
VII. Detecci6n de 18 toxina del c6lera 

A. Modo de accl6n de la toxlna del c61era 
La producci6n de la toxina del c6lera es una propiedad esencial de viru

lencia de las cepas epidemicas de Vibrio cholerae 01. Cada moIecula de 
toxina del c61era esta compuesta de cinco subunidades B (de enlace) y una 
subunidad A (activa). Las subunidades B se unen a los receptores del gan
gli6sido GMt en las celulas epiteliales de la mucosa intestinal. Despues de la 
uni6n, se separan la subunidad A y el componente A2, 10 cual facilita la en
trada del componente Al en la celula. EI componente Al estimula la produc
ci6n de la enzima adenilciclasa, la cual rige la producci6n del monofosfato 
de adenosina ciclico (AMPc). Las altas concentraciones intracelulares de 
AMPc dan como resultado una alteraci6n del transporte activo de los elec
tr6litos a traves de la membrana celular, 10 cual impide la absorci6n de Ji
quido y conduce a su secreci6n en el intestino delgado. Cuando el volumen 
de lfquido que entra en el colon proveniente del intestino delgado es mayor 
que la capacidad de reabsorci6n de aquel, se presenta la diarrea. Desde el 
punto de vista antigenico y en su mecanismo de acci6n, la toxina del c6lera 
es muy similar a la enterotoxina termolabil de Escherichia coli; por 10 
tanto, la mayor parte de las pruebas para la detecci6n de la toxina del c6le
ra tambien se aplican a la enterotoxina termolabil y viceversa. 

B. 	 Indlcaclones para la prueba de produccl6n de la toxlna del 
c61era 
En un laboratorio de diagn6stico, el valor de la prueba de la toxina del 

c61era varia segUn las caracterfsticas epidemiol6gicas del c6lera en un pais 
o comunidad determinados. En el curso de un brote de c6lera, el aisla
miento de V. cholerae que posea el antigeno 01 obtenido de pacientes sin
tomaticos se correlaciona bien con la producci6n de toxina y la virulencia, y 
no hay necesidad de someter a prueba, de manera sistematica, los aisla
mientos en busca de toxina del c6lera. Esto tambien es valida para la 
mayor parte de los sitios que presentan c61era endemico y una frecuencia 
considerablemente alta de la enfermedad. Sin embargo, en circunstancias 
de endemicidad con incidencia baja del c6lera, 0 al principio de un brote, la 
mayor parte de las cepas de V. cholerae 01 aisladas de heces diarreicas de
ben someterse a prueba para la detecci6n de la toxina. (Vease en el Capi
tulo II, "La funci6n dellaboratorio de salud publica", la explicaci6n de 
cuando es necesario someter a prueba los aislamientos para la producci6n 
de la toxina del c6Iera.) Debido a que las cepas de V. cholerae 01 no toxi
genico 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 01 obtenidos de alimentos 0 del ambiente se someteran a 
prueba para determinar la producci6n de toxina del c6lera despues de con
firmar la identificaci6n. 

Antes de realizar la prueba de la toxina, se ratifica la identidad de los 
aislamientos de V. cholerae ·01. Ciertas cepas de V. cholerae distinto de 01 

73 




DetecciOn de la toxina del c6lera 

pueden producir toxina de c61era u otras toxinas, como la enterotoxina ter
moestable 0 toxina similar a la de Shigella (toxina Shiga), pero dichas ce
pas son muy raras y nO se asocian con enfermedad epidemica. Asl pues, 
desde el punto de vista de la salud publica no es provechoso someter a 
prueba los aislamientos esporadicos de V. cholerae distinto de 01 para de
tectar la toxina del c61era u otras toxinas. 

Aunque las necesidades clfnicas y de salud publica exigen como minimo 
algunas valoraciones de la toxina del c61era, por 10 general esas necesida
des se satisfacen eficiente y econ6micamente a nivel dellaboratorio de re
ferencia. Los laboratorios seleccionaran el metoda mas adecuado para sus 
necesidades y competencia. 

C. 	 Resumen hlst6rlco de los metodos de valoracl6n de la toxlna 
del colera 
Hay varios metodos para valorar la toxina del c61era, incluidas pruebas 

de su actividad, de sus antlgenos y de los genes que la codifican. La selec
ci6n de una prueba especffica dependera de la capacitaci6n, la experiencia y 
los recursos dellaboratorio. EI Cuadro VU-l resume las caracterfsticas im
portantes de algunas de las pruebas mas comunes que se utilizan para la 
detecci6n de la toxina del c6lera. 

1. 	 Blovaloraclones 

Metooos que utilizan animales 

En los ailos cincuenta, los investigadores descubrieron que la inyecci6n 
de preparaciones de enterotoxina en segmentos ligados de intestino (asas 
ileales) de conejos (y mas tarde, de otros animales, incluidos cerdos, perros 
y terneras) causaba acumulaci6n de liquido. Este descubrimiento dio por 
resultado la primera valoraci6n de la enterotoxina del c61era, en el asa ileal 
de conejo adulto, que fue la mas utilizada para estos fines hasta los ailos 
sesenta. Este modelo se ha utilizado mucho para estudiar los mecanismos 
de acci6n de la toxina del c61era, la enterotoxina termolabil de E. coli y 
otras enterotoxinas. Despues de la exteriorizaci6n 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 lfquido acumulado en virtud de la estimulaci6n de 
la toxina. Los resultados se expresan como el volumen de liquido poria 
longitud del asa intestinal. Esta prueba no solo causa excesivo dolor a los 
animales sino que consume mucho tiempo, es inc6moda y diftcil de estan
darizar. La prueba es relativamente cara por el nUmero 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
caci6n de sobrenadantes a los animales se debe hacer por duplicado, y la 
orientaci6n de los sobrenadantes se debe invertir de un animal al siguiente. 
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DeteccWn de la toxina del c6lera 

El modelo de infecci6n 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 microorganismo mediante in
tubaci6n 0 por inyecci6n directa intragastrica 0 intraluminal (en el intestino 
delgado). Se mantiene a los animales bajo observaci6n para detectar dia
rrea acuosa y muerte por deshidrataci6n. Otra opci6n consiste en matarlos 
despues de un perfodo de incubaci6n de 7 horas; se extirpan los intestinos 
y se cuantifica el volumen de lfqnido por centfmetro de intestino. El me
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, 0 valoraci6n del factor de penneabilidad 
vascular, se ha utilizado para detectar la actividad de \a toxina del c6lera 0 

de la toxina tennolabil de E. coli. La especificidad de dicha prueba esta de
terminada por la neutralizaci6n de la actividad mediante una cantidad es
tandarizada de antisueros contra la toxina del c6lera. En la espalda afei
tada de un conejo adulto joven se inyectan por via intradermica un 
sobrenadante acelular de un cultivo de V. cholerae 0 E. coli y diluciones de 
antisueros. Se pueden someter a prueba cerca de 30 a 40 sobrenadantes 
por conejo. Dieciocho horas mas tarde se apJica una inyeccion intravenosa 
del colorante azul de Evans. El aumento de la permeabilidad capilar me
diado por la actividad de la toxina del c6lera conduce a la difusi6n del co
lorante en la piel (reacci6n de azulete), con induraci6n loca\izada en los si
tios de inyecci6n. La zona de "azulete" se mide con relaci6n a un testigo 
negativo. Este procedimiento permite el analisis de 30 a 40 cultivos por co
nejo; por 10 tanto, es mas econ6mico en Mrminos de mlmero de animales 
requeridos que otros modelos animales como el del conejo lactante y las 
pruebas de asa ileal. 

Metodos de cultivo de tejidos 

Los metodos de cultivo de tejido son muy sensibles y de facil reproduc
ci6n; se han utilizado mucho para el estudio de la producci6n de toxina. La 
acci6n de la toxina sobre un cultivo celular ha permitido la investigaci6n 
con exito de las bases moleculares de la patogenicidad. Ademas, estos me
todos se pueden uti\izar para detectar anticuerpos neutralizantes contra la 
toxina del c6lera. Sin embargo, los metodos del cultivo de tejidos reqnieren 
tecnicos capacitados, y reactivos y equipo especiales. Estas Mcnicas son las 
mas adecuadas para utilizarse en los laboratorios que cuentan con recursos 
para el cultivo de tejidos. 

