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RESUMEN 

Vibrio cholerae es la bacter ia que causa el cólera, enfermedad 

que en países subdesarro l lados puede l legar a presentar una alta 

mortal idad. 

Invest igaciones real izadas han demostrado que muchos 

microorganismos desarrol lan una respuesta adaptat iva cuando crecen 

bajo condic iones de estrés moderado. En general , la adaptación 

parece involucrar múlt iples genes como es indicado por las proteínas 

excretadas. Se cree que la función de estas proteínas es proteger a 

las células de cambios adversos, los cuales pudieran ser letales. 

El pH y las sales bi l iares, son algunas barreras a las que se 

expone esté microorganismo desde la preparación de al imentos hasta 

la producción de la enfermedad. Por lo que resulta de gran interés 

invest igar si este microorganismo posee la capacidad de producir 

proteínas del estrés, como respuesta a estos factores, así como si 

esas proteínas pudieran favorecer la sobrevivencia a condic iones 

letales de ese u otro estrés. 

Las células fueron sometidas a un choque subletal ácido utilizando una 

solución de HCI 1M (pH 5.5) y jugo biliar humano (3 mg/ml) por 20 min. Las 

células alcanzaron niveles de crecimiento semejantes al control. Cuando 

aplicamos un choque subletal ácido y con jugo biliar humano a las células se logró 

la inducción de tolerancia a condiciones acidas y con jugo biliar, además se 

observó que a! aplicar el choque subletal (pH 5.5 y 3.0 mg/ml) de jugo biliar las 



células resultaron ser 2 a 3 veces mas tolerantes a pH 4.5 y a jugo biliar humano 

(30mg/ml); esta tolerancia se prolongó hasta por 9Gmin. Además, establecimos 

que cuando las células se sometían a un estrés subletal ácido (pH 5.5), las células 

adquirieron tolerancia con jugo biliar humano (30 mg/ml) y esta tolerancia 

permanecía por 60 min después de aplicado el choque. Cuando analizamos si el 

choque subletal ácido y con jugo biliar producen un efecto en la producción de 

toxina, encontramos que al aplicar el choque ácido no se afectó la producción de 

la toxina, sin embargo al aplicar un choque con jugo biliar establecimos en una de 

las cepas analizadas una disminución de la toxina. También demostramos que un 

choque subletal ácido induce la síntesis de 4 proteínas de choque ácido para la 

cepa C7677 con pesos moleculares de (106, 94, 88 y 77 kDa) mientras que en la 

cepa 1837 sólo se indujo 1 una proteína con un peso molecular de (106). Las 

proteínas de choque ácido se siguen sintetizando aun después de 90 min. 

Además se observó que un choque subletal con jugo biliar provocó la inducción de 

al menos 7 proteínas de choque con jugo biliar humano para la cepa C7677 (114, 

106, 101, 88, 84, 56 y 46 kDa), mientras que en la cepa 1837 solo se indujeron 3 

proteínas (97, 88 y 77 kDa). Con todo lo anterior podemos entender algunos 

mecanismos de que se valen estos microorganismos para poder sobrevivir a 

condiciones adversas de acidez y jugo biliar humano. 



ABSTRACT 

Vibrio choierae is the bacter ium that causes cholera, a disease 

that in develop ing countr ies can cause high moral i ty rate. 

Research has been done which shows that many 

microorganisms develop an adapt ive response when grow under 

moderate stress condi t ions. In general , adaptat ion seems to involve 

mult iple genes as it is indicated by synthesis of di f ferent proteins. It is 

bel ieved that the funct ion of these proteins is to protect cel ls f rom 

harsh changes that could be lethal. 

pH and bi le salts are stresses at which this microorganism is 

exposed from food preparat ion to disease product ion. Because of this, 

it is of great interest to invest igate if th is microorganism has the 

abi l i ty to produce stress related proteins, as a response to these 

factors, as wel l as if the cells became adapted to those stresses. 

Cells were given a sublethal acid shock (pH5.5) and a human 

bile ju ice shock (3 mg/ml) for 20 min. After these treatments, 

to lerance to acid and bi le ju ice was induced. Cells turned out to be 2 

to 3 t imes more to lerant to pH 4.5 and human bi le ju ice (30 mg/ml); 

this to lerance was maintained by at least 90 min. On the other hand, 

when the cel ls were subjected to the acid stress (pH 5.5), they 

acquired to lerance to human bile ju ice (30 mg/ml), this to lerance 

remained for 60 min after the treatment was appl ied. 



Apply ing (he acid shock did not affect enterotoxin product ion, 

but bile ju ice induced a reduct ion in the product ion of th is protein. 

Acid shock induced the synthesis of 4 proteins (106, 94, 88 and 77 

kDa) in the strain C7677, whi le in the strain 1837 only the 106 kDa, 

was induced. These proteins are synthesized even after 90 min of the 

acid shock. Bi le ju ice induced at least 7 proteins (114, 106, 101, 88, 

84, 56 y 46 kDa) in the strain C7677, whi le in strain 1837 only 3 

proteins (97, 88 y 77 kDa) were induced. These resul ts are important 

to the knowledge of V. cholera pathogenesis, and provide useful 

information for the control of the diseases caused by this bacter ium. 



INTRODUCCIÓN 

El cólera es una enfermedad infecciosa causada por un baci lo 

gram negativo, Vibrio cholerae (Kaper. J. B., eí al, 1995). 

V.cholerae se c lasi f ica en grupos serológicos con base en la 

estructura ant igénica de uno de sus componentes pr incipales 

denominados antígenos somáticos O. Así, se han ident i f icado 

aproximadamente 152 formas del antígeno O. Los serogrupos 

responsables de cólera epidémico comprenden V. cholerae 0 1 que se 

divide en tres serogrupos (Inaba, Ogawa e Hikojima) y el Vibrio 

cholerae 0 1 3 9 Bengal (Vi l leneuve, et al, 1999; Nesper, et al, 2001). 

De estas bacter ias, solamente dos serogrupos, 0 1 El Tor, Inaba y 

Ogawa, se han ident i f icado en la epidemia lat inoamericana de 1991 

(Koo, ef al, 1997). 

Todos estos vibrios pueden colonizar el intest ino humano, en 

donde producen la toxina colér ica (CT), la cual causa una al teración 

en el t ransporte hidro-electrol í t ico a través de la mucosa intest inal. 

De esta manera, se estima que la bacteria provoca una diarrea 

profusa en 5 de cada 100 infectados, que en caso de no atenderse, 

puede causar la muerte en pocas horas. Además sólo un 20% 

presenta manifestaciones clínicas en tanto que en el porcentaje 

restante, no se presenta sintomatología; sin embargo, excretan el V. 

cholerae en las heces y posiblemente t ienen un papel importante en 



la d iseminación de la bacteria durante las epidemias (Faruque, ef al, 

1998). 

El agua representa el medio pr inc ipal de d ispers ión de la 

enfermedad, pero los al imentos contaminados con heces de 

individuos infectados se si túan como el vehículo a t ravés del cual la 

enfermedad es adquir ida (Mil ler, ef al, 1989; Kaper. J. B., ef al, 

1995). 

Después de un período de incubación de 12 horas a 5 días, (en un 

promedio de 2 a 3 días), aparece súbitamente la diarrea abundante y acuosa. Esta 

diarrea constituye la principal manifestación clínica en todos los pacientes. Sin 

embargo, puede existir sintomatología previa como anorexia, irritabilidad y 

malestar abdominal (Kaper, J., et al, 1995; Tapia, C. R., et al, 1992 y JeevanJyot, 

et al, 1995). 

Se ha establecido que algunos factores determinan el desarrollo de la 

enfermedad, tales como el nivel socioeconómico, la disponibilidad y el acceso a 

medidas sanitarias básicas, el estado nutricional, el embarazo, la inmunidad 

natural y la acidez gástrica (Giannella, S., ef al., 1972). Esta última representa una 

barrera de defensa frente al ingreso de microorganismos por vía oral, de tal 

manera que cuando dicha protección se encuentra disminuida, las bacterias 

proliferan más fácilmente por lo que, la ingestión simultánea de alimentos capaces 

de neutralizar el jugo gástrico permite que la infección se produzca con dosis 

mucho menores (González, S. N, y S. N. Saltigeral., 1992). 

Otro mecanismo de defensa que tiene el huésped contra el vibrión es la 

inmunidad natural, la cual en parte está constituida por producción de anticuerpos 



que se estimulan por exposiciones previas a la bacteria. Por esta razón, en las 

zonas endémicas, ia enfermedad afecta, a los niños entre dos y nueve años de 

edad (Tapia, C. R., eía/, 1992). 

Una vez que se ha ingerido la bacteria, es necesario que sobreviva a la 

acidez gástrica; llegar a la parte superior del intestino delgado, penetrar a la 

membrana mucosa y colonizar el epitelio. A partir de este sitio, los 

microorganismos se multiplican y producen la toxina (CT) que causa la 

sintomatologia característica (Kaper, J. B., etal, 1995). 

Se han realizado varias investigaciones donde han demostrado que 

muchos organismos desarrollan una respuesta adaptativa cuando crecen bajo 

condiciones de estrés moderado. En general, la adaptación parece involucrar 

múltiples genes como es indicado por las proteínas sintetizadas. Se cree que la 

función de estas proteínas es proteger a las células de cambios adversos, los 

cuales pudieran ser letales (Gautan, K., et al, 1994; Visick, E. y Sclarke. 1995). La 

respuesta a estos cambios no deseables en el medio ambiente es crucial para la 

sobrevivencia de los organismos. El pH bajo y las sales biliares, son algunas 

barreras a las que puede exponerse este microorganismo desde la preparación de 

alimentos hasta su desarrollo en el intestino, y dado que hay mucho 

desconocimiento al respecto con V. cholerae, nosotros nos propusimos analizar el 

efecto de un choque subletal ácido y con jugo biliar humano en el crecimiento y la 

producción de la toxina de V. cholerae, asi como determinar si estas condiciones 

inducen la síntesis de proteínas del estrés. Esto nos ayudaría a tener un 

conocimiento más amplio sobre la fisiología de este microorganismo, lo cual 

serviría para tomar medidas de control más adecuadas que nos permitan prevenir 



y controlar la enfermedad del cólera. 



ANTECEDENTES 

EPIDEMIOLOGIA DEL CÓLERA 

Se estima que 120,000 defunciones son causadas por el cólera 

cada año en el mundo, afectando pr incipalmente a niños. 

El cólera ha sido categor izado como una de las infecciones 

emergentes y dispersantes en el mundo. Recientemente se susci taron 

eventos que marcaron la reemergencia de la enfermedad. En 1991 se 

presentaron muchos casos de cólera en América Latina. En 1994 

cerca de 70,000 refugiados de Rwanda y Zaire fueron afectados con 

la enfermedad, y de el los 12,000 murieron. De 1992 a 1993 reemergió 

el cólera en la India. Todos estos episodios posiblemente marcaron el 

inicio de la octava pandemia de cólera (Faruque., ef al, 1998). 

