sensibilizado a cada pozo de la primera colum-
na para cada sobrenadante de prueba y testigo. Se agregan 25 pl de
latex testigo no sensibilizado a cada pozo de la segunda columna para
cada sobrenadante de prueba y testigo.

5) El contenido de cada pozo se mezcla agitando la microplaca suavemente
con la mano.

6) Para evitar la evaporacion, la placa se cubre con una tapa y se coloca en
un recipiente de pldstico para almacenamiento junto con una toalla de
papel himeda. La placa se coloca sobre una superficie que no vibre y se
deja alli sin mover, a temperatura ambiente, durante 20 a 24 horas.

Lectura de los resultados de la prueba

1) Cada pozo de cada columna se examina contra un fondo negro para ob-
servar aglutinacién. La presencia de la toxina del célera o de la termold-
bil causaréd aglutinacién, manifiesta por la formacién de una estructura
reticular; al sedimentarse esta, formar4 una capa difusa en el fondo del
pozo (Figura VII-4). Si no hay enterotoxinas o se encuentran en concen-
traciones inferiores al nivel de deteccién de la prueba, no se formari di-
cha estructura reticular; por lo tanto, al sedimentarse se observard un
botén compacto.

2) Los resultados de la columna de pozos que contiene el litex testigo de-
ben ser negativos. El dltimo pozo de todas las columnas debe ser nega-
tivo. Si se observan resultados positivos en alguno de estos pozos, la
reaceién se considerard como no vélida.

3) Cuando hay exceso de toxina del célera, se puede observar un efecto de
prozona,; esto es, se obtiene un resultado negativo en los primeros pozos
que contienen la muestra en estudio y el ldtex sensibilizado. Sin em-
bargo, como resultado de las diluciones al doble, la concentracién de la
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it b eefibind i e ot
Figura VII-4. Microplaca con resultados de la prueba VET-
RPLA (Oxoid Limited). La muestra 1 es negativa; las mues-

tras 2, 3, 4, 5 y 6 son positivas.

toxina del célera en cada pozo a lo largo de la columna se reduce pro-
gresivamente, anulando el efecto prozona debido a las cantidades excesi-
vas de toxina del célera. Se observard un resultado positivo de aglutina-
cién después de los resultados negativos en los primeros pozos de la
columna. Con tales resultados, la muestra de prueba se clasificard como
positiva,

4) La sensibilidad de este estuche de prueba en la deteccién de la toxina
del célera es de 1 a 2 ng/ml. La enterotoxina, que se encuentra a con-
centraciones més bajas que esta, dard por tanto resultados negativos. El
método es ligeramente menos sensible que el de Gy,-ELISA y rara vez
una cepa toxigénica dard resultados negativos.

H. Reacclén en cadena de la polimerasa para los genes de la
toxina del célera

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica que em-
plea dos oligonucledtidos de DNA cortos y especificos (iniciadores) y la en-
zima DNA polimerasa para sintetizar copias miltiples de DNA en la por-
cién del genoma bacteriano que tiene la secuencia complementaria al
iniciador en cada extremo. En la PCR para la toxina del célera descrita
aqui, los iniciadores especificos detectan solamente el gen que codifica para
la subunidad A de la toxina del célera (ctx4; Figura VII-5). El DNA am-
plificado de ctxA se detecta como una banda de 564 pares de bases (pb) en
un gel de agarosa. La ampliacién de la PCR se puede caracterizar aiin mis
mediante digestién con enzimas de restriccién o hibridacién con una sonda
interna especffica para asegurarse de que la banda de ampliacién en el gel
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74 637

Producto de PCR - 564 pb

rrrrray

cxA |

CTX2 CGG GCAGATTCTAGA CCTCCT G
CTX3 ==& CGA TGA TCTTGG AGC ATT CCCAC

Figura VII-5. Localizacién de los iniciadores y tamario del fragmento de DNA ampli-
ficado en la prueba de la PCR para la deteccion de ctxA.

es del gen ctrA. Esta prueba de PCR sirve para la confirmacion de la co-
lonia de V. cholerae O1 toxigénico; fue ideada para distinguir las cepas de
V. cholerae 01 toxigénicas de las no toxigénicas, obtenidas de cultivos pu-
ros. Qtros autores han descrito pruebas de PCR capaces de detectar V.
cholerae toxigénico directamente en las heces o en los alimentos después
del enriquecimiento con agua peptonada alcalina. La detecci6én directa de V.
cholerae por la PCR en las heces o en los alimentos se puede ver obstaculi-
zada por sustancias presentes en estos tipos de muestras que inhiben la
DNA polimerasa.