Los cultivos de celulas suprarrenales Y-1 de rat6n (Y-1) y de ovario de 
hamster chino han sido las pruebas modelo para la detecci6n de la toxina 
del c6lera y de la toxina termolabil, aunque tambien son sensibles otras If
neas celulares como las celulas Vero de riii6n de mono. Si la toxina del c6le
ra 0 la termolabil (E. colt) estan presentes en los sobrenadantes de los cul
tivos bacterianos agregados a las celulas, estimularan la producci6n de 
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adenilciclasa, la cual eleva la concentraci6n intracelular de AMPc. Las can
tidades aumentadas de este compuesto dan por resultado una respuesta es
tructural que se puede observar al microscopio (las c~lulas de ovano de 
hamster chino se alargan y las c~lulas Y-1 se redondean). Las reacciones 
positivas pueden confirmarse mediante neutralizaci6n de los efectos t6xicos 
en el cultivo celular con antisuero contra toxina del c61era (0 toxina termola
bi! de E. colt) 0 con gangli6sido GM1, el cual es el receptor para ambas toxi
nas en la membrana de la celula huesped, y se une a cualquiera de estas 
toxinas. Para la prueba de la toxina, se coloca una suspensi6n de celulas 
Y-1 en placas de microtitulaci6n (microplacas) de 96 pozos. Por 10 general, 
una botella de 75 ern' de celulas Y-1 es suficiente para sembrar hasta 25 
microplacas. Cada microplaca pl1ede utilizarse para someter a prueba hasta 
60 sobrenadantes (30 sobrenadantes si se realiza por duplicado), cuando no 
se uti!izan los pozos perifencos de la placa. 

2. Inmunovaloracl6n 

ELISA 

La toxina del c61era es inmunogeuica para los seres humanos y los ani
males de laboratono. Por ello, se han elaborado muchas tecnicas inmunol6
gicas para detectar esta toxina. EI descubrimiento de que el gangli6sido 
GM1 es el receptor natural para la toxina del c61era y la toxina termoJabi!, y 
su subsecuente purificaci6n, condujo a la obtenci6n de una prueba de inmu
noabsorci6n enzimatica con captura de gangli6sido (GM1-ELlSA) para la de
tecci6n de estas toxinas. Para realizar la prueba GM,-ELlSA, se agregan 
los sobrenadantes del cultivo a los pozos de la microplaca revestidos con 
gangli6sido GM1. La toxina unida a los receptores ~I se detecta a continua
ci6n agregando antisuero contra la toxina del c61era, seguida por anti
cuerpo antiglobulina conjugado con enzima. En lugar de uti\izar GM1 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 eada microplaca (por 10 
general, no se utilizan los pozos del margen externo). 

Coaglutinacl6n 

Debido a que muchas cepas de StaphylococC'/./'s aureus tienen una cu
bierta de proteina A que puede combinarse directamente con la IgG, se 
han preparado reactivos serol6gicos para reacciones de aglutinaci6n en los 
cuales un anticuerpo IgG especffico se adsorbe en la superficie de las celu
las estafiloc6cicas. Es factible preparar el reactivo a un costo relativamente 
bajo, pero se requiere un anticuerpo especffico contra la toxina del c61era 
(0 contra la toxina termohibil de E. coli). La coaglutinaci6n de la entero
toxina termolabil de E. coli se realiza de manera rapida y sencilla, y requie
re poco equipo especializado y eapacitaci6n del personal de laboratono; sin 
embargo, esta prueba nunea se ha usado para detectar toxina del c61era a 
partir de sobrenadantes de cultivo de V. clwlerae 01. 
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AglutinaciOn de ltitex 

En la prueba de aglutinaci6n de latex se utilizan anticuerpos especificos 
contra la toxina del c61era 0 la termolabi! de E. coli unidos a particulas de 
latex. La tecnica de aglutinaci6n de latex requiere antisuero de alta calidad 
o anticuerpos purificados, una preparaci6n adecuada de latex y material de 
laboratorio de faci! adquisici6n. Se expende en el comercio un estuche de 
esta prueba que se describe mas adelante en este capitulo. 

3. Anallsls basados en el DNA 

Sondo.s de DNA 

Las pruebas moleculares que identifican a los microorganismos pat6ge
nos con base en las secuencias especfficas de DNA tienen muchas aplica
ciones en la microbiologfa diagn6stica y de salud publica. Las secuencias 
especificas de DNA en el gen 0 los genes que codifican la toxina del c61era 
se han usado como sondas para detectar secuencias de DNA homologas en 
aislamientos de V. cholerae toxigenico. En la practica, se pueden utilizar 
un'! variedad de moleculas de DNA como sondas, incluidos el DNA clona
do, fragmentos de restricci6n del DNA clonado, ampliaciones de DNA ge
neradas en una reacci6n en cadena de la polimerasa y oligonucle6tidos. Pri
mero se marca la sonda con una molecula de faci! deteccion, como es un 
radiois6topo, una enzima 0 un ligando, y entonces se hibrida al DNA del 
microorganismo de prueba. La sonda solo hibrida aquellos fragmentos de 
DNA de microorganismos que contengan secuencias hom610gas. La sonda 
no hibridada se desecha, y la sonda hibridada remanente se detecta por 
medio de una prueba especifica que la pone en evidencia. 

ReacciOn en cadena de la polimerasa 

La reacci6n en cadena de la polimerasa (peR en ingles) es otro metodo 
para efectuar pruebas diagn6sticas moleculares que se basan en las secuen
cias especfficas de DNA. En la peR se uti1iza la enzima DNA polimerasa 
para sintetizar 0 amplificar copias multiples de una secuencia especffica de 
DNA (ampliacion), la cual puede entonces detectarse en un gel de agarosa 
o con sondas de DNA. La ampliaci6n de DNA se define por la loca1izaci6n 
de dos oligonucle6tidos cortos y especfficos de DNA que seiialan la secuen
cia de interes y son utilizados como iniciadores por la DNA polimerasa. AI 
igual que las sondas de DNA, el blanco de la peR es un gen de virulencia, 
o una secuencia de DNA exclusivo de un microorganismo pat6geno. La 
toxigenicidad de un aislamiento de V. cholerae se puede someter a prueba 
mediante la peR y los iniciadores que, de manera especffica, amplifican so
lamente los genes de la toxina del c6lera. La peR tiene la ventaja de ser 
una Mcnica muy rapida que no requiere cultivos puros ni microorganismos 
viables. AIgunas pruebas de peR pueden amplificar los segmentos de 
DNA directamente de las muestras fecaies, alimentarias 0 ambientales; asi, 
se puede determinar la presencia de un microorganismo en una muestra 

78 




Detecci6n de la toxina del c6lera 

sin cultivarlo. Asimismo, la PCR tiene aplicaciones en otras teenicas mole
culares; se puede utilizar para producir rapidamente sondas de DNA mar
cadas para un analisis del polimorftsmo de la longitud de los fragmentos de 
restricci6n (RFLP en ingJes) e improntas de colonias ("colony blots"). 

La sensibilidad y especificidad de las valoraciones basad as en el DNA 
ofrecen una ventaja sobre los metodos ordinarios. EI uso de sondas de 
DNA 0 PCR evita las dificultades que se presentan con las cepas de V. 
cholerae que no expresan la toxina del c61era a concentraciones detectables 
pero poseen genes cro;. EI uso de marcadores de DNA no radioactivos, 
como biotina y digoxigenina, ha eliminado los problemas tecnicos asociados 
con los radiois6topos. Mientras que el uso de las pruebas diagn6sticas basa
das en el DNA requieren un adiestramiento especffico en los metodos mo
leculares y los reactivos son costosos, las ventajas de sencillez, sensibilidad, 
seguridad y estabilidad han convertido a las tecnicas basadas en el DNA 
en elementos invaluables para los laboratorios de investigaci6n. 

D. 	 Produccl6n de la toxlna del calera para las pruebas de 
laboratorlo 
Las condiciones 6ptimas de crecimiento para V. cholerae no siempre se 

corresponden con la mejor producci6n de la toxina in vitro. Por esta raz6n 
se han elaborado medios especia!izados para la producci6n de toxina del 
c6lera. Las condiciones ideales para su producci6n varian de acuerdo con el 
medio que se utilice. En general, se ha encontrado que es mejor una tem
peratura de incubaci6n de 30 ·C que una de 37 ·C para la producci6n de 
toxina con V. ch()lera'3 de cualquier biotipo. Con las cepas EI Tor, utilizando 
el medio de Craig, la mejor combinaci6n de tiempo y temperatura es 30 ·C 
durante 48 horas sin aeraci6n. Para las cepas del biotipo elasico, una tem
peratura de 30 ·C con agitaci6n vigorosa durante 48 horas permite la me
jor producci6n de la toxina. Si se utilizan temperaturas de incubaci6n de 
37 ·C se recomienda el medio AKI. Aunque este medio permite la produc
ci6n de toxina del colera a 37 ·C, tiene el inconveniente de una vida corta 
de aimacenamiento, 10 que exige su preparaci6n semanal. V. cholerae EI 
Tor cultivado en medio AKI debe incubarse a 37 ·C durante 20 horas sin 
agitaci6n. EI medio AKI no se ha evaluado con respecto a la producci6n de 
toxina por las cepas del biotipo elasico. 

v. cholerae Iibera activamente su toxina hacia el medio de cultivo, a di
ferencia de la toxina termolabil de E. coli, la cua!, por 10 general, se en
cuentra en el espacio periplasmico. Los agentes antimicrobianos, como la 
polimixina Bola lincomicina, que favorecen la acumulaci6n de toxina ter
molabil de E. coli en los medios de cultivo, no tienen efecto en la Iiberaci6n 
de la toxina del c6lera. Por 10 tanto, no es necesario utilizar antimicrobia
nos en los medios donde se va a determinar la producci6n de dicha toxina. 

