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Resumen

Se caracterizaron 26922 cepas de Vibrio cholerae
aisladas enMéxicode 1991 a 1993, el patron fenotipico
demostro que 100% pertenece al biovar EI'Tor yfueron
sensiblesalos antibioticos, excepto a la furazolidona, la
estreptomicina y el sulfixosasol probados en 1993. Se
empled como marcadores epidemiologicos al 97% de
las cepas que fueron resistentes. Se observo un cambio
drastico en la frecuencia de los serotipo Inaba; en 1991
el 99.5% de las cepas fueron Inaba mientras que para
1992, el 95.0% fiseron del serotipo Ogawa . Todas las
cepas 01 excepto una Ogawa, fucron toxigénicas, y las
no 01 dieron negativa la prueba de ELIS4, PCR y los
cultivos celulares para investigar toxina colérica. Los
ribotipos correspondieron en sumayoriaal patrén 5, un
lote pequefio a la 6aydos alribotipo 12. Eneste estudio
se busco el ribotipo 2, que se ha relacionado con las
cepas aisladas del Golfo de México entre las cepas
hemoliticas, pero hasta ahora no se ha identificado
ninguna cepacondicho patrén. Para estudios fenotipicos
ygenotipicos enapoyo al andlisis epidemiologico de la
enfermedad, es conveniente continuar haciendo el cultivo
en una fraccion de las muestras para recuperar cepas
puras, aunque se utilicen pruebas rdpidas para el
diagnésticode colera.

Palabras clave: Colera. Vibrio cholerae, biovares,
resistotipos, ribotipos y PCR.
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Summary

This paper presents the phenotypical and genotypical
characterization of 26922 Vibrio cholerae 01 strains
isolated inMexicofrom 1991 to 1993. All strains isolated
were El Tor biovar. Strains were sensitive to antibiotics
excluding furazolidone, streptomycinand sulfisoxasole
10 which we found resistance in 97% and we are using
this characteristic as epidemiological markers. We
detectedamarked change infiequency of Inaba serotype

from 1991, whenitwas dominant, with 99.5%, until 1992

when Ogawa serotype turned to be dominant with 95%
of isolates. All Vibrio cholerae 0/ sirains, except one
Ogawa strain, were to igenic, and V. choleraeno 0 were
not toxigenic by ELISA, PCR and cell culture tests.
Dominantribotype was 5, butwe found some strains with
6a patiern and two with ribotype 12. We are searching
forribotype 2among hemolytic strains in order to learn
ifthere is anyrelation to Gulf Coast strains prevalent in
the USA, but until now we have not found any V. cholerae
ribotype 2 in our isolates. Even if rapid tests are re-
commended for immediate diagnosis of cholera, it is
necessary 10 confinue bacierial isolation in order 1o
have strains for phenotyping and genotyping studies that
may support epidemiological analysis.
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Vibrio cholerae es una bacteria gram negativa
perteneciente a la familia Vibrionaceae descrita
por Veron en 1965, que incluye bacilos méviles por
flagelos polares oxidasa positivos, que utilizan la
glucosa con produccion de bacido pero no de gas,
en la que se incluye a la especie Vibrio cholerae
descrita por Pacinien 1854 y mas tarde confirma-
da por Koch, en 1884.2

Habitat

Se encuentra en la materia fecal de individuos
enfermos de célera en la etapa aguda y en el
periodo prodrémico de la enfermedad y permane-
ce durante dos o tres semanas. Hay pocos casos
descritos de portadores cronicos. Se adapta facil-
mente a crecer en aguas negras de donde se
puede aislar mediante el empleo de hisopos de
Moore;? permanece en habitats acuaticos conbaja
salinidad, de 5-700 mM y en agua duice contami-
nada con materia organica.}

La viabilidad deVibrio cholerae en alimentos es
variable, dependiendo del grado de contamina-
cion, de la temperatura de almacenamiento y del
pH alcalino de 9.0.4

Transmisién

El hombre es el hospedero natural de Vibrio
cholerae. El cuadro clinico es diferente debido a
las variaciones en ia relacién huésped-parasito,
pero elmedio ambiente juega un papelimportante,
ya que la transmision hombre-medio ambiente-
hombre es la que prevalece.s El agua, los alimen-
tos y las manos sucias suelen ser los vehiculos
mas importantes en la transmisién.