Egquipo g suministros
o Bafio de Maria en ebullicién

o Termociclador (Perkin-Elmer, Norwalk, Connecticut, o M.J. Research
Inc., Watertown, Massachusetts)

e Virtex

e Cdmara de electroforesis

e Fuente de poder

e (Cdmara y transiluminador UV

e Micropipetas: de 0,5 a 20 pl, de 20 a 50 pl, y de 100 a 1.000 pl
e Puntas de micropipetas desechables y estériles

e Tubos de microcentrifuga: 1,5 y 0,6 ml

e Guantes

e Mdscara para detener polvo y partfculas
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Reactivos

Agua estéril (prepdrense alfcuotas de 10 a 20 ml y utilicense alfeuotas
nuevas para cada prueba)

Amortiguador de PCR 10x (Tris-HCI 100 mM, KCI 500 mM, MgCl 15
mM, gelatina al 0,1% [p/v])

dNTP 12,56x (2,5 mM cada uno, dATP, dCTP, dGTF, dTTP en agua des-
tilada estéril)

Iniciador CTX2: 5' CGG GCA GAT TCT AGA CCT CCT G 3'; 100 uM
en agua destilada

Iniciador CTX3: 5' CGA TGA TCT TGG AGC ATT CCC AC 3'; 100
pM en agua destilada

DNA polimerasa AmpliTaq (5 unidades/ul, Perkin-Elmer)
Aceite mineral (estéril)
Agarosa (FMC BioProducts, Rockland, Maine)

Amortiguador Tris borato EDTA (TBE) 10x (108 g de base Tris, 556 g
de 4cido bérico, 40 ml de 0,56 M EDTA y agua destilada hasta completar
1.000 ml; ajustar pH a 8,0)

Amortiguador de carga del gel 10x (0,6% sulfato dodecil sédico, 10 mM
EDTA, 50% glicerol, 0,1% azul de bromofenol, 0,1% de cianol de xileno)

Bromuro de etidio (la solucién primaria es de 10 mg/ml de agua)

Columnas de separacitén en tubo de microcentrifuga (G-50, Boehringer
Mannheim, Indiandpolis, Indiana)

Endonucleasas de restriceién Alul y Rsal (Gibco BRL, Gaithersburg,
Maryland)

Amortiguador 1 de restriccién 10x (Gibco BRL)
Marcador del tamafio de DNA molecular; escalera 1 kb (Gibco BRL)
TEMED (Sigma Chemieal Co.)

Persulfato de amonio al 10% en agua, se prepara todos los dias (Gibco
BRL)

Acrilamida al 30% (29 partes de acrilamida: 1 parte de bisacrilamida en
agua), se guarda en la oscuridad a 4 °C

Nota: La acrilamida es neurotéxica; debe utilizarse méscara protectora
cuando se prepara la solucién primaria.

Cepas testigo

V. cholerae ATCC 14035 (cldsica, Ogawa, toxina positiva)
V. cholerae ATCC 14033 (El Tor, Inaba, toxina negativa)
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Realizacion de la prueba

NOTA ESPECIAL: Solo se requiere una canfidad muy pequefia del
molde de DNA (DNA a partir del cual se genera la ampliacién de la PCR)
para la PCR. La presencia de cantidades pequefias de DNA contaminante,
en especial las que son producto de pruebas anteriores de la PCR, pueden
dar resultados falsos positivos. Es importante usar testigos negativos asi
como positivos en cada experimento. El uso de agua en lugar del molde de
DNA y una cepa negativa conocida son testigos negativos apropiados. El
testigo positivo debe ser una cepa de referencia positiva conocida que se
prepara junto con las cepas de prueba.