PATOLOGÍA Y FACTORES DE VIRULENCIA 

La infección de V. cholerae empieza con la ingesta de al imentos 

o agua contaminada con este organismo. En voluntar ios se ha podido 

demostrar que la dosis infectiva es de 104 a 108 unidades formadoras 

de colonias (UFC). (Kaper, ef al, 1995). 

La acidez gástr ica const i tuye uno de los pr incipales 

mecanismos de defensa del hospedero. Sin embargo, existen otros 

factores que inf luyen en la patogénesis de V. cholerae; éstos pueden 



estar re lac ionados con el hospedero o directamente con el bacilo 

(González, S. N y S. P. Sal t igeral , 1992). 

Se ha demostrado que individuos que t ienen el grupo sanguíneo 

O, son mas suscept ib les a presentar infecciones más severas, que 

los que t ienen otros t ipos. También se han real izado estudios en 

voluntar ios donde se demostró que ingir iendo 25 pg de la toxina pura 

( ingerida con cimetidina y NaCCb para contrarrestar la acidez) fue 

suf ic iente para producir la s intomatología característ ica del cólera. 

Sin embargo, otras invest igaciones real izadas también en voluntar ios 

demostraron que sólo 5 ng de la toxina bastaron para producir la 

diarrea (Kaper, et a/, 1995). 

Se ha visto que esta bacteria posee además otros factores 

involucrados en la v i ru lencia, como son las estructuras de 

colonización que intervienen en la adhesión de la bacteria a las 

células del huésped. Entre estas estructuras se encuentran los pi l i 

(Tcp), una hemaglut in ina y algunas proteínas de membrana. Aunque 

la CT es la responsable de la mayor parte de los síntomas de la 

enfermedad, los v ibr ios también producen otras toxinas, que 

contr ibuyen en menor grado a la sever idad de la diarrea (Champion, 

ef al, 1997). 

Muchas bacterias patógenas regulan la expresión de genes de virulencia de 

una manera coordinada con cambios en el medio ambiente. Por ejemplo, V. 

cholerae posee un regulon de virulencia compuesto de aproximadamente 20 

genes involucrados en la colonización, la producción de la toxina y la 



sobrevivencia de las bacterias con el hospedero. Se ha visto que estos factores 

están coordinadamente regulados por estímulos extemos, tales como la 

temperatura, pH y la osmolaridad. La expresión del reguión es dependiente del 

activador transcripcional ToxR, que es influenciado por ciertas condiciones 

ambientales (Skorupski. K., and Taylor. R. K. 1997). 

Waldor y Mekalanos (1996), estudiaron los genes para la producción de la 

toxina del cólera (cfcoA y ctxB), así como otras toxinas (zof y ace). Ellos 

encontraron que todos ellos están ubicados en una misma región del cromosoma 

bacteriano, flanqueada por secuencias de inserción (attRSI). Se ha establecido 

que estos genes integrados al cromosoma, son en realidad parte del ADN de un 

bacteriófago filamentoso (CTX *), semejante al colifago M 13, que confiere a estos 

factores de virulencia la capacidad de transmitirse a otras bacterias, tanto vertical 

como horizontalmente. La egresión de estos factores se da bajo una compleja 

interacción entre genes ubicados dentro (ctxAB) y fuera (toxR y TCP) de dicha 

región. Este bacteriófago requiere de la expresión de los TCP bacterianos, ya que 

éstos actúan como sus receptores. Estos investigadores también demostraron que 

la eficiencia con que se transfieren dichos fagos entre las bacterias depende de 

las condiciones ambientales en que se encuentren. 



MECANISMOS DE ACCION DE LA TOXINA 

La enterotoxina es una molécula compuesta por cinco 

subunidades B, inmunogénicas, que además son las responsables de 

la adhesión de la toxina al epitel io; y una subunidad A, no 

inmunogénica, responsable de la al teración en la permeabi l idad de la 

membrana intest inal. La enterotoxina se une a la superf ic ie de las 

células epi te l ia les de revest imiento del intest ino a través de un 

receptor específ ico (gangl iósido GM1) expresado en la superf ic ie de 

los entercci tos. Después de la unión de la toxina al receptor GM1, se 

produce la endoci tosis del complejo toxina-receptor. En este proceso 

se forma un endosoma a partir de la membrana celular, el cual 

transporta la toxina a través del complejo de Golgi y del retículo 

endoplásmico, hasta la membrana basolateral de la célula donde las 

subunidades A y B son l iberadas. Este mecanismo de transporte se 

denomina tranci tosis, y durante él, la subunidad A de la toxina del 

cólera experimenta su act ivación como resultado de la proteól isis por 

la reducción de un puente disul furo. (Kaper, J. B., etal, 1995; Sandvig, et 

a/, 1996). 

Un segmento de la subunidad A (A1) activa a la proteína 

ligadora de nucleót idos de guanina (GBP), la cual posee la capacidad 

de unir moléculas de tr i fosfato de guanosina (GTP) para luego unirse 

a un componente regulador de la enzima adeni latociclasa y promover 

la act ivación. La adeni latocic lasa, catal iza la conversión de ATP 



AMPc y el incremento en las concentraciones intracelulares de ésta 

molécula, activa la enzima proteína cinasa A. Esta últ ima fosfor i la 

residuos de serina en múlt iples proteínas. La importancia de éste 

mecanismo mediado por AMPc radica en que en los enterocitos, el 

transporte a t ravés de la membrana celular de algunos electrol i tos 

esta regulado por la generación de éste segundo mensajero (Hirst, T. 

R., et al 1987; Lencer, et al, 1995; Finkelstein, R. 1987). 

La toxina del cólera induce el desarrol lo de diarrea mediante la 

inhibición de la absorción de cloruro de sodio y la fac i l i tac ión de la 

secreción de cloro. Los enteroci tos real izan la excreción de cloro a 

través de un canal iónico local izado en la superf ic ie apical de los 

enterocitos denominados CFTR const i tuido por dos dominios, a los 

cuales se unen moléculas de ATP, y un dominio regulador (RD), que 

bloquea el poro central del canal a través del cual se realiza la 

excreción de cloro desde el ci toplasma celular [(De Wolf , 2000; 

Connell, e t al, 1995). (Fig 1)]. 
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ACCION DE LAS SALES BILIARES 

El hígado produce bil is cont inuamente, unos 800 a 1000 mi por 

día. La bi l is es una solución r ica en lípidos secretada a los canales 

biliares por los hepatoci tos, y es def in ida como una secreción 

digestiva, porque conjuga ácidos bi l iares y promueve la absorción de 

lípidos (Granger. N .D., et al., 1985). 

La bi l is producida en el hígado, se transporta a través de los 

canalículos hasta la vesícula bil iar, donde se concentra y almacena 

durante el ayuno. Después de la comida, la vesícula vierte la bi l is 

almacenada y concentrada al duodeno. Las sales bi l iares 

(constituyente pr inc ipal de la bi l is) se reabsorben pr incipalmente en 

la porción distal del intest ino delgado (í leon). El hígado las vuelve a 

captar desde la sangre para ut i l izar las de nuevo (circulación 

enterohépatica) (Wrigh. R., et al., 1985). 

Las sales bi l iares derivan del colesterol , formándose dos en el 

humano: colato y quenodesoxicolato de sodio, las cuales son 

llamadas sales pr imarias. Poster iormente estas se combinan con 

residuos de gl ic ina y taurina formando taurocolato en íleon y colon, y 

por la acción de algunas bacterias anaerobias como Fusobacteríum 

sp y Bacteroides sp, las sales bi l iares primarias son transformadas a 

desoxicolato y l i tocolato de sodio que son l lamadas sales bi l iares 

secundarias. La subsiguiente modif icación de estas últ imas, resulta 

en la producción de sales bi l iares terciarias las cuales son insolubles 



en agua y se el iminan casi totalmente en las heces [(Wright, R., et 

al, 1985), Fig 2], 

A. Pnmary Bile Acids B. Secondary Bile Acids 

Fig 2. Der ivac ión de los ác idos b i l iares de humanos 

La función de las sales bi l iares es la emulsi f icación de las 

grasas, debido a su naturaleza ant ipát ica, las sales bil iares poseen 

acción detergente, ya que son capaces de disminuir la tensión 

superficial de las partículas de grasa, rompiéndolas y formando 

micelas. En segundo lugar contr ibuyen en la absorción de ácidos 



También se ha observado que las sales bi l iares son capaces de 

inhibir el crecimiento de bacterias de la f lora normal entre ellas 

Lactobacillus sp, Bacteroides fragUis, Enterococcus sp, klebsiella sp 

y C lostridium perfringens cuando estas son adicionadas al medio de 

cultivo (Floch, et al, 1972). 

La f lora intest inal es una población heterogénea formada por 

más de 400 especies dist intas de bacterias y levaduras que se 

encuentran en el tubo digest ivo del ser humano. Se estima que el 

numero total de bacter ias que la const i tuyen es de 1014 

La densidad de estas bacterias aumenta paulat inamente desde 

el estómago, que es práct icamente estéri l , hasta el colon (intestino 

grueso) donde alcanza su máximo. Algunas bacterias de la f lora, 

tales como las Bifidobacterias, estreptococos y los ¡adobadlos, son 

considerados benef ic iosas para el individuo. Las alteraciones de la 

flora se asocian con múlt iples patologías por lo cual es importante 

poder impedir su desapar ic ión (Dunne. C., et al, 2001). 

En condiciones normales toda la f lora intest inal permanece en 

un estado de equi l ibr io dinámico, es decir, que aunque esté sometida 

a constantes cambios se reequi l ibra, siempre y cuando no se den 

situaciones muy drást icas. El estrés puede provocar cambios que 

llegan a persist ir hasta 2 ó 3 semanas después de haber f inal izado 

este (Dunne, C., ef af, 2001). 

Las condic iones ambientales que pueden presentarse en el 

lumen intestinal, como anaerobiosls, temperatura de 37"C y la 



presencia de sales bi l iares, fueron anal izadas por Fernández., et al 

en 1977, para determinar su efecto sobre el crecimiento y la 

producción de la toxina en V. cholerae. Cuando la temperatura de 

incubación fue aumentada a 37 'C , no se detectó toxina (< 0.1 M9 m | 1 ) 

y no se encontraron formas pleomórf icas, observadas regularmente 

en los cult ivos incubados aeróbicamente a 30 o 37°C. Cuando se 

adicionó 0.1% de deoxicolato de sodio al medio de cult ivo, el 

crecimiento fue inhibido bajo condic iones aeróbicas tanto a 30 como 

a 37"C. También se observó que a 30°C bajo condiciones aeróbicas y 

37°C bajo anaerobiosis, la producción de la toxina no fue afectada 

signif icativamente por la presencia de deoxicolato de sodio, causando 

un incremento en la producción de la toxina (5 pg mi'1) debido a la 

liberación de la toxina unida a la célula. 

Heredia, et al en 1991 estudiaron el efecto que t ienen las sales 

biliares y el jugo bi l iar sobre el crecimiento, la esporulación y la 

producción de enterotoxina de C. perfringens y encontraron que las 

sales inhibieron el crecimiento en diferentes grados. Una mezcla de 

sales bil iares completa inhibió el crecimiento de la cepa productora 

de enterotoxina, sin embargo cuando adicionaron jugo bil iar humano 

observaron que se inhibía completamente la producción de 

enterotoxina. 