Un grupo de investigadores asegura que la
bacteria permanece “viable y no cultivable” en el
ambiente, en donde se ha detectado por técnicas
de inmunofluorescencia directa.®

Los mariscos crudos o mal cocidos proceden-
tes de aguas contaminadas pueden también par-
ticipar en la transmision.”:8

Diagnéstico
Hay sintomas premonitorios asociados al cole-

ra como anorexia, malestar abdominal y diarrea
liquida. Las evacuaciones al principio son de color
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café y poco a poco adquieren consistencia mas
liquiday pierden color hasta aparecer como “agua
de arroz”; no hay fiebre ni tenesmo, a menudo se
acompafia de vomito y pérdida de 10 a 15% de
peso corporal.®

El diagnéstico de laboratorio (desde un punto
de vistamicrobiolégico), se hace mediante el aisla-
miento & identificacion de ia bacteria presente en
la materia fecal.*

Enfermedad

Vibrio cholerae es el agente etiologico del cole-
ra, infeccion gastrointestinal aguda que puede
producir la muerte en pocas horas, debido al aito
grado de deshidratacion que produce. Si el enfer-
mo se atiende oportunamente, la mortalidad baja
de 1a2%.2

Epidemiologia

La historia de las epidemias de colera en el
mundo, revela que estamos atravesando por la
séptima pandemia. Las fechas aproximadas que
se dan varian segun los autores 2-10

En 1989 se vieron afectados 35 paises y hubo
brotes en zonas rurales de China. Algunos casos
esporadicos ya se habian registrado en el hemis-
ferio Occidental incluido Estados Unidos y Aus-
tralia.’®

Los casos autoctonos enlos Estados Unidos se
observaron en 1973, cuando se registré un caso
de Vibrio cholerae 01 serotipo Inaba en Port
Lavacca, Texas, aparentemente de origen desco-
nocidoy persistio esporadicamente hasta 1978.11

En 1981 se inform6 de un brote por la misma
cepa en 16 personas y otros, asociados al consu-
mo de mariscos crudos provenientes del Golfo de
Mexico.”

En México se cree gue la enfermedad llego
procedente de Europaen 1832, conlosinmigrantes
infectados y viajo por todo el territoriohasta Juchitan,
en donde se reportd el Ultimo caso en 1883.12En
1983 se informd de una turista estadounidense
que viajoé a Canclin, México y de ta que se aislo V.
cholerae 01 inaba toxigénico en heces. En el
estudio epidemiologico sélo se encontrd 16% de
Vibrio cholerae 01 en medio ambiente, pero no fue
posible aislar la cepa 01 toxigénica.?

29




Desde enero de 1991 se informo de casos de
célera en Peru, mismos que rapidamente se dise-
minaron a otros paises de Latinoamérica, con
algunos casos importados de Sudamérica.’*

El 12 de junio de 1991 se confirmé el primer
caso de célera en San Miguel Totolmaloya, Muni-
cipio de Sultepec en e! Estado de México. A partir
de esafecha casitodos los estados de la Republi-
ca Mexicana han presentado casos de colera con
aislamiento positivo.'s

En 1991 en Georgia, Estados Unidos hubo un
brote asociado al consumo de carne de cangrejo,
transportada ilegaimente de Sudamérica.’®

Desde 1991 el INDRE participa en los estudios
de aislamiento y caracterizacion de cepas de Vibrio
cholerae 01 tanto en pacientes, como de medio
ambiente, en apoyo a las actividades de preven-
cion y control de la Direccion General de Epide-
miologia, por medio de la Red Nacional de Labo-
ratorios de Célera para apoyar el diagnéstico, el
adiestramiento y la certificacion de los aislados de
todo el pais.* Ademas se realizan estudios serold-
gicos de colera incluyendo la determinacién de
anticuerpos vibriocidas y antitoxina,*'7 cuyos re-
sultados no se incluyen en esta publicacion. En
este trabajo presentamos los resultados de la
caracterizacion fenotipica y genotipica de las ce-
pas de Vibrio cholerae 01 aisladas en México.