Para reducir la posibilidad de contaminar la PCR con productos obteni-
dos de dicha prueba en reacciones anteriores, las reacciones se prepararan
en una habitacién y la amplificacién y la electroforesis se realizardn en
otra. El producto de la PCR nunca debe llevarse a la habitacién donde se
prepara dicha reaccién. Se reservari un juego separado de micropipetas,
de preferencia pipetas de desplazamiento positivo, para preparar las prue-
bas de PCR.

1) Para preparar un molde de DNA, se suspende una asada de 1 pl del
testigo o de las cepas de prueba en 0,5 ml de agua para obtener una
concentracién de 10° a 10° microorganismos/ml. Se hierve la muestra
durante 20 minutos para liberar el DNA. Son suficientes 1 a 10 ng de
DNA; demasiado DNA puede inhibir la reaceién de amplificacién. Es im-
portante usar agua en lugar de PBS u otro amortiguador que contenga
fosfato pues este inhibe la PCR. Los grupos heme de las placas de agar
sangre también pueden inhibirla.

2) Para cada prueba de PCR, se utiliza una mezcla de reaccién de 50 pl
que consta de 38,75 ul de agua estéril, 5 pl de amortiguador de PCR
10x, 4 pl de dNTPs 12,5x, 0,5 wl de cada iniciador (volumen total, 1 ul),
0,25 ul de la DNA polimerasa AmpliTaq y 1 pl del molde de muestra.
Se prepara una “mezcla maestra” de todos los reactivos excepto del
DNA de muestra. Esto reduce los errores de pipeteo y produce concen-
traciones més uniformes de los reactivos. Se mezela suficiente amortigua-
dor de PCR, dNTPs, polimerasa Tag, iniciadores y agua para todas las
pruebas que se van a realizar en un solo tubo que debe contener el
volumen necesario y posteriormente se colocan alicuotas individuales de
49 pl de la mezcla de reaceion maestra en cada tubo de microcentrifuga
de 0,5 ml. A continuacién, se agrega 1 pl del molde de DNA de
muestra.

3) Se cubre la mezcla reactiva con una gota de aceite mineral estéril, y se
cierran los tubos. Se programa el termociclador para un paso de prein-
cubacién a 95 °C durante 5 minutos, después a 30 ciclos de 1 minuto a
95 °C, 1 minuto a 60 °C, 1 minuto a 72 °C y una incubacién final a 72 °C
durante 10 minutos. Se puede agregar un paso final que consiste en
mantener los tubos a 4 °C para refrigerar las muestras hasta que estén

95



Deteccion de la toxina del cdlera

cargadas en el gel. Los tubos se colocan en el termociclador y se inicia
el proceso.

4) Se prepara un gel de agarosa al 0,8% con amortiguador TBE. Se mez-
clan 10 pl de la solucién de PCR con 1 a 2 pl del amortiguador de carga
del gel de 10x y se cargan los pozos. Cuando se retiran los 10 pl de la
PCR, hay que cerciorarse de que la punta de la pipeta descienda mis
all4 de la capa de aceite. Se utilizan testigos positivos y negativos ade-
cuados con cada grupo de las reacciones, incluide un patrén de tamaiio
molecular en cada gel.

5) Se corre el gel hasta que el azul de bromofenocl (color morado) ha migra-
do cerca de dos terceras partes del largo de la distancia en el gel. El
voltaje y el tiempo efectivos variardn dependiendoe del aparato de elec-
troforesis que se utilice (por lo general, son suficientes un lapso de 2 a 3
horas y unos 60 a 80 voltios). La amplificacién del gen ctxA de 564 pb
debe migrar cerca del azul de bromofenol. Se tifie el gel con bromuro de
etidio (1 gota de la solucién primaria en 500 ml de agua) durante 20
minutos, entonces se destifie en agua durante 10 a 20 minutos. [Nota: el
bromuro de etidio es mutagénico; siempre hay que usar guantes.] Se eolo-
ca el gel en el transiluminador UV y se toman fotografias para
documentacién.