Cuando las células de V. cholerae se ponen en contacto con las 

sales bil iares, se ha encontrado un aumento de pH, el cual estimula a 



la bacteria y esta favorece para que la infección se presente (Gupta, 

S., y R. Chowdhury., 1997). 

La resistencia a detergentes o la to lerancia inducida a estos por 

organismos gastro intest inales como Enterococcus faecalis ATCC 

19433 fue anal izada por Flahaut, et al, (1996). Ellos encontraron una 

respuesta rápida de las células cuando se pusieron en contacto con 

sales bi l iares y dodeci l -sul fato-de sodio (SDS). La muerte por altas 

concentraciones de detergentes fue casi instantánea, sin embargo 

con una adaptación con concentraciones subletales de sales o de 

SDS se produjo una to lerancia que permit ió sobrevivir niveles letales. 

Sin embargo la resistencia a cambios letales subsecuentes se 

incrementó progresivamente alcanzando un máximo después de 30 

min de adaptación. 

En el mismo año Tannock, et al, observaron el efecto sobre el 

crecimiento de Lactobacillus usando (taurocolato de sodio) a 

concentraciones f is io lógicas. Ellos encontraron que esta sal bi l iar 

inhibió el crecimiento de cepas que producen relat ivamente grandes 

cantidades enzimas hidrolasas. Demostrando que esta inhibición en 

el crecimiento fue debida a la acumulación de ácido cólico en el 

medio de cult ivo como un resul tado de la act iv idad enzimàtica. 



PROTEINAS DE ESTRÉS 

Las proteínas de estrés (PE) son producidas como parte 

de la respuesta celu lar a condic iones no favorables, como la 

exposición a calor, a substancias químicas incluyendo los 

farmacéuticos y contaminantes ambientales y patógenos incluyendo 

virus, bacterias y parási tos eucar iót icos, (Lawrence, E. H, y J. A. 

Ryan. 1997). Se cree que la función de estas proteínas es proteger a 

las células de cambios adversos, los cuales pueden ser letales 

(Morimoto, R. J., ef al, 1990; Byrd, et al 1999; Seymour et al, 1999; 

Nepple, ef al 1997; Foster, W. J. 1999; Ferianc, ef al 1998; Yi ldiz, ef 

al 1998; Farr, y Kogoma 1991). 

Se ha determinado que las PE están involucradas en funciones 

esenciales para la célula, tales como translocación, construcción y 

ensamblaje de proteínas. Debido a que primeramente esta respuesta 

se estudió por cambios de temperatura, actualmente muchos 

investigadores ut i l izan indist intamente proteínas del estrés o 

proteínas del choque térmico (Schlesinger, M.J. 1988). 

La mayoría de las proteínas de choque térmico se clasif ican en 

4 familias de acuerdo a su peso molecular; la famil ia de peso 

molecular alto que comprenden proteínas con pesos de 90 a 83 kDa, 

la familia de 70 kDa que comprenden proteínas de (78 a 66 kDa) 

entre estas se encuentra la DnaK, la cual es considerada como una 

chaperona molecular, ya que se ha visto que t iene función mediadora 



en el ensamblaje correcto de las proteínas ol igoméricas, también se 

ha sugerido que catal iza interacciones proteínicas intra e 

intermoleculares, la fami l ia de 60 kDa presentes en bacterias, 

mitocondrias y c loroplastos, entre las que destaca la GroEl estas 

proteínas no solamente presentan un alto grado de conservación 

estructural, sino también funcional . Varios invest igadores han 

demostrado que son indispensables para el crecimiento a todas las 

temperaturas y probablemente t iene un papel importante en los 

procesos de repl icación del D N A y en la transcripción. Y las proteínas 

de bajo peso molecular (menores de 30 kDa) (Morimoto, I R, ef a/., 

1990). 

Muchos invest igadores han estudiado la estructura y función de 

estas proteínas. Yamaguchi, H., e f a / ( 1 9 9 7 ) estudiaron las relaciones 

entre la expresión de proteínas de choque térmico (PE60) por 

Helicobacter pylori y su adhesión a células de carcinoma gástrico 

(MKN45). Se encontró que la inducción de esta respuesta provocaba 

una disminución de células de adhesión bacteriana. Ellos 

establecieron que la responsable de esta disminución fue la proteína 

MabH20, la cual es homologa a la PE60 de E. coM. 

La producción de proteínas de choque térmico en V. 

parahaemolyticus y otras especies de Vibrios fue investigada por 

Koga, ef al, en (1996), el los encontraron que al cambiar las células 

de 30 a 42°C se producía al menos una PE de 56 kDa, la cual era 



homologa a la GroEL de £. coli. Además se detectaron seis de otras 

especies de Vibr ios. 

Benkirane, R., ef al, en (1997), estudiaron la presencia de 

proteínas de choque térmico en Es t reptococcus suis se encontró que 

la proteína de 60 kDa aumentó s igni f icat ivamente su síntesis, además 

se demostró que la mayoría de esta se excretaba al sobrenadante, en 

tanto que sólo una pequeña cant idad permaneció unida a la célula. 

Desde hace t iempo se ha reportado que el regulador central de 

los genes de v i ru lencia de V. cholerae es ToxR una proteina unida al 

DNA transmembranal. Una mutante de V. choleras carente de DnaK 

presentó característ icas fenotípicas de células deficientes de 

actividad de ToxR por lo que se especula que DnaK juega un papel 

crucial en la patogénesis de V. cholerae. (Chakrabart i , S., eí al 

1999). 

Hamel, J , ef al, en 1997, caracter izaron la respuesta al choque 

térmico de S. pneumoniae. Ellos observaron la inducción de proteínas 

de choque térmico (P62, 72 y 60) después de cambiar la temperatura 

de 37 a 45°C. Además establecieron que entre el las, la de 72 kDa era 

muy inmunogénica. 

La respuesta al estrés se ha involucrado en algunos procesos 

fisiológicos celulares, tales como el fenómeno de adquisición de 

tolerancia, el cual se define como la capacidad que t ienen las células 

de tolerar una condic ión letal como resultado de la exposición previa 

a una condición subletal (Watanabe. J, 1997). 



Heredia, et al (1998), estudiaron la al teración en la 

esporulación, la producción de la toxina y la síntesis de proteínas por 

C. perfringens seguida de un choque térmico. 

Ellos observando que al apl icar un choque térmico de 43 a 50°C 

aplicado las primeras horas de incubación, retrasó la producción de 

la enterotoxina y la cant idad de esporas. Se ident i f icaron 7 PCHT en 

células vegetat ivas y 4 en células en esporulación. Además se 

estableció que la mayoría de el las se local izaba en membrana, y dos 

de ellas eran homologas a las proteínas GroEL y DnaK de E. eotf. Y 

L. lactis. 

La respuesta a di ferentes condiciones de estrés de la bacteria 

fototrópica Rhodobacter shaeroides fue investigada. Las condiciones 

estresantes incluyeron disminución de etanol, radiación ultravioleta, y 

cambios de temperatura (42°C). Los resultados mostraron que todos 

los factores de estrés apl icados, causaron modif icaciones en el 

patrón de proteínas, observándose la inducción de proteínas 

comunes, así como otras especi f icas de la condición de estrés 

(Nepple, B. B y Bachofen, R. 1997). 

Se ha establecido que la respuesta al estrés de B.subtilis es 

disparada por una gran var iedad de condiciones ambientales y 

metabólicas. Se ha establecido que estos activan el factor 

transcripsional aB , El cual se ha involucrado con la resistencia al 

estrés oxidativo, la desnatural ización de proteínas y al estrés 

osmótico. (Akbar, ef al, 1999). 



ANTECEDENTES 

Así, estudios semejantes se han real izado en una gran variedad 

de organismos, en donde se ha buscado y se ha encontrado esta 

respuesta. Dentro de estos se encuentran Yersinia enterocolitica 

(Shency, K. y E. A. Murano, 1996), Erwinia carotovora subespecie 

carotovora (Andersson, et al 1999), hongos como Aspergillus nidulans 

(Fillinger, et al, 2001) y una bacteria psicrof i l ica (Vibro sp) (Araki, 

1991). 



ADQUISICIÓN DE TOLERANCIA Y RESPUESTA 

CRUZADA 

Heredia, ef al (1997) estudiaron la resistencia confer ida en 

Clostriduim perfringens por un choque térmico. Observando que el 

cambio a 50°C por 30 min incrementó la tolerancia a 55°C de cé lu las 

vegetat ivas al menos dos a tres veces. También observaron que la 

to lerancia fue mantenida 2 h después del choque térmico. 

La capacidad que confiere la apl icación de una condic ión de 

estrés subletal para dar protección contra otras condiciones letales de estrés 

es referida como protección cruzada. Varios estudios han demostrado que la 

adaptación ácida confiere resistencia a un amplio rango de condiciones de estrés 

incluyendo el calor, sales, H2O2, cristal violeta y polimixina. (Bearson, ef al, 1997). 

Algunos factores utilizados para la preservación de alimentos, tales como la 

temperatura, la actividad de agua, el pH etc. constituyen un estrés ambiental que 

pudiera alterar a un organismo haciéndolo responder contra condiciones 

subsecuentes de estrés, por ejemplo un estrés subletal térmico en un organismo 

pudiera conferir resistencia a un subsecuente tratamiento que podría ser distinto a 

temperaturas, es decir que los cambios inducidos por un estrés pudieran proteger 

a las células contra otros cambios ambientales (Leyer, ef al, 1993; Skorupski y 

Taylor, 1997). 

Esta respuesta fue estudiada en Enterococcus faecalis. Las células se 

expusieron a estrés subletal de sales biliares, pH ácido y choque térmico. Las 



células sometidas a altas temperaturas y a sales biliares, indujeron resistencia a 

condiciones extremas tanto del mismo como de diferente estrés, mientras que las 

sometidas a bajos pH no mostraron protección contra la exposición a sales 

biliares. Este análisis reveló que cada tratamiento era capaz de inducir a un 

conjunto de proteínas particulares, entre ellas estaban la DnaK y GroEl (Flahaut, 

etaf, 1996). 

Estos mismos investigadores, pero en 1997, estudiaron la respuesta al 

estrés alcalino en E. faecalis: observando que las células adaptadas a un pH de 

10.5 fueron tolerantes a condiciones de pH 11.9 pero fueron más sensibles a pH 

ácidos. El análisis de las proteínas de estrés reveló que 37 polipeptidos fueron 

inducidos, entre los cuales se encontraban la DnaK y GroEl. Ellos sugirieron que la 

exposición de las células a las sales biliares y condiciones alcalinas provocan 

respuestas semejantes. 

Taglicht, et al (1987) determinaron que un cambio alcalino induce una 

respuesta a choque térmico en Eeherichia coli. Ellos encontraron que la respuesta 

fue dependiente de un gen celular funcional (rpoH) que es un regulador de la 

respuesta a choque térmico. Sin embargo, esta respuesta fue observada 

solamente cuando se alcalinizaba el pH extracelular, sin que hubiera 

modificaciones del pH intracelular. 