Material y métodos

Se establecieron las normas para el aislamien-
to e identificacion de Vibrio cholerae 01, con
muestras de materia fecaly otras de origen huma-
noy ambientales como las de aguas negras (Figu-
ra 1), aguas biancas y alimentos.*

El aislamiento se hizo previo enriquecimiento
en medio de agua peptonada alcalina pH 9.0,
incubada a 37° C durante 8 h, y resiembra en
medio selectivo TCBS -(tiosulfato-citrato-bilis-
sacarosa)con 18-24h a 37°C.+81° Las colonias
amarillas caracteristicas, se seleccionaron para
identificarlas en medios diferenciales: TS|, agar de
triple azucar, LIA, medio agar lisina fierro, MIO
agar para movilidad, indol, y descarboxilacién de
la ornitina y caldo triptona para verificar la produc-
cion de indol.4

Ambientales Doble pase en agua peptonada alcalina
Hisopo de Moore. 500 mi de agua peptonada alcalina pH 9
L |

Hisopo rectal Incubar 18 ha 37 C

Agua puptbr;da aicalina pH 9 10 m! 37 © TCHES 18240

Incubar 6 -8 h a 37°C

TEBS ash,37C

21N

CULTIVO CELULAR  PCR

Figura 1. Aislamiento de V. cholerae.

ELISA

La diferenciacién microbiolégica de Vibrio
cholerae de otras especies relacionadas, se hizo
de acuerdo con Giono y cols.* y Kelly y cols.'®

La caracterizacion fenotipica se inicié con ia
identificacion del género y especie y continué con
la identificacion serologica que en este caso se
hizo con antisuero polivalente 01 anti-Vibrio
cholerae y sueros especificos para la identifica-
cion de los serotipos inaba y Ogawa, preparados
en el INDRE con los determinantes antigénicos
correspondientes.*2° Se incluyo también la deter-
minacion debiovares que clasificaa V. choleraeen
biovar clasico y biovar o biotipo El Tor (Cuadro I).

Cuadro |. Diferenciacién de los biotipos clasicos y
elector de V. cholerae serogrupo 01

Prueba Biotipo
Clasico ElTor

Aislado en Continente Asiatico Ocasional Comun
Aislado en el resto det mundo muy raro comun
Pruebas diferenciales:
heméilisis de eritracitos - +
Voges-Proskauer - +
Inhibicién con Polimixina 8 + -
(disco con 50 U)
Aglutinacion con eritrocitos de polio - +
Lisis por bacteriéfaga:

Clasico IV + -

FK + -

ElTor5 - +
Serotipos Antigenos

Ogawa AB

Inaba AC

Hikajima ABC

M

Tomado de: Kelly, Lickman-Brenner and Farmer, Ch 27 p.384-
395. in Manual of Clin. Microbiol. 5a. Ed. 1991. Balows etal A.S.

"y
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La hemolisis se probd inicialmente en medio de
gelosa con sangre de carnero al 5N (BAB) incuba-
doa37°C por24 henatmosfera parcial de CO,; las
cepas hemoliticas se verificaron mediante la prue-
ba de hemolisis en tubo con eritrocitos humanos al
2% en presencia de glicerol.’®

Ademas se incluy6 el estudio de resistotipos em-
pleando el método de Kirby-Bauer* y los antibiéticos:
tetraciclina (T), doxicilina (D), eritromicina (E),
ampicilina{Am), cloranfenicol(CM) y timetroprim con
sulfametoxazol(TM/SMT). Unlote se selecciontpara
la prueba de concentracion inhibitoria minima (CMI),
utilizando replicador de Steers.* En 1993 se agrego
furazolidona, estreptomicinay sulfisoxazol.

En un grupo se probé el efecto citoténico y
citotoxico en células Vero y CHO de filtrados de
cuitivos.'® Ef ensayo de la produccion de toxina
colérica (CT) se hizo por la técnica de ELISA a
partir de filtrados en medio de Craig.?°

Elgenotipo se hizo mediante la prueba de PCR,
que utiliza dos iniciadores ctx 2: CGG GAT TCT
AGACCTCCTenposicién 73a 94 ¢ctx 3: CGATGA
TCT TGG AGC ATT CCC en posicion 614 - 636,
que amplifica un fragmento de 569 pb del gene cix
A en un lote seleccionado de Vibrio cholerae 01y
no 01, siguiendo la técnica descrita por Fields y
cols.2" utilizando el termociclador Techne PHC-2.