Interpretacion de los resultados

La prueba de PCR genera un producto amplificado de 564 pb. Esta amplia-
cidn migrard exactamente por arriba de la banda de 0,5 kb y del patrén de
tamafio del DNA de 1 kh. Los iniciadores pueden verse como un frotis
tenue que migra exactamente por abajo del patrén de tamafio de 200 pb
(Figura VII-6). Los iniciadores, pero no la banda de ampliacién de 564 pb,
serdn visibles para las muestras negativas. Las bandas que no sean del ta-
marfio adecuado se considerarin negativas. Las bandas tenues que parezcan
tener el tamafio correcto se deben interpretar con precaucién. Cuando los
resultados son dudosos, se puede verificar que el DNA amplificade provie-
ne del gen ctrA recurriende a la digestioén con enzimas de restriccién o a la
hibridacidn con una sonda interna después de la prueba de transferencia de
Southern. Para las aplicaciones comunes, la prueba con enzimas de restrie-
cién es mds sencilla y méds rdpida que el sondeo con hibridacién.

Verificacion de la ampliacion de la PCR

1) Se retira el aceite mineral de la muestra colocando el volumen total de
la PCR sobre una cinta selladora Parafilm inclinada. El aceite mineral
se adhiere al Parafilm a medida que la gota acuosa reshala hacia abajo.
Se purifica el fragmento de DNA en una columna de separacién en tubo
de microcentrifuga G-50. Para preparar la columna, se centrifuga a
600 X g durante 5 minutos. Se agrega la muestra (10 a 50 pl} y se repite
la centrifugacién. El mismo volumen de DNA purificado que se agregé a
la columna pasard a través de la misma.
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ABOCDEFGHILI JKL

Figura VII-6. Gel de agarosa con resultados de una prueba PCR tipica de la toxina
del colera. Las bandas A, C, D, E, F, cepas de prueba positivas; las bandas B, J,
cepas de prueba negativas; bandas G, K, testigos positivos; bandas H, |, testigos
negativos; banda L, escalera de ADN de 1 kb.

2) Se transfieren 16 pl de la solucién de la PCR a un tubo de microcentri-
fuga; se agregan 2 ul de agua, 2 pl del amortiguador 1 de restriccién
(BRL) y 1 pl de Rsal o Alul (o ambos). Se incuba durante 2 horas a
37 °C.

3) Los fragmentos de restriccién se separan por electroforesis en gel de acri-
lamida. Los geles de acrilamida producen mejor resolucién de los frag-
mentos pequefios de DNA. Para un miniaparato de electroforesis, se
prepara un gel al 8% con 6,6 ml de acrilamida al 30% (29:1 acrilamida:
bisacrilamida en agua), 15,6 ml de agua, 2,56 ml de TBE 10x, 0,2 ml de
persulfato de amonio al 10% y 20 1 de TEMED. Se vierte el gel y se
deja polimerizar durante 1 hora antes de inocular las muestras (10 pl de
la PCR y 1 pl del amortiguador de carga 10x). Se deja que el azul de
bromofenol migre la mitad de la distancia antes de tefiir el DNA, como
se hace con el de agarosa. La restriccién de la ampliacién del gen cixA
de 564 pb con la endonucleasa Rsal genera tres fragmentos de 480, 70 y
14 pb; es factible que no se pueda ver el fragmento de 14 pb. La endo-
cucleasa de restriccién Alul produce dos fragmentos de 499 y 65 pb. La
combinacién de las dos enzimas genera cuatro fragmentos: 415, 70, 65 y
10 ph.

I. Sondas de DNA para los genes de la toxina del célera

En las improntas o “manchas” de colonias, las colonias aisladas que se
van a someter a prueba para la deteccién de genes de la toxina del célera
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se inoculan en una placa de agar no selectivo utilizando una cuadricula y se
incuban hasta que los in6culos o parches de crecimiento alcancen el tamafio
deseado. Las colonias, entonces, se transfieren a un filtro de nailon donde
se someten a una serie de pasos para lisar a las células y fijar al filtro el
DNA desnaturalizado o monocatenario. El filtro se hibrida eon una sonda
de DNA especifica que corresponde al gen ctx. Aunque se han sometido a
prueba DNA y los oligonucleétidos clonados, una amplificacién generada
mediante PCR que contiene bases marcadas con digoxigenina ha resultado
ser una opeién sensible, estable y segura.

1. Generacién de ampllaclones de PCR marcadas con digoxigenina

El procedimiento para generar sondas para PCR marcadas con digoxi-
genina es similar al que detecta genes cizA con la misma reaccién (seccién
H de este capftulo), excepto que ahora se utiliza una cepa bien caracteri-
zada de V. cholerae 01 toxigénica para producir el molde de DNA, asi
como una segunda amplificacién para incorporar la base mareada con
digoxigenina.