La mayor parte de las pruebas de la toxina del c6lera, inmunol6gicas y 
de biovaloraci6n, buscan la toxina en los sobrenadantes de los cultivos. La 
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valoraci6n de la actividad de la toxina requiere toxina del c61era integra, 
en tanto que algunas pruebas antigenicas solamente detectan la subunidad 
B y no requieren la moJecuia completa. Las condiciones del cultivo para la 
producci6n de toxina se enuncian en una !ista mas adelante, y se recomien
dan para la expresi6n 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. 

Produccian de la toxina del calera 

1) 	Los cultivos que se van a someter a prueba se siembran mediante es
triaci6n en un medio de plano inclinado no selectivo (como agar de 
infusi6n de coraz6n) y se incuban de 18 a 24 horas a una temperatura de 
35 "C a 37 "C. Se inc\uyen 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 a! cabo de solo 24 horas de incubaci6n, pero 
48 horas es el tiempo 6ptimo para la producci6n de toxina.] 

3) 	Se eentrifugan los tubos para sedimentar las celulas bacterianas, y se 
retira el sobrenadante con una pipeta Pasteur. EI sobrenadante se alma
cena a 4 "C hasta que se vaya a utilizar. Si el sobrenadante ha de alma
cenarse por mas de 7 dias, se congela a -70 "C. 

E. 	 Ensayo Y-1 para la toxlna del c61era 
La clona Y-l de celulas de tumor suprarrenal de rat6n es sensible a ba

jas concentraciones, incluso de 10 picogramos por mi!ilitro, de toxina del 
c6lera. Sin embargo, Vilmo y otros generos bacterianos pueden sintetizar 
productos extracelulares termohibiles que causan redondeamiento no 
especffico de dichas celulas, el cua! se puede malinterpretar como si fuera 
causado por la toxina del c6lera. Es preferible neutralizar las reacciones 
positivas 0 dudosas con antisueros especfficos para la toxina 0 con otras 
sustancias especfficas de enlace como el gang!i6sido GM1, el receptor natural 
de la toxina en la membrana celular. 

Material 

• 	 Incubadora de CO2 programada a una temperatura de 37 "C con 5,0% 
de CO2 

• 	 Campana de flujo laminar 

• 	 Microscopio invertido de contraste de fases 

• 	 Tubos de centrlfuga c6nicos esteriles 

• 	 Centrlfuga 
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• 	 Botellas esteriles de cultivo de tejido (75 em' de area de crecimiento) 

• 	 Microplacas de 96 pozos de fondo plano, esterlles, para cultivo de 
tejidos 

• 	 Mezcla nutritiva F-10 de Ham (GIBCO Laboratories, Grand Island, 
Nueva York) con 15% de suero de caballo, 2,5% de suero fetal de ter
nera y gentamicina (10 ",gim!) 

• 	 tripsina al 0,2% 

Procedimientos semanales para prueba y mantenimiento del cultivo 
de tejidos 

Las celulas suprarrenales Y-1 se mantienen en un cultivo de monocapa 
en mezcla nutritiva F -10 de Ham. Comllnmente las botellas de cultivo de 
tejido con un area de crecimiento de 75 em' se lIenan con 25 ml de medio y 
se incuban a 37 DC en una atm6sfera humidificada y con 5% de CO,. Todas 
las manipulaciones celulares se realizan bajo una campana de flujo laminar, 
y las celulas se examinan empleando un microscopio invertido de contraste 
de fase. 

Dia 1 

1) 	Se desecha el medio F -10 de la monocapa confluente (por 10 general, se 
requiere una semana de crecimiento). Se lava la monocapa de celulas 
con 5 mI de soluci6n salina con amortiguador de fosfato (PBS en ingles) 
est"ril y se desecha el liqnido. 

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

3) 	Se agregan 5 mI de medio F-10 para neutralizar la tripsina. (EI medio 
F -10 de Ham se almaeena a una temperatura de 4 DC Y despues se lIeva 
a un banD de Marfa a 37 DC antes de que todo el medio eambie y se 
presente proliferaei6n eelular.) Si permaneee alguna monocapa, se des
prende de la superficie de la botella con espatula de goma esteril. 

4) 	Las celulas suspendidas se transfieren (aproximadamente 6,5 mI) a un 
tubo de centrlfuga c6nieo esteril y se centrifuga de 500 a 1.000 x g duran
te 5 minutos. 

5) 	EI sobrenadante se aspira dejando un sedimento de celulas suprarrena
les Y-1 en el tubo de centrlfuga. Las celulas se resuspend en con una pi
peta Pasteur en 5 ml de medio F-10 recien preparado. 

6) 	 Utilizando una pipeta Pasteur, se depositan 6 gotas de la suspensi6n celu
lar en cada botella, a la cual se han agregado 25 ml de medio F-10 re
cien preparado. Como regia general, se siembran boteUas por duplicado. 

7) 	Para \a prueba de la toxina, la cual se practica en una microplaca de 
fondo plano, de 96 pozos, hagase una diluci6n de 1:50 a 1:100 de la sus
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pensi6n celular. Se deposita la suspensi6n, aproximadamente 0,15 ml por 
pozo, de modo 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
ci6n y evaporaci6n. 

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

Dia2 

Se revisan las botellas y los pozos al microscopio para observar la proli
feraci6n celular. 

Dia 3 (Ultimas horas de la tarde) 

Utilizando una pipeta Pasteur, a cada pozo de la microplaca que con
tenga una monocapa de celulas suprarrenales Y-l se Ie agregan 2 gotas 
(50 fLI) de los sobrenadantes de la toxina (incluidos los testigos positivos y 
negativos). (Vease la Secci6n D para conocer los metodos de cultivo de V. 
cholerae para la producci6n de su toxina.) Se sugiere asegurarse de que las 
micro pia cas y las hojas de registro esten codificadas antes de efectuar la 
transferencia. Las microplacas se vuelven a apilar y se incuban en una at
m6sfera de CO, a 37°C de un dla para otro. 

Dia " (en la manana) 
Se leen los resultados de las pruebas. Los pozos se examinan con au

mentos de l00x 0 200x, utilizando un microscopio invertido de contraste de 
fases. Los pozos de prueba se comparan con los de testigo positivo. Las 
toxinas del c61era y termoM.bil provocan que las celulas suprarrenales Y-l 
se redondeen (Figura VII-I). Para los analisis de toxina del c61era 0 toxina 
termolabil, un pozo positivo contiene mas de 10% de celulas Y-l redondea
das. Ocasionalmente, la actividad citot6xica en el sobrenadante dara por re
sultado muerte, lisis 0 desprendimiento de las celulas, 10 cual puede enmas
carar el efecto de redondeamiento que produce la toxina del c6lera. Si esto 
ocurre, la diluci6n del sobrenadante (para intentar diluir la citotoxina) 
puede permitir que se visualicen las celulas redondeadas. 

Metoda para la neutralizaciOn de la enterotoxina del colera 

Vease la Secci6n D de este capitulo para conocer los metodos de cultivo 
de V. cholerae para la producci6n de toxina del c6lera. 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 usara una preparaci6n pura de toxina del 
c61era como testigo positivo. En esta prueba se utiliza un antisuero contra 
la toxina del c61era de titulo alto (en los CDC el antisuero contra la toxina 
del c61era utilizado para la GM1-ELISA tambien se utiliza para la neutrali
zaci6n de las celulas Y-l). EI antisuero se diluye en PBS/G. 
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Figura VII-I. La fotografia de la izquierda muestra el redondeo tipico de las celulas 
Y-I suprarrenales de rat6n causado por la presencia de la toxina del c6lera. Se 
muestran celulas Y-I normales en las fotografia de la derecha. 