Actualmente la ribotipificacion es un método de
biologia molecular que se emplea con fines
taxonomicos para obtener el patron genotipico de
las cepas.?? Originalmente se utilizaba el patron
polimérfico de los fragmentos de DNA o RNA
tratados con enzimas de restriccién RFLPC.2* Se
seleccionaron cepas hemoliticas?* y las primeras
cepas Ogawa para la subtipificacion de Vibrio
cholerae oribotipificacion, que se hizo siguiendo la
técnica descrita por Popovic y cols.2¢ Para analizar
fragmentos de DNA en estas cepas, obtenidos
mediante tratamiento con enzimas de restriccion,
las cuales se transfirieron a una membrana e
hibridizaron con unasonda, mismaque selecciona
las secuencias complementarias, se puede em-
plear rRNA, ya que es altamente conservado
durante la evolucién y revela los fragmentos de
DNA que presentan esa secuencia, asi se obtie-
nen 7 - 12 bandas que pueden analizarse y agru-
parse mejor. La especificidad de los fragmentos se
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evidencia con sondas, utilizando la técnica de
SouthernBlot.’®

Resultados

El Cuadro Il sefiala el numero de cepas de
origen humano procesadas en 1991,1992y 1993,
Estas cifras no son representativas de los casos
de colera, ya que se incluye un porcentaje parcial
enviado al INDRE paraia certificacion por parte de
la Red Nacional de Laboratorios de Colera y las
cepas aisladas de muestras de casos y/o contac-
tos enviados por la Direccion General de Epide-
miologia (DGE). Todos los resultados fueron pro-
cesados en una base de datos.

Los serovares se presentanen donde se observa
unavariacionevidente del serotipo Inaba presente en
99.5% para 1991, al serotipo Ogawaqgue prevalecid
en 95.0% de las cepas de 1992.

Los biovares o biotipos estudiados correspon-
dieron 100% af biotipo El Tor, y se observaron
algunas variaciones en la prueba de Voges
Proskauer y en la hemolisis. Se destaca que gran
parte de esta cepas provenian del Golfo de Méxi-
co?¢ (Campeche, Puebla y Veracruz). Hay que
sefialar que las cepas de Vibrio cholerae No 01 son
hemoliticas, y esta caracteristica se puede utilizar
en el laboratorio para separar de! total de Vibrios No
01, la cepa Vibrio cholerae No 01 perteneciente al
serotipo 0139, que aparecio en Asiaen 1993, y cuya
entrada probable a México esta siendo objeto de
vigilanciaporel INDRE, sobretodoenzonas costeras.

Los resistotipos se presentan en el cuadro II.
Vale la pena sefialar que la resistencia a furazo-
lidona, estreptomicina y sulfisoxazol, se observo
en 1993 en mas del 97% de las cepas.

La expresidn de la toxina en caldo de Craig se
verificd en el 100% de las cepas, conlatécnica de
ELISA, y se confirmé mediante la técnica de PCR;
asi mismo en el ensayo dela actividad biolégica en
cultivos celulares CHO y VERO se observé que
95% presentd efecto citoténico y 5% efecto
citotéxico; esto hace pensar que ademas de la
toxina colérica CT que produce efecto citotonico,
es probable que existan otras citotoxinas que
debenestudiarse.?

31




La caracterizacion genotipica con base en los
estudios de biologia molecular, confirmé que las
cepas de Vibriocholerae 01, abrigan en sugenoforo
lainformacion paralaproduccion de CT, yporende
dan positiva la prueba de PCR y las cepas que
serol6gicamente son negativas para el sero-tipo 01
y que légicamente corresponden al género Vibrio
cholerae No 01, dieron negativa la prueba PCR
paraCT, aunque eniaprueba en cultivos celulares
algunas fueron citotoxicas.