Equipo y suministros

Véase la Seccion VII-H (“Reaccién en cadena de la polimerasa para los
genes de la toxina del célera”)

Reactivos

e Véase la Seccién VII-H (“Reaccién en cadena de la polimerasa para los
genes de la toxina del célera™)

e Mezcla 10x de dNTP “-digoxigenina” (dATP 1 mM, dCTP 1 mM, dGTP
1 mM, dTTP 0,65 mM)

e Digoxigenina-11-dUTP (Boehringer Mannheim; la concentracitn es de
1 mM)

Procedimiento

1) Se genera el producto amplificado por PCR que se utilizard como molde
de DNA para la deteccién, siguiendo el procedimiento deserito en la sec-
ci6n VII-H usando una cepa productora de toxina del célera (ATCC
14035 u otra cepa productora de foxina del cdlera bien caracterizada)
como fuente para el molde de DNA. La incorporacién de dUTP marcado
con digoxigenina en una molécula de DNA es menos eficiente que la in-
corperacion de los dNTP estdndar; por lo tanto, en la PCR de marecacién
se utiliza la ampliacién de PCR como molde de DNA en lugar del DNA
gendémico total; esto se hace econ la finalidad de aumentar la cantidad de
DNA mareado (sonda) que se produce.

2) Se corren de 5 a 10 pl de la mezcla de la PCR en un gel de agarosa al
0,8% para confirmar la produccién de la ampliacién de DNA de tamafio
y concentracion adecuados. Se tifie y se fotografia para documentacién.
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3) Se hace una dilucién de la mezecla de PCR de tal forma que cerca de
50 ng de los fragmentos de PCR se utilicen como moldes en la PCR de
marcaci6én (por lo general, de 1 a 3 pl de una dilucién 1:10}.

4) Se prepara la PCR de marcacién en un tubo de microcentrifuga de 0,5
ml: de 1 2 3 pl del molde de DNA generado por PCR diluido, 1 pl de
cada iniciador (2 pl del volumen total), 10 pl del amortiguador de PCR
10x, 10 pl de la mezcla de “—digoxigenina” ANTP 10x, 7 ul de digoxi-
genina-11-dUTP (1 mM}, 0,5 .l de polimerasa Tag y de 67,5 a 69,5 pl de
agua destilada estéril. Se cubre la mezcla con 2 gotas de aceite mineral.

5) Se programa el termociclador para 40 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 90
segundos a 60 °C, 3 minutos a 72 °C, luego se incuba 10 minutos a
72 °C, y se mantiene a 4 °C. Se colocan los tubos en el termociclador y
se inicia el proceso.

6) Los dANTP no incorporadoes y los iniciadores se retiran por purificacién
del DNA en una columna de separacién en tubo de microcentrifuga
G-50.

7) Se corren de 2 a 3 pl de la mezcla de PCR en un gel de agarosa al
0,8%. Se tifie y se fotografia. La ampliacién marcada con digoxigenina
migrard mds lentamente (esto es, a un peso molecular mis alto) que la
ampliacién no marcada, debido a la presencia de digoxigenina en la
molécula.

2. Hibridaclén de colonlas para los genes de la toxina del cdlera

Equipo y suministros

¢ Filtros de nailon circulares de 8 cm de didmetro (Micron Separations,
Inc., Westboro, Massachusetts)

e Papel de cromatografia Whatman 3MM
¢ Horno de secado

e Apgitador de plataforma

e Bolsas de plastico sellables con calor

e Aparato de sellado mediante ealor

o Cajas de Petri

e Placas de caldo de Luria (LB en inglés) u otro medio de enriqueci-
miento (no utilizar placas de MacConkey debido a que causan mds tin-
cién de fondo en las manchas)

Reactivos

e Sonda marcada con digoxigenina (ampliacién preparada en la Seceién
L.1)

e NaOH 10 N
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Tris 1M, pH 8,0
NaCl5 M
SDS al 20%

SSC 20x: 175,3 g de NaCl, 88,2 g de citrato de sodio en 1 litro de agua,
pH 7,0

Solucién de prehibridacién: SSC 5x, reactivo de bloqueo al 1% (Boehrin-
ger Mannheim), N-laurilsarcosina al (,1%, SDS al 0,02% (se puede pre-
parar previamente en grandes cantidades, hacerse alicuotas y almacenar-
se a una temperatura de —20 °C) [Nota; La solucién de prehibridacién
se utiliza para prehibridaciones y para hibridaciones.]