Holmquist, et al (1993) analizaron la inducción de proteínas del estrés en 

especies marinas de Vibrios durante un periodo de deficiencia de carbono y un 

cambio de temperatura. Ellos demostraron que estas condiciones inducían la 

síntesis de proteínas del estrés tales como DnaK y GroEl. Sin embargo, después 

de un largo periodo de carencia de carbono solo se indujo la DnaK. 



Humphrey, et a/, (1993), estudió el efecto de la variación de la temperatura 

sobre la tolerancia al ácido y al calor en Salmonete enteritidls, demostrando que 

cuando las células se transferían a temperaturas de 20, 37 y 46°C, se producía un 

incremento en la tolerancia tanto al ácido como al calor. 

Estos mismos investigadores en 1996, observaron que dos aislados de 

Salmonella enteritidis PT4 que fueron tolerantes al calor, ácido y H2O2 fueron más 

virulentos en ratones y más invasivos en gallinas 

Lewis, et al (1995), estudiaron la inducción de tolerancia a calor, 

congelación y sales en Saccharomyces cerevisiae. Observaron que después de 

exponer a la levadura a un choque por calor y a sales se producía un incremento 

en la tolerancia al calor, a la congelación y a las sales. Al agregar un inhibidor de 

la síntesis de proteínas, esta respuesta tolerante se vio muy reducida y la 

tolerancia a la congelación fue completamente inhibida. 

García, et al, (2001), demostraron que un choque subletal térmico en 

Clostridium perfringens brindó protección contra una subsiguiente exposición letal 

al frío y viceversa. Las células e^uestas a un choque subletal térmico fueron dos 

veces más tolerantes al frío con respecto a las que no fueron adaptadas . En el 

caso en que se aplicó un choque subletal frío, las células también fueron más 

termotolerantes comparadas con el control. La adición del clorarrfenicol en los 

experimentos demostró que la síntesis de proteínas del estrés fue necesaria para 

la protección cruzada entre ambos tratamientos. 

Continuando con lo mismo, Juneja, ef a/(1998) estudiaron la influencia de 

pH, acidulantes y temperatura de crecimiento al calor y composición de ácidos 

grasos de Usteria monocytogenes. Ellos observaron que la sensibilidad de la 



bacteria al calor se ve incrementada al crecer las células a bajas temperaturas y 

pH neutro, por otro lado, este efecto se revertió cuando el pH del medio fue 

acidificado. 

Sin embargo, Ravishankar y Harrison en 1999, encontraron que L. 

monocytogenes no presentó protección cruzada al exponerse previamente a un 

choque subletal ácido contra un sistema de lactoperoxidasa. 

También Garren, ef al (1998) comprobaron que las cepas de E.coti 

0157:H7 y no 0157:H7 incrementaban su resistencia a pH ácidos, si recibían 

previamente un choque subletal frío. Sin embargo, cuando el choque subletal fue 

ácido, no se registró protección contra otras condiciones estresantes. 

Svensáter, ef al (2000) demostraron que Streptococcus mutans también presenta 

una respuesta cruzada, la aplicación de un choque ácido subletal capacitó a las 

células a sobrevivir a condiciones letales de sales, calor, oxidación e inanición. 

Wong, ef al (1998) investigaron el efecto de un tratamiento ácido subletal en 

la sobrevivencia, enteropatogenicidad y producción de proteínas en Vibrio 

parahaemolytícus. Ellos aplicaron un choque ácido, y encontraron que las células 

fueron más resistentes a un cambio drástico de acidez y a otras condiciones de 

estrés como baja salinidad e inanición. Ellos caracterizaron las proteínas durante 

este estrés y encontraron la inducción de proteínas. 



PROTEINAS DEL CHOQUE ÁCIDO 

Algunas condiciones de estrés forman parte del sistema de defensa del 

hospedero para prevenir o limitar colonizaciones bacterianas. Una importante 

condición de estrés que tiene que ser afrontada por muchos microorganismos 

enteropatógenos, es el pH bajo. Por ejemplo, en algunos microhabitats del cuerpo 

humano, los patógenos microbianos son expuestos al pH ácido del estómago, del 

tracto urinario y en los fagolisosomas (Karem, L , et al, 1994). 

La respuesta a pH ácido en microorganismos como Salmonella 

Typhimurium. E. coli y Shigella, ha sido ampliamente estudiada por Foster, (1991, 

1993, 1995 y 1999; Garren, et al, (1997) y por Waterman y Small (1996) entre 

otros. Sin embargo las comparaciones entre los investigadores es dificultosa 

debido a variaciones en las condiciones de ensayos realizados (Foster 1999). 

El estrés ácido puede ser descrito como el efecto biológico provocado por 

ácidos inorgánicos y orgánicos débiles. Estos ácidos pueden difundirse a través de 

la membrana celular y disociarse dentro de las células, bajando el pH interno (pH¡). 

(Bearson, etal, 1997). 

Se ha establecido que las células crecidas a un pH 5.3 producen sistemas 

homeostáticos que mantienen el pH interno (pHi) a niveles compatibles que son 

mantenidos cuando las células son posteriormente sometidas a pH 3.0. El (pH¡) 

parece ser el responsable de la inducción de una señal que estimula las síntesis 

de algunas proteínas de choque ácido (ASPs) (Foster. J. 1999). 

Foster, etal., (1991,1995); estudiaron a 5. Typhimurium al ser sometida a 

un choque ácido. Ellos encontraron que las bacterias tuvieron la capacidad de 



sobrevivir a un pH bajo (3.0 • 4.0 ), si primeramente se adaptaban a un pH 

moderadamente ácido (5.5 - 6.0). Este fenómeno se denominó como respuesta a 

la tolerancia ácida (RTA). La condición de los cambios ácidos moderados es 

conocida como pre-choque (o/ choque subletal), y las proteínas que se sintetizan 

como respuesta a esta condición son conocidas como proteínas de choque ácido 

(PC HA) 

Este mismo investigador pero en el año 1994 demostró que varios genes 

están asociados con la tolerancia ácida en Salmonella. Los genes identificados 

Cfur, ent, atrD) afectaron el metabolismo del hierro, aumentando la capacidad 

amortiguadora interna de la célula; aumentando la sobrevivencia al ácido. 

Los factores sigma juegan un papel importante en la respuesta a la 

tolerancia ácida. Los mutantes del gen rpoS son capaces de inducir sólo una 

modesta respuesta a la tolerancia ácida, y no pueden producir los niveles de 

tolerancia ácida logrados por una cepa de rpoS*. La razón aparente es la 

producción de 7 proteínas de choque ácido dependientes del factor sigma (Lee, et 

al, 1994; Foster 1995 A). 

En diversos nichos ecológicos, se han encontrado como constituyentes 

comunes ciertos compuestos orgánicos como los ácidos propiónico y butírico, por 

ejemplo el contenido intestinal de humanos puede tener ciertos niveles de ácidos 

grasos volátiles, producidos como resultado de la fermentación por la flora natural, 

sin embargo, estos ácidos orgánicas pueden tener también un efecto contra el 

crecimiento y la viabilidad de otras bacterias. En la actualidad, los ácidos 

anteriormente citados, son comúnmente usados para la conservación de alimentos 

(Gurfoyle, y Hirshfhield., 1995). 



McKellar y Knight (1999), aislaron 19 cepas de E co//0157:H7 de humanos 

y alimentos y posteriormente fueron examinadas en su capacidad para crecer y 

sobrevivir a pH bajo en ácidos inorgánicos (HCI) y orgánicos (acético). 

Encontrando que el HCI fue más efectiva para inhibir las bacterias después de 6 h 

de exposición, mientras que el ácido acético fue inhibitorio después de 24 h. 

Además, las cepas aisladas de humanos sobrevivieron al tratamiento ácido 

significativamente mejor que las cepas aisladas de alimentas fermentados. 

V choleme es un patógeno facultativo de humanos que puede sobrevivir a 

exposiciones de ácidos orgánicas e inorgánicos en el estómago e intestino 

delgado. Merrel y Camilli (2001), demostraron que V. cholerae es capaz de inducir 

una RTA por exposición a ácidos orgánicos e inorgánicos. 

Cuestiones semejantes fueron estudiadas por Brudzinsky y Harrison en 

1999, utilizando como modelo a E. coli 0157:H7 y la condición de acidez (ácido 

acético). Ellos encontraron que células sometidas a un choque subletal de pH 5.0 

fueron capaces de sobrevivir hasta 1000 veces más, comparadas con las que no 

recibieron el prechoque. 

Schaik, et al (1999), Demostraron que células de Listeria monocytogenes 

en fase log se volvieron más tolerantes a una gran variedad de estímulos 

ambientales seguido de una adaptación ácida a pH 5.5. Estos investigadores 

demostraron que las células adaptadas también presentaron un incremento en la 

tolerancia a nisina y en menor grado a la lacticina. 

Waterman, ef a/, (1998) analizaron que ciertos patógenos entéricos 

sensibles al ácido son protegidos contra condiciones extremas ácidas cuando son 

inoculados dentro de alimentas sólidos. Salmonella también pudo sobrevivir 



cuando ae inoculó en huevo cocido, que es una fuente de proteínas y bajo en 

grasa. Estos resultados pueden explicar porqué las especies de Satmoneila tienen 

una alta dosis infectiva (105 células) cuando se administraron en forma aislada, sin 

embargo se ha observado que causan enfermedad a dosis bajas (50 a 100 

organismos) cuando son consumidos como contaminante de alimentos. 

En un trabajo realizada con Shigella fíexnerí, se observó que la bacteria 

tenía la capacidad de sobrevivir a un pH de 2.5. Se determinó que esta resistencia 

acida podría contribuir a que se presentara la infección, además que ésta 

respuesta dependía de proteínas protectoras y del factor sigma (Waterman y 

Small., 1996). 

Karem, et a/, (1994), diseñaron un estudia para examinar la respuesta 

fisiológica y celular al estrés ácido en Aeromona hydrophila. Ellos demostraron 

que la bacteria presentó una importante RTA que era capaz de proteger a las 

células a pH 3.5. Dicha tolerancia al ácido era inducida por la exposición previa a 

un pH 5.0 por 20 min. Así mismo, la adición de doranfenicol al medio durante la 

primera exposición al ácido, impidió el desarrollo de la tolerancia, indicando el 

importante papel que jugaban las proteínas en el proceso. También en este 

trabajo, caracterizaron las proteínas inducidas por este estrés que fueron 28. 

Los microorganismos han sido usados en tecnologías de alimentos en 

donde frecuentemente se someten a estrés ácidos durante procesos de 

fermentación, por ejemplo. Muchos microorganismos sin embargo pueden salir 

airosos de estas condiciones, entre ellos se encuentran muchos probióticos los 

cuales pueden sobrevivir al estrés ácido del estómago y llegar al intestino y jugar 

un papel benéfico. Las Propionibacterias son usadas en la preparación de quesos 



y como reconstituyentes de la flora intestinal (Hyronimus, et a/, 2000; Moser y 

Savage 2001; Dunne, etal, 2001). 