Los ribotipos se presentan en el Cuadro lil, en
donde se observael patronde laribotipificacion que
seobtuvoen 11 cepas probadas, unodelestado de
Guerrero, dos del Estado de México, seis proce-
dentes de Hidalgo y dos de Quintana Roo. Como
controles se emplearon cepas proporcionadas por

ladoctora K. Wachsmuth del CDC de Atlanta, Ga.
Seobservaquelosribotiposfueron 5,6ay 12, éste
ultimo correspondi6 a dos cepas aisladasen Cancun
en 1983y correlaciond con el ribotipo 12 en donde
se incluye a un grupo de cepas de Vibrio cholerae
No01.28

Discusién

La eficacia enlarecuperacionde Vibrio cholerae
depende del momento en que se tome lamuestra,
ya que durante el periodo prodrémico y durante la
fase de estado, la bacteria esta presente en gran
numero en las muestrafecales enlamayoriadelos
casos, observando que en los primeros brotes la

Cuadro |1. Aislamiento de Vijbrio cholerae en México

Cultivosy
cepas V.choleare 01 Ve No. 01 Inaba Ogawa B hemoliticas
procesadas
No. % No. % No. % No. % No. % No. %
1015
1991 13808 264 +3735" 176 NR' 4727 322 23 02 103 217
1992 18345 351 11706 435 385 515 o422 642 2268 185 343 29
1993 20027 384 10466 388 363 485 519 36 9947 813 79 075
Total 52180 100 26922 100 748 100 14668 100 12238 100 525 20
** Capturado en libreta
* Hikojima 16(0.1%) aislada en 1992
A =
‘il ™\
Cuadro lil. Ribotipos obtenidos en cepas mexicanas
Cepas No. Estado Ao Fuente Bio/Ser Ribatipo Elisa PCR
C7331 Edo. de México ™M Humano EA 5 + +
C7343 Guerrero 701 Humano En 5 + +
C7354 Edo. de México .1 Agua Eft 5 + +
C7479 Hidalgo 81 Humano EN 5 + +
c77z7 Hidaigo 991 Humano E/l 5 + +
C7846 Hidalgo 91 Humano E/ 5 + +
8344 Hidalgo 4192 Humano E/O 6a ND +
C7486 Hidalgo 891 Humano E/O 6a + +
C7496 Hidalgo 8/91 Humano E/O 6a + +
cMo1-3 Quintana Roo /83 Agua Negra E/Q 5
t €M157-4 Quintana Roo 9/83 Agua Negra No1 12
>
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recuperaciéon de Vibrio de casos con sintomato-
logia, fue de un 100%,; sin embargo, en poblacién
abierta cuando se hacia unabusqueda intencional
de casos y en contactos, tuvieran o no sintomas,
era de un 25 a 30%. Este valor relativo se atribuye
a que no todos los individuos habian estado en
contacto con labacteria o ya habian sido infectados
antes. Los casos clinicos observados con cultivo
negativo, muchas veces fueronatribuibles aquela
muestra se obtuvo después dehaberadministrado
antibioticos, con frecuencia se usé vibramicina en
una sola dosis, que es suficiente para negativizar
algunos cultivos.?* Otro aspecto importante es se-
guir una metodologia que permita el aislamiento no
sélode Vibrio cholerae sino de otros agentes cau-
santes de diarreas secretoras; hay que hacer notar
que en aquellas areas en donde ya se tenian
documentados casos de colera, se obtenia cultivo
positivo aun en casos asinto-maticos, y cuando la
materia fecal era semiformada o semi liquida. La
busqueda dirigida de anticuerpos vibriocidas y an-
titoxina reveld que habia existido, enalgunas areas,
circulacion amplia de la bacteria; por lo general, al
principio, aparecié en las aguas negras y poco
tiempo después o casi simultaneamente, se pre-
sentaron los casos, permaneciendo en el ambiente
aun cuando los casos clinicos ya no se presenta-
ban enla zona.