Amortiguador A: Tris 100 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM
Amortiguador C: Tris 100 mM, pH 9,5, NaCl 100 mM, MgCl, 50 mM
Leche deseremada en polvo

Conjugado de fragmento Fab de antidigoxigenina/fosfatasa alcalina
(Boehringer Mannheim)

Azul de tetrazolio (NBT en inglés): 75 mg/ml en agua
5-bromo-4—cloro-3—indolilfosfato toluidino (BCIP): 175 pg/ml en agua

Preparacion de las improntas o manchas de colonias

D

2)

3)

Las colonias aisladas de cada cepa de prueba se transfieren a una placa
de caldo de Luria (LB en inglés) utilizando una cuadrfeula para organi-
zar las colonias. La placa se incuba durante varias horas o de un dia
para otro a 37 °C hasta que todas las colonias se observen claramente
en la placa.

Se marea un filtro de nailon circular de 8 cm (4rea total de 50 cm®) con
una flecha para orientar la posicién de las colonias y un niimero o la fe-
cha para identificar el filtro. Se coloca el filtro con la flecha en la porcién
superior (con el lado rotulado hacia abajo), sobre la placa de caldo de
Luria inoculada. Se retiran todas las burbujas de aire atrapado. Se in-
cuba la placa a 37 °C durante 30 minutos a 2 horas. [Nota: Se pueden
utilizar filtros de nitrocelulosa, pero se rompen con mayor facilidad que
los de nailon, Los filtros de vidrio, como los Whatman 541, no se pueden
usar en esta prueba debido a que la digoxigenina se adhiere de manera
no especifica a ellos.]

Se saturan dos hojas de papel de cromatografia de 3MM con NaQH

0,5 M en un recipiente de vidrio. Se levanta el filtro de nailon, se retira
de la placa y se coloca en el papel de 3MM, con el lado de las colonias
hacia arriba. Los parches o inéeculos visibles de cada colonia deben ad-
herirse al filtro. Se deja que las células se lisen durante 15 minutos,

4) Se saturan dos hojas de papel de cromatografia de 3MM con Tris 1,0 M,

pH 8,0, en un recipiente de vidrio. Se transfiere el filtro del papel satu-
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rado con NaQH al papel saturade con Tris, otra vez con las colonias ha-
cia arriba. Se permite que se efectie la neutralizacién durante 10 mi-
nutos.

5) Se saturan dos hojas de papel de eromatografia de 3MM con Tvris 0,7 M,
NaCl 1,5 M, pH 8,0, en un recipiente de vidrio. Se transfiere el filtro del
papel saturado con Tris 1,0 M al papel saturado con Tris/NaCl, con las
colonias hacia arriba. Se permite que se efectiie la neutralizacién duran-
te 10 minutos.

6) Se enjuaga el filtro brevemente en SSC 2x. Se aplica el filtro sobre pa-
pel de cromatogralia 3MM seco y se seca con aire a la temperatura am-
biente o a 87 °C. Se eoloca el filtro en un horno a 80 °C durante 30 minu-
tos a 2 horas. El filtro quedara4 listo para la hibridacién pero se puede
almacenar en un recipiente hermético a temperatura ambiente hasta
que se requiera.

Hibridacion de las improntas de colonias

1) Se coloca el filtro en una bolsa de pldstico sellable con calor, Se agregan
10 ml (0,2 ml/em®) de la solucién de prehibridacién, Se expulsan las bur-
bujas de aire oprimiendo la bolsa con una pipeta de arriba abajo. Tén-
gase cuidado de expulsar el liquido. Se selia la bolsa con un aparato de
sellado mediante calor. Se incuba el filtro en la bolsa a 65 °C durante 1
hora en bafio de Maria con agitacién.