Jan, eí al, (2001), estudiaron los cambios en la síntesis de proteínas y la 

morfología durante la adaptación acida de Propionibacterium freudenreichU. Las 

células fueron expuestas a un choque moderado de pH 5.0 y posteriormente se 

aplicó un choque letal de pH 2.0. Se observó que las células adaptadas fueron 

más resistentes que las que no fueron tratadas, además demostraron que la 

síntesis de proteínas fue requerida para la RTA al suprimirse su respuesta al 

agregar cloranfenicol a los cultivos. 

Esto mismo fue observado con Lactobacillis sanfranciscensis cuando De 

Angelis, ef al, (2001) observaron que cuando adicionaron cloranfenicol a los 

cultivos en la fase de adaptación hubo una completa inhibición del efecto 

protectivo, sugiriendo que la inducción de la síntesis de proteínas fue requerido 

para la respuesta a la tolerancia ácida. 

O'Brien. et al (1995) estudiaron la respuesta de Mycobacterium smegmatis 

al estrés ácido. Ellos observaron que la exposición previa a condiciones subletales 

confería protección contra exposiciones extremas de acidez. Además, se 

determinó que tal adaptación dependía de la inducción de proteínas. 

Villarreal, ef al (1999) estudiaron la inducción de las proteínas de choque 

ácido y el grado de resistencia ácida conferida en Clostrkiium perfríngers por un 

choque ácido. Observando que un choque subletal a pH 4.5 por 20 min 

incrementó la tolerancia a células al menos 5 veces con respecto al control. 

Además también determinaron 5 proteínas que se indujeron con el choque 

subletal. 



HIPÓTESIS 

Vibrio choleras responde a condic iones subleta les de acidez y jugo 

bi l iar humano mediante la síntesis de proteínas de estrés y la 

adquis ic ión de to lerancia a esos factores. 



OBJETIVO GENERAL 

r 

Caracter izar la respuesta de V. cholerae al choque ácido y al 

jugo bi l iar humano. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

1.- Determinar el efecto de un choque ácido y de jugo bi l iar humano 

sobre el crecimiento de V. cholerae. 

2.- Determinar si existe adquisic ión de to lerancia a condiciones de pH 

ácido y presencia de jugo bi l iar humano sobre el crecimiento de V. 

cholerae, por exposic ión previa a esas condic iones. 

3. Determinar la duración de to lerancia adquir ida al ácido y jugo bil iar 

humano. 

4. Determinar si un choque subletal (ácido o por jugo bi l iar) es capaz 

de inducir una to lerancia cruzada, entre esos t ipos de estrés. 



5.- Establecer si un choque ácido o por jugo bi l iar producen algún 

efecto en la producción de la enterotox ina de V. cholerae. 

6.- Establecer el efecto del choque ácido y jugo bil iar sobre el patrón 

de proteínas producidas por la bacter ia. 



MATERIAL Y METODOS 

CEPAS UTILIZADAS 

Se usaron las cepas de Vibrio cholerae C7677 - 0 1 Ogawa y la 

cepa 1837 no 0 1 (0139) toxigénicas, proporcionadas por la Dra. El isa 

I. Ell iot de la Div is ión de Microbiología del Centro para la Segur idad 

de Al imentos y Nutr ic ión Apl icada de la FDA, Wash ington D.C. EUA. 

Estas fueron conservadas en agar infusión cerebro corazón (ICC, 

DIFCO) a temperatura ambiente, y se real izaron resiembras cada 3 

meses. 

ACTIVACION DE LAS CEPAS 

Para la act ivación de las cepas se ut i l izaron tubos con 5 ml de 

caldo LB (Luria Bertani, (10 g de t r ipt icasa peptona de caseina, BBL; 

5 g de extracto de levadura, BBL; 10 g de NaCI, el pM f ina l fue de 7.0 

± 2)]. Los cuales se inocularon con una asada del cul t ivo de reserva y 

se incubaron a 37®C por 20 a 24 h. 



EFECTO DE UN PRE-CHOQUE ÁCIDO SOBRE EL 

CRECIMIENTO DE Vibrio cholerae 

Estos exper imentos tuvieron como f in conocer las condic iones 

de pH ácido que eran subletales a V. cholerae. Las cepas ya 

act ivadas se inocularon (1%) en tubos con 5 mi de caldo LB y se 

incubaron a 37°C. Cuando los cul t ivos alcanzaran la parte media de 

la fase logarí tmica (Aeoo 0.100 a 0.150, en un espectrofotómetro 

Sequoia Turner modelo 340), se les adic ionaron di ferentes 

concentraciones de HCI 1 M hasta alcanzar los pH deseados ( 3.0, 

3.5, 4.0, 4.5, 5.0 y 5.5). Los cul t ivos se mantuvieron en estas 

condic iones por di ferentes intervalos (20, 30 y 60 min). 

Poster iormente las células se centr i fugaron y se t ransf i r ieron a un 

medio de cult ivo nuevo. 

Durante todo este procedimiento se midió el crecimiento de los 

cult ivos cada hora mediante lecturas espectrofotométr icas y cuenta 

v iable en placa, para el cual, se tomaron al ícuotas y se real izaron 

di luciones decimales, las cuales se inocularon en cajas de petr i y 

poster iormente se agregó agar LB (pH 7.0) fundido. Una vez que 

sol id i f icaron las placas, fueron incubadas a 37"C por 24 a 49 h. 



ENSAYOS DE TOLERANCIA ACIDA 

Se act ivaron las cepas C 7677 y 1837 de la manera ya descr i ta, 

y se incubaron a 37 'C . Cuando los cult ivos l legaron a la parte media 

de la fase log se sometieron al choque subletal ácido prev iamente 

determinado (pH 5.5 por 20 min). Poster iormente los cul t ivos fueron 

centr i fugados (IEC HN-S II) a 5000 rpm por 10 min y e l paquete 

celular se t ransf i r ió a un medio de cult ivo LB fresco con pH 7.0 ± 2 y 

se incubó a 37*C. Inmediatamente después, las células se somet ieron 

a un choque ácido letal, (pH 4.5) agregando HCI 1M para ta l f in. Se 

determinó la v iab i l idad a este pH en di ferentes intervalos, tomando 

alícuotas y sembrándolas en cajas de petri como se especi f icó en el 

punto anter ior. 

DURACIÓN DE LA TOLERANCIA ACIDA 

Se siguió la metodología descrita en el punto anter ior , solo que 

después del choque subletal , las células se centr i fugaron y se 

resuspendieron en medio fresco neutro y en este se mantuvieron por 

di ferentes t iempos (30, 60, ó 90 min) y poster iormente se somet ieron 

a los ensayos de to lerancia, tal como se especi f icó en el punto 

anterior. 



Se determinó el t iempo requer ido para que la población celular 

d isminuyera un logaritmo (Valor D). 

EFECTO DE UN PRE-CHOQUE CON JUGO BILIAR 

HUMANO SOBRE EL CRECIMIENTO DE Vibrio 

cholerae 

El procedimiento a seguir fue igua l al especi f icado para choque 

ácido. Las condic iones que se ap l icaron fueron 3, 5, 10 y 15 mg/ml 

por di ferentes intervalos de t iempo. El procedimiento poster ior y la 

determinación de la v iabi l idad celular se real izó como se especi f icó 

para las condic iones de acidez. 

ENSAYOS DE TOLERANCIA CON JUGO BILIAR 

HUMANO 

Este procedimiento se real izó ta l como se estableció para las 

condic iones de acidez. En este caso la condic ión subletal fue 3.0 

mg/ml por 20 min y los ensayos de to le ranc ia fueron a 30 mg/ml. 



DURACIÓN DE LA TOLERANCIA A DIFERENTES 

CONCENTRACIONES DE JUGO BILIAR HUMANO 

Después de apl icar el choque subletal (3 mg/ml por 20 min) los 

cult ivos se centr i fugaron por 10 min y el paquete celular se t ransf i r ió 

a un medio nuevo sin jugo bi l iar por 30, 60 y 90 min, poster iormente 

se real izaron los ensayos de to lerancia como se espec i f icaron en el 

punto anterior. 

DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN MINIMA 

INHIBITORIA DEL CRECIMIENTO DE Vibrio cholerae 

POR CLORANFENICOL 

Se inocularon (1%) tubos con 5 mi de medio LB el cua l contenía 

di ferentes concentraciones de c loranfenicol [(10, 20,30, 40, 50, 60, 

70, 80, 90, y 100 MS'rnl), Sigma Chemical Company, San Luís Mo, 

EUA], Los tubos se incubaron a 37°C por 24 h y después de lo cua l 

se observó presencia de crecimiento v isualmente. La CMI se tomó 

como la menor concentración donde se presentó crec imiento de la 

bacteria. 



DETERMINACIÓN DEL PAPEL DE LA SÍNTESIS DE 

PROTEÍNAS EN LA TOLERANCIA AL CHOQUE ÁCIDO 

Y A JUGO BILIAR HUMANO 

Cuando los cult ivos se encontraron en la parte media de la fase 

logarítmica se adicionó c loranfenicol (100 ¿jg/ml) 5 mín después de 

iniciado el t ratamiento. Inmediatamente después los cul t ivos se 

sometieron a un choque ácido ó con j u g o bi l iar humano como 

previamente se describió. Se cont inuó c o n la metodología de 

to lerancia como se descr ibió previamente. 

DETERMINACION DE PROTECCION CRUZADA ENTRE 

LOS ESTRÉS PROBADOS. 

Los cul t ivos fueron expuestos a las condic iones de estrés 

subletal ácido y por jugo bi l iar humano como se ha especi f icado 

anter iormente e inmediatamente después se real izaron los ensayos 

de to lerancia tal como se especi f ica a cont inuac ión: 



Est rés sub le ta l 
Ensayo de t o l e r a n c i a a 
c o n d i c i o n e s le ta les de 

1.- Choque ácido (pH 5.5 por 20 
min) 

2.- Jugo bi l iar humano (3.0 mg/ml 
por 20 minutos) 

A l tas concentración de sales 
bi l iares (30 mg/ mi) 

pH ácido (Choque letal pH 4.5) 

EFECTO DEL ESTRÉS SUBLETAL SOBRE LA 

PRODUCCIÓN DE LA TOXINA DE V. cholerae. 

Después de apl icar el estrés subleta l , los cul t ivos se 

centr i fugaron y las células se resuspendieron en un medio de cult ivo 

nuevo y fueron incubadas a 37"C por 16-18 h. Poster iormente los 

cult ivos se centr i fugaron a 22,000 rpm por 20 min a 4°C y el 

sobrenadante fue recuperado y l io f i l i zado. En este se real izó la 

determinación y cuant i f icación de la enterotox ina presente por un 

método de ELISA. 