Se preparan diluciones al doble del antisuero contra la toxma del c61era 
en PBs/G, comenzando con una de 1:10 y terminando con una de 1:10.240. 
Se mezcian volumenes iguales de diluciones del antisuero por duplicado y 
se mezcian con sobrenadante sin diluir y diluido al 1:4. Se repite el proeedi
miento para el resto de los sobrenadantes y la toxina del e61era purificada. 
EI sobrenadante se incuba con mezcias de antisuero en baiio de Marfa a 
una temperatura de 37 ·C. Despm\s de una hora se transfieren 50 f.LI de 
cada sobrenadante con la mezcia del antisuero a la monocapa de celulas Y-l 
que se encuentra en la microplaca. Se agrega sobrenadante no neutralizado 
a un pozo por cada cultivo sujeto a pm eba, con objeto de utilizarlo como 
testigo. Se incuban las celulas de 18 a 24 horas y se leen para determinar 
la diluci6n mas alta de suero contra la toxina del e61era que neutraliza el 
efecto de redondeamiento de las eelulas que provoea esta. 

F. Ensayo GM,-EUSA para la toxlna del c61era 
EI ensayo G",-ELISA constituye una inmunovaloraci6n muy sensible 

para la deteeei6n de la toxina del e6lera. Esta prueba utiliza una inmunoglo
bulina mareada con una enzima, la eual se euantifiea midiendo su actividad 
en un sustrato especffieo. Los pozos de microtitulaci6n se revisten con gan
gli6sido GMh el receptor natural para la toxina del c61era (Figura VII-2). 
De manera alternativa, los pozos de microtitulaci6n se pueden revestir con 
anticuerpos contra toxma del c6lera; pero, si se hace esto, dichos anticuer
pos se deben preparar en una especie animal diferente a la del otro anti
cuerpo contra la toxma del c61era utilizado en la prueba. Los sobrenadan
tes del cultivo se agregan entonces a los pozos revestidos. Las moleculas 
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Figura VII-2. Diagrama del ensayo GM,-EUSA para Ia detecci6n de la toxina del o6le
ra (TC). 

de toxina del c6lera en el sobrenadante se unen al GM1 en el pozo y reac
cionan con el anticuerpo contra la toxina del c6lera que se adiciona poste
riormente. El anticuerpo contra la inmunoglobulina de la especie animal es
pecffica conjugado con una enzima (fosfatasa alcalina 0 peroxidasa del 
rabano) se agrega al pozo, donde reacciona con el anticuerpo contra la to
xina del c6lera. Por ultimo, se agrega e\ 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 c6lera, toxina termolabil de E. coli u otras moMcu
las inmunol6gicamente afines. Estas reacciones se pueden leer con el espec
trofot6metro 0 visualmente. En el Cuadro VII -2 se presenta un resumen 
del metoda ELISA. Todos los materiales y reactivos del ensayo 
~l-ELISA para la toxina del c6lera, incluido el antisuero contra esta, se 
pueden adquirir en el comercio. 

Equipo 

• 	 Microplacas de polivinilo 0 poliestireno, de fondo plano 0 fondo 
redondeado (en u) 

• 	 Micropipetas y pipetas mUltiples (automaticas) 

• 	 Lector de placa de ELISA (opcional) 

React/vos 

(Veanse en el Capitulo XI, ''Preparaci6n de medios de cultivo y reacti
vos", las instrucciones para preparar los siguientes reactivos.) 
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Deteccilm de la toxina del c6lera 

• 	 Gangli6sido G,u (Sigma Chemical Co., St. Louis, Misuri) 
• 	 PBS con 0,05% de 1\veen 20 0 sin el y albtimina serica de bovino 
• 	 Anticuerpos de cabra contra toxina del c61era CTb (Calbiochem Corp., 

La Jolla, California) [Nota: como una alternativa a los anticuerpos con
tra la toxina del c61era preparados en cabra, se pueden utiIizar anti
cuerpos producidos en otra especie animal 0 anti cuerpos monoclonales.] 

• 	 Globulina anticabra (0 contra cualquier especie utilizada para producir 
el anticuerpo contra la toxina del c6lera) marcada con fosfatasa alcalina 
(Kirkegaard and Perry Laboratories, Inc., Gaithersburg, Maryland) 0 
con peroxidasa del rabano. 

• 	 p-uitrofenil fosfato (Sigma Chemical Co.) disuelto en amortiguador de 
dietanolamina [Nota: hay varios sustratos para la peroxidasa del ra
bano, cada uno con sus requisitos especfficos de preparaci6n.] 
La diluci6n 6ptima de la preparaci6n de cada reactivo especifico se de
terminara por titulaci6n. En esta secci6n se describe un procedimiento 
de titulaci6n de la muestra. 

Testigos 

En cada microplaca se deben incluir por 10 menos dos testigos positivos 
de V. cholerae conocidos y dos testigos de sobrenadante negativo conocidos. 

Realizacion de la prueba 

1) 	Se agregan 100 ILl de GM1 diluido adecuadamente en PBS a los 60 pozos 
internos de la microplaca. Los pozos vacios que se encuentran en la peme
ria de la placa se llenan con PBSfl\veen. Se cubre la placa con un sella
dor de placa 0 se coloca la placa en una camara humeda y se deja a tem
peratura ambiente de 18 a 24 horas 0 a una temperatura de 35 'C a 
37 'C durante 4 horas. 

2) 	Se lava la placa tres veces con PBSfl\veen de la manera siguiente: se 
invierte la placa sobre una toalla absorhente y se vacia el contenido con 
cuidado. Con una piceta u otro instrumento adecuado, cada pozo se Ilena 
con PBSfl\veen (aproximadamente 200 ILl). Se deja la placa durante 
3 minutos. Se elimina el PBSfl\veen y se repite la operaci6n dos veces. 
AI 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 periodo 
de 4 a 6 semanas. 

3) 	Se bloquean los sitios de uni6n restantes llenando cada pozo con 150 ILl 
de albtimina serica de bovino (BSA en ingles) 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 PBSfl\veen como se describi6 
en el paso 2. 

4) 	Con una micropipeta, se agregan por duplicado 100 ILl de cada sobrena
dante a pozos de la placa. Se deja vacia una sola hilera de pozos en el 
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margen externo de la placa. Esto pennitira 30 pruebas por placa. Se 
Henan los pozos vaclos del perlmetro de la placa con PBStrween. La 
placa se coloca en una camara hUmeda 0 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 describe en el paso 2. 

5) 	Se agregan 150 fl.1 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 fl.1 del suero de cabra anti-CT. (diluido en PBS con BSA 
al 0,1%) en cada uno de los pozos de prucha. La placa se coloca en una 
camara hUmeda 0 se sella e incuba a un temperatura de 35 "C a 37 "C 
durante una hora. Se lava la placa tres veces. 

7) 	A cada pozo de prueba se agregan 100 fl.1 de globulina anticabra prepara
da en conejo y marcada con fosfatasa alcalioa, diluida adecuadamente en 
PBS que contenga 0,1% de BSA. Se coloca la placa en una camara hU
meda 0 se sella e incuba a una temperatura de 35 "C a 37 "C durante 
una hora. Se lava la placa tres veces. 

8) 	Se agregan 100 fl.1 de la soluci6n 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 0 hasta que la 
aparici6n de color en los pozos del testigo positivo alcance una intensi
dad adecuada, pero sin que transcurra tanto tiempo que aparezca color 
excesivo en los pozos del testigo negativo (aproximadamente 10 a 20 
minutos, pero no mas de 30 minutos). 

9) 	 La reacci6n se detiene agregando 50 ....1 de N aOH 3 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 0 ausencia de este en los 
pozos del testigo negativo. Se observara un color amarillo distintivo (Fi
gura VII-3) en los pozos del testigo positivo. 

2) 	EI 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 mas intenso que los testigos negativos se consideraran 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 
relaci6n de positivo a negativo (PIN) dividiendo la densidad 6ptica (DO) 
de la muestra desconocida entre la media de la densidad 6ptica de los 
pozos que contienen los testigos negativos. Las muestras que tengan 
una relaci6n PIN de 2,0 0 mayor se consideraran positivas. 
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Figura VII-3, En el ensayo GM,-ELISA para la toxina del 06
lera, la aparici6n de un color amarillo distintivo en los pozos 
de la microplaca indica una reacci6n pos~iva. 

7Ytulaci6n de lOB reactivoB de la prueba GM,-ELISA para Ia toxina 
del colera 

I) Se diluye GM1 en PBS a las concentraciones que siguen: 
0,5 ~g/ml 


1,0 ~g/ml 


2,0 ~g/ml 

5,0 ~g/ml 


2) 	Se agregan 100 ~I del gangli6sido GM, (Sigma Chemical Co.) a cada uno 
de los 60 pozos internos de las microplacas de polivinilo de fondo re
dondo 0 placas de poliestireno de fondo plano que contengan las siguien
tes diluciones de GM,: 

Placa 1 0,5 ~g/ml 
Placa 2 1,0 ~g/ml 
Placa 3 2,0 ~g/ml 
Placa 4 5,0 l1g/ml 

Se cubre con un se!lador de placa 0 se colocan las placas en una camara 
hUmeda y se dejan a temperatura ambiente de 18 a 24 horas. Se lavan 
las placas tres veces con 200 ~I de PBSfl\veen. 