Elestudio fenotipico de Vibrio cholerae 01basa-
do en las variaciones fenotipicas de las pruebas
metabdlicas, se hizo desde Heiberg en 1935, con-
siderando la fermentacion de manosa y
sacarosa, asi como la aglutinacioén con suero
especifico anti-Vibrio cholerae 01; Gardner y
Venkataram, también lo utilizaron agregando va-
rios azucares, y luego Kauffman agrego el indol, el
Voges Proskauer y la reduccion de nitratos.?® La
fenotipificacion de las cepas en la actualidad, se
basa en la diferenciacion en biovares o biotipos
clasico y El Tor, esto se hace con la finalidad de
distinguirlos mediante pruebas sencillas pero dis-
criminatorias y reproducibles, que indirectamente
sefalan diferencias fenotipicas en receptores a
los fagos, el lipopolisacarido o enla superficiede [a
pared celular, lo que se evidencia por la diferente
sensibilidad a la polimixina y alfagoIVy V, yala
presencia o ausencia de hemaglutinina que fija a
la célula; no obstante los dos biovares tienen la
capacidad de producir toxina colérica (CT). Los
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mapas genéticos de ambos biotipos sefialan que
en la zona que codifica para CT, esta cercana al
locus his-1 de lacepa 569B clasica. Al compararla
con la cepa 162 y la cepa El Tor GN6300, se
observé quetiene un alto grado de similitud, pero en
laregion que contiene el locipro-201-pyrA201-leu-
1-ura-201, tienen secuencias invertidas.2? Aunque
ambas producen toxina colérica, confrecuencia se
menciona que ia cepa El Tor es menos virulenta;
sinembargo, este concepto esrelativo, yaque esta
comprobado que el biotipo clasico tiene capacidad
de producir comparativamente mas toxina que El
Tor. Las otras pruebas como hemaglutinacion,
resistenciaa polimixina y producciénde hemolisina,
estan cercanas genéti-camente a los genes: cha,
pmx y hly cercanos al gene leu.?8 La hemblisis se
considera presente en las cepas El Tor aisladas
desde 1973 en fa zona del Golfo de México, y es
congruente con un patron sélo de enzimas de
restriccion para este grupo que permitio distinguirlo
del resto de las cepas cuando se empled Hind lll;
sin embargo, desde los primeros aislamientos de
lacepaperuana, esdecir, laque prevaleceen este
estudio, se observd que no habia produccion de
hemolisina. En este trabajo, la frecuencia de las
cepas hemoiiticas fue de 2.1% en 1991, 2.9% en
1992y0.75% en 1993, cuando se empledlatécnica
de siembra en placa de BAB; no obstante en la
mayoriade ellas, cuando se hizo la prueba en tubo
se confirmé que eran negativas. Este sistema,
también sirvié para separar a las cepas de Vibrio
cholerae No 01, que son hemoli-ticas y puede servir
para distinguir a las cepas de Vibrio No 01 del
serotipo 0139, que también al igual que la cepa
epidémica de colera son negativas.

En Louisiana se han aislado variantes 01 tox+y
tox - y variantes No 01 tox+ y tox- con patrones de
enzimas de restriccion diferentes.2” En este trabajo
se observa quelafrecuencia relativade aislamien-
tos de Vibrio cholerae No 01 fue muy baja, y se
observaquelas cepas nohan sidotoxigénicas sino
hemoliticas, y algunas presentan efecto citotdxico
en cultivos celulares aparentemente no relaciona-
do conlaproducciénde CT, sino mas bien pudiera
deberse aotro tipo de citotoxina. Esto mismo se ha
observado con cepas aisladas del ambiente, es
decir, aguas negras y aguas blancas.

Es justificable que en la actualidad se reco-
miende elempleo de pruebas rapidas parael diag-
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noéstico de célera, como la prueba Coa-Vich, di-
sefiadaporel INDRE oalgunas pruebas comerciales;
sin embargo, no indica que se deje de emplear el
cultivo para disponer de un nimero razonable de
cepas procedentes de diversos puntos del pais,
que permitan la caracterizacion fenotipica y
genotipica. Los resistotipos revelaron que con los
antibiéticos que empleamos en 1991-1992 y en
1993, todas fueron sensibles, con excepcion de un
grupo de cepas resistentes a tetraciclina y doxici-
clina que se obtuvieron en 1992, en una zona
limitada del estado de Veracruz, las que dieron
patrén intermedio al practicar la determinacion de
CMIfueron sensibles, por ellorecomendamos que
el diametro de la zona de inhibicién se reduzca 2-
3 mm de lo recomendado por Kelly; con ello se
evita reportar como resistentes a cepas qgue en
realidad son sensibles.®