CUANTIFICACIÓN DE LA TOXINA POR EL MÉTODO 

DE ELISA 

Se siguió el método descrito por Tampl in , et al. (1988), 100 |jl 

de sobrenadantes de cult ivo fueron f i jados a una placa de 

microt i tu lación de pol iest i reno (Costar 33611). La placa se incubó a 



4CC durante15 h en cámara húmeda, poster iormente las placas fueron 

lavadas en 4 ocasiones con la solución 1 (NaCI 0.15 M, Tween 20 al 

0.015% y azida de sodio 0.0001%) y luego se adic ionaron 100 pl de 

solución b loqueadora (NaCI 0.15 M, EDTA 0.001 M, Tr is-HCI 0.05 M, 

Tween 20 al 0.05% suplementado con 1% de albúmina de suero 

bovino). Las placas se incubaron a 37*C en cámara húmeda por 1 h. 

Después de lavar los pozos en 4 ocasiones con la solución 1, fueron 

cubiertos con 100 \i\ de ant icuerpos pol ic lonales de conejo contra la 

enterotoxina de V.cholerae y se incubó la placa de nuevo a 37°C por 

1 h en cámara húmeda. Poster iormente se real izaron 4 lavados con la 

solución 1, y se adic ionaron 100 pl de suero ant i IgG de ratón 

conjugado con fosfatasa alcal ina (Sigma Chemical Co, 1: 25,000). La 

placa se incubó durante 2 h a 37°C y poster iormente, después de 4 

lavados, se adic ionaron 100 |jl del sustrato (p-n i t ropheni l - fosfatasa 

disodio), el cual se dejó por 25 min y se detuvo el desarrol lo de color 

adic ionando 100 pl de NaOH 4 N. Se determinó la densidad ópt ica en 

un espectrofotómetro BioRad (550) a 490 nm. 

Para cada uno de los ensayos se real izó una curva estándar. 

Todos los ensayos se real izaron por t r ip l icado cada uno con dos 

repet ic iones. 



ANÁLISIS DE LA SÍNTESIS DE PROTEÍNAS POR 

EFECTO DE UN CHOQUE SUBLETAL ACIDO O POR 

JUGO BILIAR. 

a) ENSAYO DE INCORPORACIÓN 

Este ensayo se real izó a f in de determinar la cant idad de 

isótopo que había que agregar al cu l t ivo para tener una buena 

incorporación y poder detectar c laramente las proteínas de interés. 

Cuando los cul t ivos l legaron a la parte media de la fase log se 

adic ionaron di ferentes concentraciones del isótopa (100, 150 y 200 

pCi/ml) y durante este t iempo se tomaron muestras del cul t ivo (5 pl) y 

se colocaron en un f i l t ro de f ibra de v idr io (Whatman 1829-025). 

Cuando se secaron se colocaron en una caja de petr i con ácido 

t r ic loroácet ico (TCA al 10%) durante 5min, poster iormente el f i l t ra se 

lavó con soluc ión sal ina al 85% por 2 ocas iones y f inalmente se pasó 

por etanol al 95% 3 veces. Los f i l t ros se de jaron secar y se colocaron 

en f rascos de centel leo conteniendo cada uno 5 mi de d i feni loxazol 

(PPO) al 0.6% disuelto en to lueno. 

La radiact iv idad se determinó en un contador de centel leo 

líquido Analitic Delta (mod. 300) y se ut i l izó un estándar de carbono 

para las lecturas. 



b) EFECTO DE UN CHOQUE SUBLETAL SOBRE EL PATRÓN DE 

PROTEÍNAS 

I) ACIDO 

Se act ivó la cepa como se mencionó anter iormente y a part ir de 

ella se inocularon tubos con 2 mi de caldo LB y se incubaron a 37°C 

en un baño de agua. Cuando los cult ivos l legaron a la mitad de la 

fase logarí tmica, se sometieron a un pH 5.5 Después de 5 min en 

esta condic ión se les agregaron 100 pCi/ml de met ionina marcada 

(35S Cell- Labelling mix, Amersham Pharmacia Biotech), se dejaron incubando 

por 15 min más, al final de lo cual se añadieron 2 mi de ácido tricloroacético (TCA) 

al 30% frío, a fin de detener el proceso de incorporación, y posteriormente las 

muestras se colocaron en un recipiente con hielo durante 20 a 30 min. 

Otros juegos de tubos, después del mareaje fueron centrifugados y el 

paquete celular se transfirió a medio LB fresco (pH 7.0), los cultivos se incubaron 

en baño de agua a 37*C por 30, 60 y 90 min. 

II) JUGO BILIAR HUMANO 

Se realizó igual que como se especificó para el choque ácido, sin embarga 

en este caso la condición subletal fue de 3.0 mg/ml por 20 min. El procedimiento 

que se siguió fue semejante al que se describió anteriormente. 



c). ROMPIMIENTO CELULAR 

Las células fueron centr i fugadas y se probaron di ferentes 

condic iones para lograr un buen rompimiento celular. 

i) A m o r t i g u a d o r de Fos fa tos 

Se resuspendieron en 2ml del amort iguador de fos fa tos pH 7.4 

(NaCI al 0.3%, fosfato de sodio dibásico al 0 .115%, potasio 

monobásico al 0.02%, y KCI al 0.62%). La suspensión fue incubada 

37°C durante 30 min. 

ii) A m o r t i g u a d o r T r i s -HCI pH 8.0 c o n C a C h y NaCI. 

El paquete celular se resuspendió en 2 mi del amort iguador 

Tr is- HCI pH 8.0, suplementado con 2 mM de CaCI2 y 0.3 mM de 

NaCI. Las células se suspendieron y se incubaron a 37°C por 30 min. 

ii i) Método de Dascher 

Se l levó a cabo tal como lo descr ibió Dascher, et a/., (1990) con 

algunas modif icaciones. Las células se resuspendieron en 2 mi del 

amort iguador Tr is- HCI 30 mM pH 8.0 con 10% de TBS, ác ido bórico 

0.41 M, SDS al 1%, sacarosa al 5%, y DNAsa 0.005 mg/ml. 

La muestra se homogenizó y se incubó a 37*C par 30 min. 

Finalmente la suspensión se congeló a - 2 0 ' C durante toda la noche. 

Las muestras se l iof i l izaron (Labconco modelo 4.5). 



Las proteínas l iberadas fueron ana l izadas por e lectroforesis 

unid imensional en geles de po l iacr i lamida bajo condic iones 

disociantes (Laemmli, U., et al, 1970). 

d) ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA 

La muestra l iof i l izada fue resuspendida en 500 jjI de agua 

desionizada y 500 pl de amort iguador de muestra [(2X) B-

mercaptoetanol al 10%, SDS al 5%, azu l de bromofenol al 0.01% 

gl icerol al 10% y Tr is al 1.5% con un pH f ina l de 6.8) Después de 

homogenizar la muestra se colocó en un baño de agua a 100SC por 2-

3 min (Maniat ics, et al., 1989). 

Se l levo a cabo una electroforesis en geles de pol iacr i lamida en 

condic iones disociantes, con un gel concentrador al 2.5% y un gel 

separador al 12.5 y/o 10%), se apl icaron 100,000 cpm en cada carr i l . 

El vol ta je apl icado fue 120 volts para el gel concentrador y 150 volts 

para el separador. Durante el proceso el gel se mantuvo a 5°C con un 

sistema de enfr iamiento (Fisher Scient i f ic modelo 910). 

Una vez terminada la e lectroforesis, e l gel se colocó en una 

solución colorante de azul de Comassie R-250 al 0.1%, metanol al 

50% y ácido acético al 10% durante 2 h en agi tac ión constante, se 

dest iño con ácido acético al 10%. 



e) FLUOROGRAFÍA 

Los ge les se colocaron en una solución de dimet i lsul f óxido 

(DMSO) concentrado durante 1 h y se repi t ió e l proceso en 2 

ocasiones. Poster iormente, éstos se colocaron en una solución de 

d i fe r i l oxazol (PPO al 22% disuelto en DMSO) y se lavó el gel con 

agua en var ias ocasiones (Harlow, E. y D. Lañe, 1988). 

f) SECADO DEL GEL 

Después de la f luorograf ía el gel se colocó en una soluc ión que 

contenía metanol al 20%, ácido acético al 7% y g l icero l al 5% por 20 

minutos en agitación constante. El gel se deshidrató en un secador 

de geles (Bio Rad modelo 543). Se colocó pr imeramente una capa de 

papel f i l t ro humedecida en la misma solución y sobre el la el gel y de 

nuevo papel f i l t ro. Se aplicó una temperatura de 60*C durante 2 h. 



g) AUTORADIOGRAFIA 

Cuando el gel estuvo seco, se puso en contacto con una 

película v i rgen Kodak X-Omat y se mantuvo en oscur idad en un 

cassette a -20 °C por 1 o var ias semanas. Después se reveló la 

película colocándola en una so luc ión reveladora (Kodak) durante 2 

min, seguida de una solución stop bath (Kodak) durante 30 seg y 

f ina lmente se colocó por 2 min en una solución f i jadora (Kodak). 

DETERMINACIÓN DE LAS PROTEÍNAS MÉTODO DE 

BRADFORD. 

Se tomaron 100 |j l de la so luc ión problema y se añadieron 5 mi 

del react ivo de Bradford (azul br i l lante Comassie G-250, 50 mi de 

metanol al 95% y 100 mi de ácido fos fór ico al 85%, la mezcla se aforó 

a 1 litro con agua bidest i lada). Se mezcló y se dejó reposar por 15 

min. Se determinó la absorbancia a 595 nm. Se ut i l izaron di ferentes 

concentraciones de albúmina sér ica bovina como estándares. Las 

proteínas presentes en las muestras se determinaron mediante una 

curva estándar Fig 3 (Bradford, M. M. , 1976). 
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Figura 3. Curva estándar de albúmina bovina por el método de Bradford 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 

Todos los experimentos se real izaron por t r ip l icado cada uno 

con dos repeticiones. 

Los resultados de tolerancia se sometieron a un análisis de comparación de 

pendientes y posteriormente a una prueba de t pareada para pequeñas muestras. 

Los resultados de los ensayos donde se aplicó el cloranfenicol fueron 

analizados mediante un ANOVA (análisis de varianza) de una sola vía por el 

método de Fisher. 



RESULTADOS. 

EFECTO DE UN CHOQUE ÁCIDO SOBRE EL CRECIMIENTO 

DE V. cholerae . 

Para conocer cuales eran las condiciones ideales del estrés ácido a aplicar 

en los ensayos, las células se sometieron a diferentes valores de pH (3.0, 3.5, 4.0, 

4 5, 5.0 y 5.5) por diferentes tiempos (20, 30 y 60 min), con el fin de establecer 

aquella condición que provocara un daño subletal a las células, pero que les 

permitiera recuperarse posteriormente. 

Cuando se aplicaron los pH de 3.0, 3.5, 4.0 y 4.5 por diferentes tiempos se 

observó la disminución total de la densidad celular, no permitiendo la recuperación 

de las células en ambas cepas (Fig 4 y 5). 

- Control 
- pH 3.5 
-pH 3.0 

• pH 4.0 
• pH 4.5 

Tiempo (h) 

Figura 4. Curva de crecimiento de V. cholerae ATCC 7677 sometida en 
la parte media de la fase log a diferentes valores de pH durante 20 min 
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Figura 5. Curva de crecimiento de V. cholerae ATCC 1837 sometida en la 
parte media de la fase log a diferentes alores de pH durante 20 min. 