3) 	Para bloquear los sitios de uni6n remanentes de los pozos, se !lena cada 
pozo con 150 ~I de BSA al 1 % en PBS y se incuba la placa a tempera
tura ambiente durante 30 minutos. Oespues de la incubaci6n, se retira el 
contenido y se lavan los pozos tres veces can 200 111 de PBSfl\veen. 

4) 	Se rehidrata la toxina del c61era pura (Calbiochem Corp.) de acuerdo 
can las instrucciones del fabricante. Se diluye en PBS can BSA al 0,1% 
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(se l'equieren por 10 menos 4 ml de cada diluci6n para la titulaci6n en 4 
placas) como sigue: 

Concentracion de la 
Dilncion toxina del colera 

10-8 1,0 ILg/ml
10-' 100,0 ng/ml
10-' 10,0 ng/ml 
10-' 1,0 ng/ml 
10-7 100,0 pg/ml 
10-8 10,0 pg/ml 

A cada placa se agregan 100 ILl de cada diluci6n diferente de la toxina 
del c6lera, de tal forma que cada diluci6n ocupe una hilera en la placa 
(hileras B, C, D, E, F, G). Los pozos vados se lIenan con PBS/l\veen. Se 
incuba a una temperatura de 35 ·C a 37 ·C durante una hora. Las placas 
se lavan tres veces con 200 ILl de PBS/l\veen. 

5) Se bloquea con 150 fll 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 c61era en 
PBS con 0,1% BSA al 0,1%: 

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

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

A cada placa se agregan 100 ILl de anticuerpo contra la toxina del c61era 
diluido de tal forma que cada diluci6n ocupe una columna de la placa (colum
nas 2 a 6). Se repite para las columnas 7 a 11. Los pozos vados se lIenan 
con PBS/l\veen. Se incuba a una temperatura de 35 ·C a 37 ·C durante 
una hora. La placa se lava tres veces. 
7) 	 EI conjugado marcado con fosfatasa alcalina se diluye en PBS con BSA 

al 0,1% como sigue: 
1:500 
1:1.000 

A cada placa se agregan 100 ILl de cada diluci6n del conjugado, de tal 
forma que cada diluci6n ocupe la mitad de la placa (desde la columna 2 
hasta la 6 para una diluci6n y desde de la columna 7 hasta la 11 para la 
otra diluci6n). Los pozos vados se lIenan con PBS/l\veen. 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 ILl del sustrato de p-nitrofenil fosfato. Se incuba durante 
30 minutos a temperatura ambiente. 
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9) 	Se agregan 50 fil de N aOH 3 M para detener la reacci6n y se leen los 
resultados con el espectrofot6metro 0 visualmente. Se anota la diluci6n 
mas alta de cada reactivo que presente una intensidad de color adecua
da. El reactivo mas dificil de obtener, 0 el mas caro, se utilizara en la 
diluci6n mas alta posible. 

G. 	 Prueba de aglutlnacl6n de latex para la toxlna del c61era 
El estuche VET-RPLA (Oxoid Limited, Hampshire, Inglaterra) se ide6 

para la detecci6n de la toxina del c6lera 0 la toxina termolabil en el lfquido 
sobrenadante de un cultivo. Este procedimiento se conoce como aglutina
ci6n pasiva inversa de latex (RPLA en ingles). Las particulas de latex de 
poliestireno se sensibilizan con antisuero purificado producido en conejos 
inmunizados con enterotoxina purificada de V. eholerae. Estas particulas de 
latex se aglutinaran en presencia de la toxina del c6lera 0 de la toxina ter
mohibil. Se provee un reactivo testigo, que consiste en particulas de latex 
cubiertas 0 "sensibilizadas" con globulinas de conejo no inmunes. 

La prueba se realiza en las microplacas de fondo en forma de V 0 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 prepararan de acuerdo con las instrucciones que apa
recen en la secci6n D de este capitulo; no se prepararan sobrenadantes por 
el metodo descrito en las instrucciones incluidas con el estuche, debido a 
que, pOI' 10 general, V. eholerae no produce toxina del c6lera en cantidades 
suficientes cuando crece en agua peptonada aIcalina (APW en ingles).] Una 
suspensi6n de partfculas de latex cubiertas con anticuerpos se agrega a la 
primera columna, y el latex testigo, no sensibilizado, se agrega a la se
gunda columna. Si en el sobrenadante hay cantidades suficientes de toxina 
del c6lera 0 toxina termolabil, se presentara aglutinaci6n. La aglutinaci6n 
resulta de la formaci6n de enlaces cruzados entre las particulas de latex 
unidas a las moleculas de toxina del c6lera. Esta estructura, similar a una 
red, aparecera y formara una capa difusa en el fondo del pozo. Si no hay 
enterotoxina 0 est,,- en una concentraci6n inferior al nivel de detecci6n, no 
se formara la estructura reticular; en su lugar, las partfculas de latex no 
aglutinadas formaran un "bot6n", al sedimentarse. 

Material requerido 

• 	 Placas de 96 pozos (con fondo en V 0 U) con tapa 

• 	 Micropipetas fijas 0 ajustables y puntas (25 fil) 

• 	 Latex sensibilizado: suspensi6n de latex sensibilizado con anticuerpos 
especfflcos (IgG de conejo) contra la toxina del c6lera (que viene con el 
estuche) 

• 	 Latex testigo: suspensi6n de latex cubierto con globulinas de conejo no 
inmunes (viene con el estuche) 
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• 	 Toxina del c61era testigo (deshidratada, viene con el estuche) 

• 	 Diluyente: BSA en PBS (viene con el estuche) 

Real/z/U!wn de fa prueba 

1) 	Gada muestra requiere dos columnas (ocho pozos por columna) en la 
placa. Con una pipeta 0 cuentagotas, se depositan 25 ,..1 del diluyente en 
cada pozo, excepto en el primer pozo de cada columna. 

2) 	Agreguense 25 ,..1 de la muestra que se va a probar al primero y se
gundo pozos de cada grupo de dos columnas. 

3) 	Utilizando una pipeta 0 diluidor, y comenzando con el seguodo pozo de 
cada columna, se retiran 25 ,..1 y se realizan diluciones al doble. Dete
nerse en el septimo pozo de la columna, de tal forma que el octavo pozo 
contenga solamente di!uyente. Los 25 ,..1 extra del septimo pozo se 
desechan. 

4) 	Se agregan 25 1'-1 de latex sensibilizado a cada pozo de la primera colum
na para cada sobrenadante de prueba y testigo. Se agregan 25 1'-1 de 
latex testigo no sensibilizado a cada pozo de la segunda columna para 
cada sobrenadante de prueba y testigo. 

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

6) 	Para evitar la evaporaci6n, la placa se cubre con una tapa y se coloca en 
un recipiente de plastico para almacenamiento junto con una toalla de 
papel humeda. La placa se coloca sobre una superficie que no vibre y se 
deja alii sin mover, a temperatura ambiente, durante 20 a 24 horas. 

Lectura de /os resultados de fa prueba 

1) 	Gada pozo de cada columna se examina contra un fondo negro para ob
servar aglutinaci6n. La presencia de la toxina del c61era 0 de la termola
bi! causara aglutinaci6n, manifiesta por la formaci6n de una estructura 
reticular; al sedimentarse esta, formara una capa difusa en el fondo del 
pozo (Figura VII-4). Si no hay enterotoxinas 0 se encuentran en concen
traciones inferiores al nivel de detecci6n de la prueba, no se formam di
cha estructura reticular; por 10 tanto, al sedimentarse se observam un 
bot6n compacto. 

2) 	Los resultados de la columna de pozos que contiene el latex testigo de
ben ser negativos. EI ultimo pozo de todas las columnas debe ser nega
tivo. Si se observan resultados positivos en alguoo de estos pozos, la 
reacci6n se considerara como no valida. 

3) 	Guando hay exceso de toxina del c61era, se puede observar un efecto de 
prozona; esto es, se obtiene un resultado negativo en los primeros pozos 
que contienen 1a muestra en estudio y ellatex sensibilizado. Sin em
bargo, como resultado de las di!uciones al doble, la concentraci6n de la 
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Figura VII-4. Microplaca con resultados de la prueba VET
RPLA (Oxoid Um~ed). La muestra 1 es negativa; las mues
tras 2, 3, 4, 5 Y 6 son pos~ivas. 

toxina del c61era en cada pozo a 10 largo de la columna se reduce pro
gresivamente, anulando el efecto prozona debido a las cantidades excesi
vas de toxina del c6lera. Se observara un resultado positivo de aglutina
ci6n despues de los resultados negativos en los primeros pozos de la 
columna. Con tales resultados, la muestra de prueba se clasificara como 
positiva. 