En 1993, seagregaron en este estudio 3 antibioti-
cos mas: furazolidona, estreptomicina y sulfiso-
xazol, los cuales fueron utiles, ya que dieron mas
del 97% de resistencia y, en forma retrospectiva,
algunas cepas aisladas al inicio de los casos en
1991, principalmente en las cepas del serotipo
Ogawa,; este patron puede servir come marcador
epidemiologico inicial en estudios posteriores.

Los estudios genotipicos se orientaron princi-
palmente a corroborar la toxigenicidad por los
métodos-de ELISA y los cultivos celulares, todas
las cepas fueron toxigénicas y aquellas cuya lec-
tura fue cercana o menor a dos desviaciones
estandar o bajas productoras, con ELISA, confir-
maron que eran toxigénicas porla pruebade PCR,
y no se obtuvo ninguna cepa toxigénica en el grupo
de No 01.

Las preparaciones del DNA se emplearon para
hacer la ribotipificaciéon (aunque el gene de la
toxina se puede investigarpara buscarlabiodiver-
sidad genotipica) y dan tres patrones; en este
estudio no se aplicaron ya que sélo se usaron dos
tipos de iniciadores, ¢tx 1 y ctx 2, que amplifican el
locirelacionado con el gene de la subunidad A de
la toxina, pero se puede combinar si se emplean
otros iniciadores y con el patrén de fagos estos
resultados se analizan en forma conjunta.

Una subtipificacion mas completa incluye el
pairon de enzimas multilocus con 15 variables y
los electrofenotipos concuatro. Enlaribotipificacion
empleamos la enzima de restriccién Bffm 1 que da

resultados reproducibles, ya que Popovicy cols.2
emplearon otras mas y al final seleccionaron ésta.
En este trabajo, se obtuvo el patrén correspon-
diente al ribotipo 5, que corresponde con la cepa
peruana o epidémica. El ribotipo6a, se observo en
un grupo de cepas procedentes del estado de
Hidalgo asociadas a la resistencia a furazolidona,
estreptomicina y sulfisoxazol; en todas las cepas
que se han ribotipificado hasta ahora (datos no
mostrados), todas han correspondido al ribotipo 5.
Consideramos que debemos probar un mayor
numero, ya que es probable que subsistan en la
coleccion de cepas de 1993 y necesitamos corro-
borar la presencia del ribotipo 2 en el grupo de
cepas hemoliticas. Con este método no fue posi-
ble que pudieramos distinguir entre las cepas
Inaba de 1991 y las cepas Ogawa de 1993; sin
embargo, parecen provenir de [a misma clona, ya
que dieron ribotipo 5.

Elribotipo 12 se obtuvo en Canclin, solamente
€on una cepa proporcionada por K. Wachsmuth,
procedente de Vibrio cholerae No 01 aislada de
aguas negras, en 1983, después de que unaturista
presentd un cuadro con un aislamiento positivo a
Vibrio cholerae 01.14

Este trabajo muestra que hay todavia muchas
interrogantes que deben investigarse y que si
consideramos que en 1990, la posibilidad de tener
casosde coleray hacerdiagnéstico microbiolégico
se veia remota, ahora es evidente que tendremos
colera por una larga temporada y los estudios
microbiolégicos pueden ayudar a esclarecer las
variaciones en las clonas, su probable origen, asi
como ayudar a establecer medidas de control.3¢
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Comentario

Algjandro Cravioto*

Comentar el trabajo de ingreso a la Academia
Nacionalde Medicina de la doctora SilviaGiono, es
un doble honor: primero por tratarse de una distin-
cién especial que me hace por primera vez nuestra
Corporacion, y segundo por tratarse del esfuerzo
de una persona a quien admiro y estimo desde
hace mucho tiempo.