Cuando se aplicó un choque ácido de pH 5.0 y 5.5 se observó que la 

densidad óptica y la viabilidad de los cultivos fue muy similar a las células control 

en ambas cepas (Fig. 6 y 7), de tal forma que elegimos la condición subletal de pH 

5.5 por 20 min para las células de V. cholerae. 
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Figura 7. Curva de viabilidad de V cholerae ATCC 1837 sometida en la 
parte media de la fase log a diferentes valores de pH durante 20 min. 

ADQUISICIÓN DE TOLERANCIA AL ÁCIDO PROVOCADO 

POR LA EXPOSICIÓN PREVIA A UN CHOQUE SUBLETAL 

ÁCIDO 

En este caso la condición aplicada fue el choque subletal pH 5.5 por 20 min 

y los ensayos de tolerancia fueron a pH 4.5. A partir de las curvas de muerte 

obtenidas (Fig 8, 9) se determinaron los valores de letalidad (D 4.5). Observamos 

que para la cepa 7677 dicho valor fue de 73.3 min para las células previamente 

tratadas con el choque y de 28 min para los tratamientos control. Para la cepa 

1837 fue de 60 y 27 min respectivamente (Tabla 1). En base con los resultados 

obtenidos se pudo observar que las células de V. cholerae que recibieron un 

choque subletal ácido resultaron ser al promedio 2 veces más resistentes que el 

control. 
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Figura 9. Curva de sobrevivencia de V. cholerae ATCC 1837 sometida 
en la parte media de la fase log a pH 5.5 durante 20 min. 

Inmediatamente después se aplicó un choque letal de pH 4.5. 



Tabla 1. Tolerancia de V. cholerae a pH 4.5. Las células fueron sometidas previamente a un 
choque subletal de pH 5.5 

CEPA 
Tiempo entre 
estrés letal y 
subletal (min) 

Valores de letalidad D ph 4.5 (min) 
CEPA 

Tiempo entre 
estrés letal y 
subletal (min) 

Control Choque 

7677 

0 * 28.8 ± 7.2a 73.3 ± 11.2 

7677 30 40.3 ±2.0 58.9 ±12.0 7677 
60 35.5 ± 13.4 73.2 ± 23.2 

7677 

90 22.76 ± 1.2 23.6 ± 2.2 

1837 

0 27.1 ±5.0 59.1± 17.4 

1837 30 38.9 ± 14.8 62.7 ± 17.27 1837 
60 32.8 ± 10.5 46.1 ± 14.6 

1837 

90 24.60 ± 4.96 25.6 ± 6.22 
" Tiempo transcurrido entre el choque subletal y los ensayos de tolerancia, 
a): desviación estándar 

DURACIÓN DE LA TOLERANCIA ADQUIRIDA AL ÁCIDO 

En este caso se siguió la metodología descrita anteriormente, es decir 

después del choque subletal, las células se centrifugaron y se resuspendieron en 

un medio fresco pH 7.0 y ahí se mantuvieron por diferentes intervalos de tiempo. 

Nuestros resultados indicaron que cuando los cultivos se mantuvieron durante 30 

y 60 min, las células siguieron presentando el doble de tolerancia que los controles 

(Tabla 2). Sin embargo cuando las células se mantuvieron por 90 min ya no se 

observó diferencia entre los tratamientos y los controles (Fig 10 y 11). 
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Figura 10. Curva de sobrevivencia a pH 4.5 de V. choleras 7677 Las 
células fueron sometidas previamente a un choque subletal (pH 5.5) y 

después de varios tiempos se aplicó la condición letal. 
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Figura 11. Curva de sobrevivencia a pH 4.5 de V. cholerae ATCC 1837. 
Las células fueron sometidas previamente a un choque subletal (pH 5.5) y 

después de varios tiempos se aplicó la condición letal. 



EFECTO DE UN CHOQUE SUBLETAL CON JUGO BILIAR 

HUMANO EN EL CRECIMIENTO DE V. cholerae 

Se probaron diferentes concentraciones de jugo biliar humano (3, 5, 10 y 15 

mg/ml) y diferentes tiempos, a fin de encontrar la condición que permitiera la 

recuperación posterior de las células. Cuando se probaron 5, 10 y 15 mg/ml, tanto 

la densidad óptica, como el numero de células viables, disminuyó 

significativamente para ambas cepas (Fig 12 y 13). En tanto, la concentración de 

3 mg/ml permitió la recuperación de las células (Fig 14 y 15) por lo que esta fue la 

concentración de choque subletal que utilizamos para los ensayos posteriores. 
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Figura 12. Curva de viabilidad de V cholerae ATCC 7677 sometida en la 
parte media de la fase log a diferentes concentraciones de jugo biliar 

humano durante 20 min. 
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Figura 13. Curva de viabilidad de V. cholerae ATCC 1837 sometida en 
la parte media de la fase log a diferentes concentraciones de jugo biliar 

humano durante 20 min. 
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Fig 14. Curva de viabilidad de V cholerae ATCC 7677 sometida en la 
parte media de la fase log a 3.0 mg/ml de jugo biliar humano durante 20 

min. 
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Figura 15. Curva de viabilidad de V. cholerae ATCC 1837 sometida en la 
parte media de la fase log a una concentración de (3.0 mg/ml) de jugo biliar 

humano durante 20 min. 

ADQUISICIÓN DE TOLERANCIA A CONDICIONES LETALES 

DE JUGO BILIAR HUMANO COMO RESULTADO DE LA 

EXPOSICIÓN PREVIA DE UN CHOQUE SUBLETAL DE JUGO 

BILIAR. 

Pudimos determinar que las células que recibieron previamente un choque 

subletal de jugo biliar humano (3.0mg/ml durante 20 min) adquirieron tolerancia a 

altas concentraciones de jugo biliar (30 mg/ml), tal como lo muestra la tabla 2, en 

donde podemos observar que las células fueron de 2 a 3 veces más resistentes a 

altas concentraciones de jugo biliar, en comparación con los controles. 



Tabla 2. Tolerancia de V. choterae a 30 mg/ml de jugo biliar humano. Las células fueron sometidas 
previamente a una concentración subletal de 3.0 mg/ml 

CEPA 
Tiempo entre el 

estrés subletal y el 
letal (min) 

Valores de letalidad D (somoAiO rnin 
CEPA 

Tiempo entre el 
estrés subletal y el 

letal (min) 
Control Choque 

7677 

0 * 37.2 ± 12.9a 68.0 ± 14.0" 

7677 
30 33.0 ± 22.0 64.4 ± 38.0 

7677 60 48.5 ±11.26 86.3 ±10.84 7677 
90 38.3 ± 3.20 39.7 ±10.6 

1837 

0 43.5 ±7.55 87.0 ±7.15 

1837 
30 40.0 ± 0.0 85.0 ± 13.7 

1837 60 40.0 ±7.10 74.9 ± 13.27 1837 
90 42.4 ± 7.62 49.4± 19.11 

Tiempo transcurrido entre el choque subletal y los ensayo« <1« tolerancia, 
a] Desviación estándar. 

DURACIÓN DE LA TOLERANCIA ADQUIRIDA AL JUGO 
BILIAR HUMANO 

En nuestro trabajo encontramos que las células conservaron la tolerancia 

adquirida a altas concentraciones de jugo biliar humano por 30 y 60 min 

posteriores al choque subletal. A los 90 min no se encontró diferencia significativa 

entre tratamientos y los controles en ambas cepas (Fig 16 y 17) 
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Figura 16. Curva de sobrevivencia de V. cholerae ATCC 7677 a 30 
mg/ml de jugo biliar humano Las células fueron sometidas previamente 
a un choque subletal (3.0 mg/ml) y después de varios tiempos se aplicó 

la condición letal. 
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Figura 17. Curva de sobrevivencia de V. cholerae ATCC 1837 a 30 
mg/ml de jugo biliar humano. Las células fueron sometidas previamente 
a un choque subletal (3.0 mg/ml) y después de varios tiempos se aplicó 

la condición letal. 



EFECTO DEL CLORANFENICOL EN LA ADQUISICIÓN DE LA 

TOLERANCIA AL ÁCIDO Y AL JUGO BILIAR HUMANO 

Lo primero que se determinó fue la concentración mínima inhibitoria del 

crecimiento de las cepas expuestas a doranfenicol a fin de determinar la 

concentración que se debería de aplicar en los ensayos posteriores. Se probaron 

diferentes concentraciones: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 \iqim\ de 

doranfenicol. Encontramos que en ambas cepas la CMI fue de 60 ^ig/ml (Tabla 3). 

TABLA 3. Crecimiento de V. choteras expuesta a diferentes concentraciones de doranfenicol. 

""^Antibiótico 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 

7677 SC* SC SC SC SC NC~ NC NC NC NC 

1837 SC SC SC SC SC NC NC NC NC NC 

(WM) 
* Si creció 
**Nc creció 

Cuando se agregó el doranfenicol a los cultivos conjuntamente con el 

estrés subletal, pudimos observar que las células perdían la capacidad de tolerar 

altas concentraciones de ácido o jugo biliar humano (Tabla 4). El análisis 

estadístico reveló que no había diferencia entre estos tratamientos y los controles. 



Tabla 4. Valores de letalidad de V. choferae sometidos a un estrés letal (jugo biliar humano o 
acidez) y en algunos casas durante este tratamiento se aplicó doranfenicol. 

Cepa Condición 
letal 

Valores de letal idad 
(min) 

Jugo 
biliar 30 
mg/ml 

Control Choque Contro l • 

doranfenico l 

Choque + 

doranfenicol 
7677 

Jugo 
biliar 30 
mg/ml 53.6 ± 2.0a 71.2 ±20.8 43.8 ± 4 . 4 49.8 ± 4.6 

1837 

Jugo 
biliar 30 
mg/ml 

70.0 ± 4.3 75.4 ± 7.2 51.7 ± 5 . 7 57.2 ±14.8 

pH ácido 
4.5 

7677 pH ácido 
4.5 

25.5 ± 6.3 33.7 ± 6.1 16,7 ± 0.0 18.2 ±0.6 
1837 

pH ácido 
4.5 41.4 ±1.2 48.2 ± 7.0 12.9 ± 7.0 15.8 ±0.7 

a. Desviación estándar 

RESPUESTA CRUZADA 

En este apartado encontramos resultados contrastantes. Por un lado 

demostramos que la exposición de células de V. choferae a 3.0 mg/mL de jugo 

biliar humano por 20 min hacía a las células ligeramente más sensibles a un pH de 

4.5 (Tabla 5), en comparación con las células que no recibieron el tratamiento 

subletal con jugo biliar. Sin embargo, la sensibilidad observada no fue 

estadísticamente significativa. Por otro lado cuando aplicamos primero un choque 

subletal ácido a las células, estas presentaron el doble de resistencia a una 

condición letal de jugo biliar humano en comparación con el control (Tabla 6). 

Además observamos que la duración de esta tolerancia se prolongó hasta por 60 

min después del choque subletal en ambas cepas. 