4) 	La sensibilidad de este estucbe de prueba en la detecci6n de la toxina 
del c61era eS de 1 a 2 ng/m!. La enterotoxina, que se encuentra a con
centraciones mas bajas que esta, dara por tanto resultados negativos. EI 
metodo es ligeramente menos sensible que el de GM.-ELISA y rara vez 
una cepa toxigenica dara resultados negativos. 

H. 	Reaccl6n en cadena de la pollmerasa para los genes de la 
toxlna del c61era 
La reacci6n en cadena de la polimerasa (PCR) es una tecnica que em

plea dos oligonucle6tidos de DNA cortes y especfficos (iniciadores) y la en
zima DNA polimerasa para sintetizar copias mUltiples de DNA en la por
ci6n del genoma bacteriano que tiene la secuencia complementaria al 
iniciador en cada extremo. En la PCR para la toxina del c61era descrita 
aquf, los iniciadores especfficos detectan solamente el gen que codifica para 
la subunidad A de la toxina del c61era (ctxA; Figura VII-5). EI DNA am
plificado de ctxA se detecta como una banda de 564 pares de bases (pb) en 
un gel de agarosa. La ampliaci6n de la PCR se puede caracterizar aun mas 
mediante digesti6n con enzimas de restricci6n 0 bibridaci6n con una sonda 
intern a especffica para asegurarse de que la banda de ampliaci6n en el gel 
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74 	 637 

tkE'=------d-----'t 
Producto de peR - 564 pb 

taa • 
II 	 ..... ctxB 

"--__----'ctxA"""'''--____1 

CTX2 = CGG GCA GAT TCT AGA CCT CCT G 

C7X3 = CGA TGA TCTTGGAGCATTCCCAC 

Figura VII-5. Lacalizaci6n de los iniciadores y tamana del fragmenta de DNA ampli
ficada en la prueba de la peR para la detecci6n de eM. 

es del gen ctxA. Esta prueba de PCR sirve para la confirmaci6n de la co
lonia de V. cholerae 01 toxigenico; fue ideada para distinguir las cepas de 
V. cholerae 01 toxigenicas de las no toxigenicas, obtenidas de cultivos pu
ros. Otros autores han descrito pruebas de PCR capaces de detectar V. 
cholerae toxigenico directamente en las heces 0 en los alimentos despues 
del enriquecimiento con agua peptonada alcalina. La detecci6n directa de V. 
cholerae por la PCR en las heces 0 en los alimentos se puede ver obstaculi
zada por sustancias presentes en estos tipos de muestras que inhiben la 
DNA polimerasa. 

Equipo y suministros 

• 	 Bano de Maria en ebullici6n 

• 	 Termociclador (Perkin-Elmer, Norwalk, Connecticut, 0 M.J. Research 
Inc., Watertown, Massachusetts) 

• 	 V6rtex 
• 	 Camara de electroforesis 

• 	 Fuente de poder 

• 	 Camara y transiluminador UV 

• 	 Micropipetas: de 0,5 a 20 1'01, de 20 a 50 1'01, Y de 100 a 1.000 1'01 

• 	 Puntas de micropipetas desechables y esteriles 

• 	 '!\tbos de microcentrifuga: 1,5 y 0,5 ml 

• 	 Guantes 
• 	 Mascara para detener polvo y partfculas 
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React/vvs 

• 	 Agua esteril (preparense alfeuotas de 10 a 20 ml y utiifeense alfeuotas 
nuevas para eada prueba) 

• 	 Amortiguador de PCR lOx (Tris-HCl 100 mM, KCl 500 mM, MgCl 15 
mM, gelatina al 0,1 % [plv]) 

• 	 dNTP 12,5x (2,5 mM eada uno, dATP, dCTP, dGTP, dTTP en agua des
tilada esteril) 

• 	 Inieiador CTX2: 5' CGG GCA GAT TCT AGA CCT CCT G 3'; 100 fLM 
en agua destilada 

• 	 Inieiador CTX3: 5' CGA TGA TCT TGG AGC ATT CCC AC 3'; 100 
",M en agua destilada 

• 	 DNA polirnerasa AmpliTaq (5 unidades/",l, Perkin-Elmer) 

• 	 Aeeite mineral (esteril) 

• 	 Agarosa (FMC BioProduets, Rockland, Maine) 

• 	 Amortiguador Tris borato EDTA (TEE) lOx (108 g de base Tris, 55 g 
de aeido b6rieo, 40 ml de 0,5 M EDTA Y agua destilada hasta eompletar 
1.000 ml; ajustar pH a 8,0) 

• 	 Amortiguador de earga del gel lOx (0,5% sulfato dodeeil s6dieo, 10 mM 
EDTA, 50% glieerol, 0,1% azul de bromofenol, 0,1% de eianol de xileno) 

• 	 Bromuro de etidio (la soluci6n primaria es de 10 mg/ml de agua) 

• 	 Columnas de separaci6n en tubo de microcentrffuga (G-50, Boehringer 
Mannheirn, Indianapolis, Indiana) 

• 	 Endonueleasas de restricci6n AluI y RsaI (Gibco BRL, Gaithersburg, 
Maryland) 

• 	 Amortiguador 1 de restrieci6n lOx (Gibeo BRL) 

• 	 Mareador del tamano de DNA molecular: esealera 1 kb (Gibeo BRL) 

• 	 TEMED (Sigma Chemical Co.) 

• 	 Persulfato de amonio al 10% en agua, se prepara todos los dfas (Gibeo 
BRL) 

• 	 AcrilaJnida al 30% (29 partes de acrilaJnida: 1 parte de bisacrilaJnida en 
agua), se guarda en la oscuridad a 4 'C 

Nota: La acrilaJnida es neurot6xica; debe utilizarse mascara protectora 
cuando se prepara la soluei6n primaria. 

Cepaa testigv 

• 	 V. cholerae ATCC 14035 (clasica, Ogawa, toxina positiva) 

• V. cholerae ATCC 14033 (El Tor, Inaba, toxina negativa) 
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Realizaci6n de la prueba 

NOTA ESPECIAL: Solo se requiere una cantidad muy pequeiia del 
molde de DNA (DNA a partir del cual se genera la ampJiacion de la PCR) 
para la PCR. La presencia de cantidades pequeiias de DNA contaminante, 
en especial las que son producto de proebas anteriores de la PCR, pueden 
dar resultados falsos positivos. Es importante usar testigos negativos as! 
como positivos en cada experiroento. EI uso de agua en lugar del molde de 
DNA y una cepa negativa conocida son testigos negativos apropiados. EI 
testigo positivo debe ser una cepa de referencia positiva conocida que se 
prepara junto con las cepas de proeba. 

Para reducir la posibilidad de contaminar la PCR con productos obteni
dos de dicha proeba en reacciones anteriores, las reacciones se prepararan 
en una habitaci6n y la amplificaci6n y la electroforesis se realizaran en 
otra. EI producto de la PCR nunca debe Uevarse a la habitaci6n donde se 
prepara dicha reacci6n. Se reservara un juego separado de micropipetas, 
de preferencia pipetas de desplazamiento positivo, para preparar las proe
bas de PCR. 

1) 	Para preparar un molde de DNA, se suspende una asada de 1 ILl del 
testigo 0 de las cepas de proeba en 0,5 ml de agua para obtener una 
concentraci6n 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 reacci6n de amplificaci6n. 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 pia cas de agar 
sangre tambien pueden inhibirla. 

2) 	Para cada prueba de PCR, se utiliza una mezcla de reacci6n de 50 IJ.i 
que consta de 38,75 ILl de agua esteril, 5 ILl de amortiguadol' de PCR 
lOx, 4 ILl de dNTPs 12,5x, 0,5 ILl de cada iniciador (volumen total, 1 ILl), 
0,25 ILl de la DNA polimerasa AmpliTaq y 1 ILl 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 mas uniformes de los reactivos. Se mezcla suficiente amortigua
dor de PCR, dNTPs, polimerasa Thq, iniciadores y agua para todas las 
proebas que se van a realizar en un solo tuba que debe contener el 
volumen necesario y posteriormente se colocan alicuotas individuales de 
49 ILl de la mezcla de reacci6n maestra en cada tubo de microcentrffuga 
de 0,5 ml. A continuacion, se agrega 1 ILl del molde de DNA de 
muestra. 