2) Se prepara la sonda de 15 a 20 minutos antes del final del tiempo de
prehibridacién (véanse en la seccién I-1 las instrucciones para la prepara-
cion de la sonda). Se diluye la sonda en un volumen total de 100 pl en
un tubo de microcentrifuga; se utilizan de 1 a 5 pl de la sonda, depen-
diendo de la concentracién. [Nota: La concentracién éptima de la sonda
necesita determinarse de manera empirica probando varias concentra-
ciones en filtros replicados.] Se desnaturaliza la sonda incubsndola en
bafio de Maria hirviente por 10 minutos. Se enfria ripidamente la sonda
colocdndola en hielo durante algunos minutos. Se centrifuga la sonda en
una microcentrifuga algunos segundos y se mantiene en hielo hasta que
se necesite.

3) Se retira el filtro del bafioc de Marfa. Se corta una esquina de la bolsa y
se elimina de ella toda la solucién de prehibridacién. Se agregan 2,5 ml
(0,05 ml/em®) de la solucién de prehibridacién y la sonda a la bolsa. Se
eliminan las burbujas de aire y se sella la bolsa de tal manera que se
adapte a la forma dei filtro hasta donde sea posible, para asi lograr el
contacto méximo entre el filtro y la sonda.

4) Se hibrida el filtro a 65 °C de 18 a 24 horas en bafio de Maria con
agitacién.

5) Se preparan cerca de 500 ml de solucién de lavado (SSC 1x, SDS al
0,1%), y se precalientan a 65 °C. Se retira el filtro de la bolsa de pldstico
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v se coloca en un recipiente de vidrio. Se agregan 100 ml de solucién de
lavado al recipiente de vidrio y se enjuaga brevemente el filtro. Se de-
canta la solucién de lavado ya utilizada.

6) Se agregan 200 ml de solucién de lavado al recipiente de vidrio y se colo-
ca el filtro en el bafio de Maria con agitacién a 65 °C durante 15 minu-
tos. Se retira la solucién de lavado. Se agrega la solucién de lavado res-
tante y se incuba otra vez a 65 °C durante 15 minutos. El filtro se seca
al aire y se conserva para el revelado posterior o se procede directa-
mente a revelarlo.

Deteccion de sondas marcadas con digoxigenina

1) Se enjuaga el filtro con 40 ml de amortignador A en una caja de Petri
sobre un agitador de plataforma durante 1 minuto.

2) Se retira el filtro del amortiguador A, dejando que el exceso de solucién
escurra durante algunos segundos. Se coloca el filtro en otra caja de Pe-
tri que contenga 40 ml del amortiguador A con 5% de leche descremada
en polvo (solucién de bloqueo). Se incuba con agitacidn suave durante
una hora.

3) Se decanta la solucién de bloqueo y en su lugar se agrega conjugado de
antidigoxigenina/fosfatasa alcalina en dilucién de 1:5.000 en 10 ml de
amortiguador A que contenga 5% de leche descremada en polvo. Se in-
cuba durante 30 minutos con agitacidn suave.

4) Se transfiere el filtro a una caja de Petri que contenga 40 ml de amor-
tiguador A. Se incuba durante 15 minutos con agitacién suave. Se repite
una vez el paso de lavado.

5) Se enjuaga el filtro en una eaja de Petri que contenga 40 ml de amortigua-
dor C en una bandeja de agitacién durante 2 minutos.

6) Se retira el filtro del amortiguador C, dejando que el exceso de solucién
escurra durante algunos segundos. Se coloca el filtro en una caja de Pe-
tri que contenga 10 ml de amortiguador C con 45 pl de NBT (75 mg/ml)
y 35 ul de BCIP (175 pg/ml). Se cierra la caja con cinta selladora Para-
film, se coloca en un lugar oscuro y se revisa periédicamente. Los resul-
tados se pueden observar en algunas horas, pero puede requerirse la
exposici6n de un dia para otro para el revelado completo.

Interpretacion de los resultados

Los aislamientos positivos para ctxA aparecerdn como manchas o
parches de un color entre morado oscuro y café sobre los filtros de nailon
(Figura VII-7). Los aislamientos y los testigos negativos pueden aparecer
como parches débilmente tefiidos.
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Figura VII-7. Resultados de la hibridacién con una sonda marcada con digoxigenina
para cixA; el color morado oscuro indica una reaccién positiva.
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