El estudio presentado por Silvia Giono y sus
colaboradores, refleja claramente el enorme es-
fuerzo que se ha realizado en nuestro pais a partir
de 1991, por conocer y controlar un problema
emergente de salud publica como es el célera. A
pesar del gran interés de investigadores mexica-
nos en el estudio de bacterias causantes de dia-
rrea, durante los Ultimos 50 afos, antes de que
aparecieranlos primeros casos de coleraen nues-
tropais, existia pocointerés en el estudio detallado
del Vibrio cholerae 01 causante de esta enferme-
dad. Afortunadamente, la preparacion técnica y
cientifica de microbiélogos como la doctora Giono,
permitieron una rapida implementacion de medi-
das tendientes a controlar el problema, una vez
que se detecto el primer caso de colera en el pais.
A partir de ese momento, se comenzo no solo el
estudio detallado del microorganismo causante
del problema, sino también el entrenamiento de
microbidlogos entodo México, afin de habilitaruna
red nacional de laboratorios que puedan aislar e
identificar al germen, conforme aparece en distin-
tas partes del territorio nacional. Quiza pormodes-
tia, el trabajo de Gionoy colaboradores no destaca
esta segunda parte, a pesar de haber recaido
sobre ellos el mayor peso de esta capacitacion a
nivel nacional.

*Académico Numeratio

Elestudio muestra lamagnitud deltrabajo desa-
rrollado, el cual no séloha comprendidola caracte-
rizacion de un gran nimero de cepas de Vibrio
cholerae 01, sino también el subsecuente empleo
de técnicas para la identificacion rapida del
microorganismo, con objeto de apoyar la labor de
los miembros de los equipos de salud, a fin de
brindar un mejor manejo de sus pacientes. Muestra
también como el empleo de técnicas de biologia
molecular, utilizadas para la caracterizacion geno-
tipica y fenotipica de la bacteria, han permitido
obtener un enfoque epidemioiogico mas adecuado
del problema. Sin el estudio detallado hecho por
los autores, hubiera sido dificil entender por quéla
bacteria ha cambiado gradualmente del serotipo
inaba al Ogawa, o por qué ha ido adquiriendo pro-
gresivamente resistencia a antimicrobianos utili-
zados como parte del tratamiento de la enfermedad.

La aparicion del cdlera en México ha permitido
también el entendimiento de la participacion de
otros Vibrio cholerae de serotipos No 01 dentro del
panoramaepidiomolégico delas diarreas en nues-
tro pais. Fuera de un estudio realizado hace 10
afios por Finch y colaboradores,’ existia poca
informacion sobre la participacion de estas bacte-
rias como causantes de enfermedad en México.
Dada laimportancia del brote de colera reportado
recientemente en el sudeste asiatico asociadocon
el aislamiento de un Vibrio cholerae No 01 de
serotipo 0139,2labuisqueda de este tipo de gérme-
nes en nuestro medio cobra atn mayor importan-
cia. La experiencia obtenida para la deteccién de
estas bacterias en los Gitimos tres afios, permitira
una mejor vigilancia de un problema emergente de
salud que pudiera también arribar a nuestro pais.
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Aunque no en forma explicita, se desprende
también deltrabajo, que esta descripcidn inicial de
las caracteristica fenotipicas y genotipicas de las
cepas de Vibrio cholerae estudiadas por Giono y
colaboradores, se complementara en un futuro
cercano, con otros estudios de corte analitico que
permitan un mejor entendimiento de la dinamica
del problema y de la bondad del uso de medidas
parasu control, como pudiera ser el uso de vacunas.

Quisiera destacar, finalmente, que ingresa hoy
a nuestra Corporacién un eminente maestro, du-
rante los vltimos 20 afios. l.a doctora Silvia Giono
ha dedicado gran parte de su tiempo al entrena-
miento de la mayor parte de los microbi6logos
médicos que existen en este pais. Su capacidad
paraguiaramentesjovenesdentro delainvestiga-
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cion se refleja claramente en la gran cantidad de
sus alumnos, actuales y pasados, que han venido
aoirlayaacompafiarlaen este reconocimiento que
le hacen sus pares al recibirla como Académico
Numerario de nuestra Corporacion. Como parte de
estos uitimos, me complace mucho darie la bien-
venida.
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