3) 	Se cubre la mezcla reactiva con una gota de aceite mineral estenl, y se 
cierran los tubos. Se programa el termociclador para un paso de prein
cubaci6n a 95 ·C durante 5 minutos, despues a 30 ciclos de 1 minuto a 
95 ·C, 1 minuto a 60 ·C, 1 minuto a 72 ·C y una incubaci6n 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 esten 
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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 flol de la soluci6n de peR con 1 a 2 f11 del amortiguador de carga 
del gel de lOx y se cargan los pozos. euando se retiran los 10 flol de la 
peR, hay que cerciorarse de que la punta de la pipeta descienda mas 
alia de la capa de aceite. Se utilizan testigos positivos y negativos ade
cuados con cada grupo de las reacciones, incluido un patr6n de tamano 
molecular en cada gel. 

5) 	Se corre el gel hasta que el azul de bromofenol (color morado) ha migra
do cerca de dos terceras partes del largo de la distancia en el gel. EI 
voltaje y el tiempo efectivos variaran dependiendo del aparato de elec
troforesis que se utilice (par 10 general, son suficientes un lapso de 2 a 3 
horas y unos 60 a 80 voltios). La amplificaci6n del gen ctxA de 564 pb 
debe migrar cerca del azul de bromofenol. Se tine el gel can bromuro de 
etidio (1 gota de la soluci6n primaria en 500 ml de agua) durante 20 
minutos, entonces se destine en agua durante 10 a 20 minutos. [Nota: el 
bromuro de etidio es mutagenico; siempre hay que usar guantes.J Se colo
ca el gel en el transiluminador UV y se toman fotografias para 
documentaci6n. 

InterpretaciOn de los resultados 

La prueba de peR genera un producto amplificado de 564 pb. Esta amplia
ci6n migrara exactamente por arriba de la banda de 0,5 kb y del patr6n de 
tamano del DNA de 1 kb. Los iniciadores pueden verse como un frotis 
tenue que migra exactamente par abajo del patr6n de tamano de 200 pb 
(Figura VII-6). Los iniciadores, pero no la banda de ampliaci6n de 564 pb, 
seran visibles para las muestras negativas. Las bandas que no sean del ta
mana adecuado se consideraran negativas. Las bandas tenues que parezcan 
tener el tamano correcto se deben interpretar con precauci6n. euando los 
resultados son dudosos, se puede verificar que el DNA amplificado provie
ne del gen ctxA reeurriendo a la digesti6n con enzimas de restricci6n 0 a la 
hibridaci6n con una sonda interna despues de la prueba de transferencia de 
Southern. Para las aplicaciones comunes, la prueba con enzimas de restric
ci6n es mas sencilla y mas rapida que el sondeo can hibridaci6n. 

Veri/icaciOn de la ampliaci6n de la PCR 

1) Se retira el aceite mineral de la muestra colocando el volumen total de 
la peR sobre una cinta selladora Parafilm inclinada. EI aceite mineral 
se adhiere al Parafilm a medida que la gota acuosa resbala hacia abajo. 
Se purifica el fragmento de DNA en una columna de separaci6n en tuba 
de microcentrifuga G-5O. Para preparar la columna, se centrifuga a 
600 x 9 durante 5 minutos. Se agrega la muestra (10 a 50 f11) y se repite 
la centrifugaci6n. EI mismo volumen de DNA purificado que se agreg6 a 
la columna pasara a traves de la misma. 
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Figura VII-5. Gel de agarosa con resultados de una prueba peR tlplca de la toxina 
del c6lera. 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, I, testigos 
negatives; banda L. escalera de ADN de 1 kb. 

2) 	Se transfieren 15 ILl de la soluci6n de la PCR a un tuba de microcentri
fuga; se agregan 2 ILl de agua, 2 ILl del amortiguador 1 de restricci6n 
(BRL) y 1 ILl de RsaI 0 A!uI (0 ambos). Se incuba durante 2 horas a 
37 ·C. 

3) 	Los fragmentos de restricci6n se separan por electroforesis en gel de acri
lamida. Los geles de acrilamida producen mejor resoluci6n de los frag
mentos pequenos 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, 2,5 ml de TBE lOx, 0,2 ml de 
persulfato lie amonio al 10% y 20 I de TEMED. Se vierte el gel y se 
deja polimerizar durante 1 hora antes de inocular las muestras (10 ILl de 
la PCR y 1 ILl del amortiguador de carga lOx). Se deja que el azul de 
bromofenol migre la mitad de la distancia antes de tei'lir el DNA, como 
se bace con el de agarosa. La restricci6n de la ampliaci6n del gen ctxA 
de 564 pb con la endonucleasa RsaI 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 restricci6n A!uI produce dos fragmentos de 499 y 65 pb. La 
combinaci6n de las dos enzimas genera cuatro fragmentos: 415, 70, 65 Y 
10 pb. 

I. 	Sondas de DNA para los genes de la toxlna del c61era 
En las improntas 0 "manchas" de colonias, las colonias aisladas que se 

van a someter a prueba para la detecci6n de genes de la toxina del c61era 
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se inoculan en una placa de agar no selectivo utilizando una cuadrfcula y se 
incuban hasta que los in6culos 0 parches de crecimiento alcancen el tamano 
deseado. Las colonias, entonces, se transfieren a un filtro de nailon donde 
se someten a una serie de pasos para lisar a las celulas y fijar al filtro el 
DNA desnaturalizado 0 monocatenario. EI filtro se hibrida con una sonda 
de DNA especffica que corresponde al gen ctx. Aunque se han sometido a 
prueba DNA y los oligonucle6tidos clonados, una amplificaci6n generada 
mediante PCR que contiene bases marcadas con digoxigenina ha resultado 
ser una opci6n sensible, estable y segura. 

1. 	Generacl6n de ampllaclones de peR marcadas con dlgoxlgenlna 

EI procedimiento para generar sondas para PCR marcadas con digoxi
genina es similar al que detecta genes ctxA con la misma reacci6n (secci6n 
H de este capitulo), excepto que ahora se uti\iza una cepa bien caracteri
zada de V. choLerae 01 toxigenica para producir el molde de DNA, as! 
como una segunda amplificaci6n para incorporar la base marcada can 
digoxigenina. 

Equipo y suministros 

Vease la Secci6n VII-H (UReacci6n en cadena de la polimerasa para los 
genes de la toxina del c6Iera") 

Reactivos 

• 	 Vease la Secci6n VII-H (UReacci6n en cadena de la polimerasa para los 
genes de la toxina del c6Iera") 

• 	 Mezcla lOx de dNTP U-digoxigenina" (dATP 1 mM, dCTP 1 mM, dGTP 
1 mM, dTTP 0,65 mM) 

• 	 Digoxigenina-ll-dUTP (Boehringer Mannheim; la concentraci6n es de 
1 mM) 

Procedimiento 

1) 	Se genera el producto amplificado par PCR que se utilizarii como molde 
de DNA para la detecci6n, siguiendo el procedimiento descrito en la sec
ci6n VII-H usando una cepa productora de toxina del c61era (ATCC 
14035 u otra cepa productora de toxina del c61era bien caracterizada) 
como fuente para el molde de DNA. La incorporaci6n de dUTP marcado 
con digoxigenina en una molecula de DNA es menos eficiente que la in
corporaci6n de los dNTP estandar; por 10 tanto, en la PCR de marcaci6n 
se utiliza la ampliaci6n de PCR como molde de DNA en lugar del DNA 
gen6mico total; esto se hace con la finalidad de aumentar la cantidad de 
DNA marcado (sonda) que se produce. 

2) 	Se corren de 5 a 10 fl.1 de la mezcla de la PCR en un gel de agarosa al 
0,8% para confirmar la producci6n de la ampliaci6n de DNA de tamano 
y concentraci6n adecuados. Se tine y se fotograffa para documentaci6n. 
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3) 	Se hace una diluci6n de la mezcla de PCR de tal forma que cerca de 
50 ng de los fragmentos de PCR se utilicen como moldes en la PCR de 
marcaci6n (por 10 general, de 1 a 3 ....1 de una diluci6n 1:10). 

4) 	Se prepara la PCR de marcaci6n en un tubo de microcentrffuga de 0,5 
ml: de 1 a 3 ....1del molde de DNA generado por PCR diluido, 1 ....1de 
cada iniciador (2 ....1 del volumen total), 10 ....1 del amortiguador de PCR 
lOx, 10 ....1de la mezcla de "-digoxigenina" dNTP lOx, 7 ....1 de digoxi
genina-ll-dUTP (1 mM), 0,5 ....1de polimerasa Taq y de 67,5 a 69,5 ....1de 
agua destilada esteril. 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 dNTP no incorporados y los iniciadores se retiran por purificaci6n 
del DNA en una columna de separaci6n en tuba de microcentrffuga 
G-50. 

7) 	Se corren de 2 a 3 ....1de la mezcla de PCR en un gel de agarosa al 
0,8%. Se tifte y se fotograffa. La ampliaci6n marcada con digoxigenina 
migrara mas lentamente (esto es, a un peso molecular mas alto) que la 
ampliaci6n no marcada, debido a la presencia de digoxigenina en la 
moltlcula. 

2. Hlbrldacl6n de colonlas para los genes de la toxlna del c61era 

Equipo y suministros 

• 	 Filtros de nailon circulares de 8 em de diametro (Micron Separations, 
Inc., Westboro, Massachusetts) 

• 	 Papel de cromatografia Whatman 3MM 

• 	 Horno de secado 

• 	 Agitador de plataforma 

• 	 Bolsas de plastico sellables con calor 

• 	 Aparato de sellado mediante calor 

• 	 Cajas de Petri 
• 	 Placas de caldo de Luria (LB en ingles) u otro medio de enriqueci

miento (no utilizar placas de MacConkey debido a que causan mas tin
ci6n de fondo en las manchas) 

Reactivos 

• 	 Sonda marcada con digoxigenina (ampliaci6n preparada en la Secci6n 
I.1.) 

• 	 NaOH 10 N 
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• 	 Tris 1M, pH 8,0 

• 	 NaCI5 M 

• 	 SDS a120% 
• 	 SSC 20x: 175,3 g de NaCI, 88,2 g de citrato de sodio en llitro de agua, 

pH 7,0 

• 	 Soluci6n de prehibridaci6n: SSC 5x, reactivo de bloqueo al 1% (Boehrin
ger Mannheim), N-Iaurilsarcosina al 0,1%, 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 soluci6n de prehibridaci6n 
se utiliza para prehibridaciones y para hibridaciones.] 

• 	 Amortiguador A: Tris 100 mM, pH 7,5, NaCI150 mM 

• 	 Amortiguador C: Tris 100 mM, pH 9,5, NaCI100 mM, MgCI2 50 mM 
• 	 Leche descremada en polvo 

• 	 Conjugado de fragmento Fab de antidigoxigeninalfosfatasa alcalina 
(Boehringer Mannheim) 

• 	 Azul de tetrazolio (NBT en ingJes): 75 mg/ml en agua 

• 	 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato toluidino (BCIP): 175 flg/ml en agua 

PreparaciOn de las improntas 0 manchas de colonias 

1) 	Las colonias aisladas de cada cepa de prueba se transfieren a una placa 
de caldo de Luria (LB en ingles) utilizando una cuadricula para organi
zar las colonias. La placa se incuba durante varias horas 0 de un ilia 
para otro a 37 ·C hasta que todas las colonias se observen claramente 
en la placa. 

2) 	Se marca un filtro de nailon circular de 8 em (area total de 50 cm2) con 
una flecha para orientar la posici6n de las colonias y un mlmero 0 la fe
cha para identificar el filtro. Se coloca el filtro con la flecha en la porci6n 
superior (con ellado 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 nallon. 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 especffica a ellos.] 

3) 	Se saturan dos hojas de papel de cromatograffa de 3MM con NaOH 
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 lade de las colonias 
hacia arriba. Los parches 0 in6culos visibles de cada colonia deben ad
herirse al filtro. Se deja que las celulas se lisen durante 15 minutos. 

4) 	Se saturan dos hojas de papel de cromatograffa 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 NaOH al papel saturado con Tris, otra vez con las colonias ha
cia arriba. Se permite que se efectue la neutralizaci6n durante 10 mi
nutos. 

5) 	 Se saturan dos hojas de papel de cromatografia de 3MM con Tris 0,7 M, 
NaCI 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 TrislNaCI, con las 
colonias hacia arriba. Se permite que se efectue la neutralizaci6n duran
te 10 minutos. 

6) 	Se enjuaga el filtro brevemente en SSC 2x. Se aplica el filtro sobre pa
pel de cromatografia 3MM seco y se seca con aire a la temperatura am
biente 0 a 37 "C. Se coloca el filtro en un horno a 80 "C durante 30 minu
tos a 2 horas. EI filtro quedara listo para la hibridaci6n pero se puede 
almacenar en un recipiente hermetico a temperatura ambiente hasta 
que se requiera. 

Hibridacion de las improntas de colonias 

1) 	Se coloca el filtro en una bolsa de plastico sellable con calor. Se agregan 
10 ml (0,2 mlIcm") de la soluci6n de prehibridaci6n. Se expulsan las bur
bujas de aire oprimiendo la bolsa con una pipeta de arriba abajo. Ten
gase cuidado de expulsar ellfquido. Se sella la bolsa con un aparato de 
sellado mediante calor. Se incuba el filtro en la bolsa a 65 ·C durante 1 
hora en banG de Marfa con agitaci6n. 

2) 	Se prepara la sonda de 15 a 20 minutos antes del final del tiempo de 
prehibridaci6n (veanse en la secci6n I-lias instrucciones para la prepara
ci6n de la sonda). Se diluye la sonda en un volumen total de 100 ILl en 
un tuba de microcentrifuga; se utilizan de 1 a 5 ILl de la sonda, depen
diendo de la concentraci6n. [Nota: La concentraci6n 6ptima de la sonda 
necesita determinarse de manera empfrica probando varias concentra
ciones en filtros replicados.l Se desnaturaliza la sonda incubandola en 
banG de Marfa hirviente por 10 minutos. Se enfrfa rapidamente la sonda 
colocandola 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 banG de Marfa. Se corta una esquina de la bolsa y 
se elimina de ella toda la soluci6n de prehibridaci6n. Se agregan 2,5 ml 
(0,05 mlIcm") de la soluci6n de prehibridaci6n 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 del filtro hasta donde sea posible, para asf lograr el 
contacto maximo entre el filtro y la sonda. 

4) 	 Se hibrida el filtro a 65 ·C de 18 a 24 horas en bano de Marfa con 
agitaci6n. 

5) 	Se preparan cerca de 500 ml de soluci6n de lavado (SSC lx, SDS al 
0,1%), y se precalientan a 65 "C. Se retira el filtro de la bolsa de plastico 
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y se coloca en un recipiente de vidrio. Se agregan 100 ml de soluci6n de 
lavado al recipiente de vidrio y se enjuaga brevemente el flltro. Se de
canta la soluci6n de lavado ya utilizada. 

6) 	Se agregan 200 ml de soluci6n de lavado al recipiente de vidrio y se colo
ca el flltro en el bafiO de Maria con agitaci6n a 65 ·C durante 15 minu
tos. Se retira la soluci6n de lavado. Se agrega la soluci6n de lavado res
tante y se incuba otra vez a 65 ·C durante 15 minutos. EI flltro se seca 
al aire y se conserva para el revelado posterior 0 se procede directa
mente a revelarlo. 

Detecci6n de somlas marcadas con dtgoxigentna 

1) 	Se enjuaga el flltro con 40 mI de amortiguador A en una caja de Petri 
sobre un agitador de plataforma durante 1 minuto. 

2) Se retira el flltro del amortiguador A, dejando que el exceso de soluci6n 
escurra durante algunos segundos. Se coloca el flltro en otra caja de Pe
tri que contenga 40 mI del amortiguador A con 5% de leche descremada 
en polvo (soluci6n de bloqueo). Se incuba con agitaci6n suave durante 
una hora. 

3) 	Se decanta la soluci6n de bloqueo y en su lugar se agrega conjugado de 
antidigoxigeninalfosfatasa alcalina en diluci6n 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 agitaci6n suave. 

4) 	Se transfiere el flltro a una caja de Petri que contenga 40 ml de amor
tiguador A. Se incuha durante 15 minutos con agitaci6n suave. Se repite 
una vez el paso de lavado. 

5) 	Se enjuaga el filtro en una caja de Petri que contenga 40 ml de amortigua
dor C en una bandeja de agitaci6n durante 2 minutos. 

6) 	Se retira el flltro del amortiguador C, dejando que el exceso de soluci6n 
escurra durante algunos segundos. Se coloca el flltro en una caja de Pe
tri que contenga 10 ml de amortiguador C con 45 ..I de NBT (75 mg/ml) 
y 35 ..I de BCIP (175 ..g/ml). Se cierra la caja con cinta sel\adora Para
fllrn, se coloca en un lugar oscuro y se revisa peri6dicamente. Los resul
tados se pueden observar en algunas horas, pero puede requerirse \a 
exposici6n de un dfa para otro para el revelado completo. 

Interpretacion de los resultados 

Los aislamientos positiv~s para ctxA apareceran como manchas 0 

parches de un color entre morado oscuro y cafe sobre los filtros de nailon 
(Figura VII-7). Los aislamientos y los testigos negativos pueden aparecer 
como parches debilmente teiiidos. 
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Figura VII-7. Resultados de la hibridaci6n con una sanda marcada con digoxigenina 
para eM; el color morado oscuro indica una reacci6n positiva. 
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