Tabla 5. Valores de letalidad de V. cholerae expuesta a pH 4.5. Las céliias fueran expuestas 
previamente a una concentración subletal de jugo biliar humano. 

Cepa Valorea de letal dad D (DH4siniin Cepa 
Control Choque 

7677 20.00 ± 2.9' 19.6 ± 9.0 
1837 6.9 ± 1.3 6.3 ± 0.7 

a) desviación estándar 

Tabla 6. Tolerancia de V. cholerae a 30 mg/mL de jugo biliar humano. Las células fueron 
sometidas previamente a una concentración subletal de acidez (pH 5.5) 

Cepa Tiempo entre el 
choque subletal y 

el letal 

Valores de letalidad D <30ma*nuniin Cepa Tiempo entre el 
choque subletal y 

el letal 
Control Choque 

7677 0 20.1 ±3.0® 55.0 ±13.4 7677 
30 35.0 ±6.0 60.3 ±25.0 

7677 

60 40.0 ±7.4 47.22 ± 23.0 
1837 0 33.0 ±11.0 65.4 ± 2 1 8 1837 

30 24.2 ± 10.4 37.0 ± 17.7 
1837 

60 36.0 ± 8.4 56.1 ±7 .8 
a) desviación estándar 

EFECTO DE UN CHOQUE SUBLETAL EN LA PRODUCCIÓN 

DE LA TOXINA DE V. cholerae 

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 7. Cuando analizamos la 

cepa 7677, y aplicamos un choque subletal ácido, no encontramos diferencia entre 

los controles y tratamientos. Sin embargo cuando el choque subletal fue con jugo 

biliar humano, la toxina producida fue menor y el análisis estadístico mostró la 

existencia de diferencia entre tratamientos y controles. Cuando analizamos la cepa 



1837 encontramos el mismo comportamiento que en la cepa anterior; es decir que 

el choque ácido no afectó la producción de la toxina pero si disminuyó ligeramente 

con un choque subletal con jugo biliar humano, sin embargo en este caso el 

análisis estadístico mostró que no existía diferencia significativa con respecto al 

control. 

Tabla 7. Producción de toxina de V. chotorae. Las células fueron sometidas a un choque subletal. 

Cepa 
Choque 
subletal 

Concentración de la toxina 
mg/ml proteina total. 

Diferencia 
significativa Cepa 

Choque 
subletal 

Control Choque 

Diferencia 
significativa 

7677 pH 5.5 31.4 ± 5 . 4 * 
(2.7) -

30.2 ± 6 . 0 * 
(3.0) -

No 7677 

3.0 mg/ml 
j.biliar 

27.1 ±2.86 
(1.4) 

20.3 ±3.0 
(1.5) 

Si 

1837 pH 5.5 27.7 ± 7.3 
(3.6) 

31.0 ±0.5 
(0.3) 

No 1837 

3.0 mg/ml 28.95 ±5.4 
(2.7) 

31.8±1.4 
(0.7) 

No 

'desviación estándar 
** error estándar de la media 

EFECTO DE UN CHOQUE ÁCIDO SOBRE LA SÍNTESIS DE 

PROTEÍNAS 

Se midió la síntesis de proteínas mediante la incorporación de metionina 

(®S) de nuestras cepas. Esto lo realizamos utilizando diferentes concentraciones 

del isótopo (100, 150 y 200 |jCi/ml), durante 20 min. Establecimos que la mejor 

incorporación se produjo a 200 pCi/niL, por lo que utilizamos esta concentración 

en los ensayos posteriores (Fig 18 y 19). 



Tiempo (min) 

Figura 18. Curva de incorporación de ^ S por las células de V. cholerae 
ATCC 7677. La concentración del isótopo fue de 200 pCi/ml. 

0 5 10 1S 20 25 
Tiempo (nin) 

Figura 19. Curva de incorporación de ^ S por las células de V. cholerae ATCC 
1837. La concentración del isótopo lúe de 200 pCi/ml. 



ANÁLISIS DE LA SÍNTESIS DE PROTEÍNAS DE V. cholerae 

SOMETIDA A UN CHOQUE SUBLETAL DE JUGO BILIAR 

HUMANO 

Las condiciones aplicadas en el rompimiento y mareaje de las células fue 

igual al aplicado en los ensayos de acidez, ya que comprobamos que también 

eran las mejores condiciones para el mareaje y rompimiento de las células Fig. (20 

y 21) 

Tierrpo (rrin) 

Figura 20. Curva de incorporación de 35S por las células de V. cholerae 
ATCC 7677. La concentración del isótopo fue de 200 pCi/ml. 



ANÁLISIS DE LOS PATRONES ELECTROFORETICOS DE 

PROTEÍNAS INDUCIDAS POR UN CHOQUE ÁCIDO 

SUBLETAL 

Se probaron diferentes metodologías para el rompimiento de células, pero 

la más adecuada resultó ser la reportada por Dascher, et al, 1990, con una 

modificación. Cuando analizamos las proteínas de las células tratadas con un 

choque ácido pudimos observar que en la cepa 7677 se inducían 4 proteínas. Los 

pesos moleculares fueron de 106, 94, 88 y 77 kDa (Fig 22). Además se observó 

que aún después de 90 min de haber aplicado el choque subletal estas se 

siguieron sintetizando en grandes cantidades. Por otro lado, cuando se analizó la 

cepa 1837 se observó la inducción de 1 PCHA con un peso molecular de 106 kDa 

y también permaneció por 90 min después del choque subletal (Fig 23). 



ANÁLISIS DE LOS PATRONES ELECTROFORETICOS DE 

PROTEÍNAS INDUCIDAS POR UN CHOQUE CON JUGO 

BILIAR HUMANO 

Establecimos que un choque subletal de jugo biliar humano es capaz de 

alterar el proceso de síntesis de proteínas. Encontramos que en la cepa 7677 la 

inducción de al menos 7 proteínas (114, 106, 101, 86, 84, 56, y 46 kDa) como 

respuesta a este tratamiento (fig. 24), mientras que para la cepa 1837 la inducción 

fue menor detectándose 3 proteínas (97, 88 y 77 kDa). (Fig 25). 

En ambas cepas la inducción de estas proteínas permaneció 90 min 

después de la aplicación del choque subletal. 
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Figura 22. Autoradiografía de 
los patrones de proteínas 
totales de V. cholerae ATCC 
7677. Las células fueron 
sometidas a choque ácido (pH 
5.5 por 20 min) a) control, b) o 
min, c) 30 min. d) 60 min y e) 
90 min después del choque 
subletal. 

Figura 23 Autoradiografía de los patrones 
de proteínas totales de V. cholerae ATCC 
1837. Las células fueron sometidas a 
choque ácido (pH 5.5 por 20 min) a) control, 
b tiempo 0 c) 30 min, d) 60 min y e) 90 min 
después del choque subletal. 



Figura 24. Autoradiografía de los 
patrones de proteínas totales de V. 
cholerae ATCC 7677 
a) control, b) 30 mln, c) 60 min y d) 90 
min. Células sometidas a choque 
subletal con jugo biliar humano (3 mg/ 
mi por 20 min) en la mitad de la fase 
log. 

97 

Figura 25. Autoradiografía délos 
patrones de proteínas totales de 
V. cholerae ATCC 1837. a) 
control, b) tiempo 0 y c) 90 min 
células sometidas a choque 
subletal con jugo biliar humano 
(3 mg/ml por 20 min) en la mitad 
de la fase log 



DISCUSIÓN 

Durante el procesamiento de los alimentos se aplica una gran variedad de 

condiciones de estrés, los cuales se pretende que interfieran con la homeostasis 

bacteriana, con la finalidad de eliminar los microorganismos indeseables. Sin 

embargo, en algunas ocasiones, los microorganismos sobreviven. Se piensa que 

esto es debido a que se desencadenan una respuesta compleja que habilita a los 

contaminantes a sobrevivir a algunas condiciones ambientales extremas (Buncic, 

S y S. M. Averey 1998; Miller, etal, 1989). 

Se ha demostrado que algunos microorganismos entéricos como 

Salmonella Typhimurium, 5. flexneri y E co//, prefieren crecer en ambientes de 

pH neutro, sin embargo, ellos pueden enfrentarse a cambios bruscos de pH en la 

naturaleza y durante su patogénesis (6earson, S., 1996). 

Cuando nosotros determinamos las condiciones ideales del choque ácido 

en las células de V. cholerae, pudimos observar que al aplicar pH de 3.0, 3.5,4.0 y 

4.5 por 20 y 30 min, las células murieron, no permitiendo su recuperación. Cuando 

analizamos un choque de pH 5.5 se estresaron las células pero una gran 

proporción se mantuvo viable, sin embargo en nuestros ensayos seleccionamos 

un pH de 5.5 ya que a esta condición la población disminuía menos de una unidad 

logarítmica. Merrell y Camili (1999) utilizaron estas mismas condiciones de estrés 

sobre otras cepas de V. choleras. Se observó que V. cholerae fue capaz de 

adquirir tolerancia a un pH ácido de 4.5 cuando se sometió previamente a un 

choque subletal de pH 5.5 por 20 min. Nuestros resultados concuerdan con lo 

reportada por estos autores, quienes trabajaron con una cepa virulenta de V. 



cholerae biotipo El Tor. Ellos encontraron que a un pH de 5.7 las células se 

estresaron pero pudieron recuperarse posteriormente. Y además fueron mas 

tolerantes a un pH de 4.5 que aquellas células que no recibieron el pH ácido 

moderado. 

También nuestros resultados concuerdan con trabajos en otros 

microorganismos donde se observó la adquisición de tolerancia al ácido [Brucella 

Suis (Kulakov, et al., 1997; L monocytogenes (Juneja., V. K., ef ai, 1998); 

Streptococcus mutans (Svensáter, G. et al., 2000) V. cholerae el Tor (Nesper, J., 

ef al, 2001)]. 

Este proceso de adquisición de tolerancia al ácido es de gran importancia 

debido a que cuando una bacteria contamina alimentos que pudieran ser 

sometidos a condiciones ácidas moderadas, el estrés pudiera habilitar a estos 

microorganismos a tolerar condiciones mas ácidas, tales como el pH del 

estómago. Por lo que se debe de tomar en cuenta esta capacidad de la bacteria 

para establecer las medidas pertinentes a f in de lograr su eliminación total. 

Se ha establecido que la respuesta de adquisición de tolerancia al ácido es 

una respuesta temporal, sin embargo varia grandemente de organismo a 

organismo. Nosotros encontramos que se prolongó 1 h después de aplicado el 

choque subletal. Esto mismo se ha reportado para L. monocytogenes (Davis, J. 

M., etal, 1996). 

Por otro lado, analizamos si la síntesis de proteínas era importante en la 

adquisición de tolerancia en V. cholerae, ya que reportes previos han indicado que 

la adquisición de tolerancia a condiciones letales puede ser dependiente o 

independiente de proteínas. (Morimoto, ef al, 1990; Karem, K. L , ef ai 1994; 



Foster, J. W., 1995.1999; Waterman, S. R. y P. L, C. Small. 1996). Encontramos 

que en V. cholerae la síntesis de proteínas es muy importante en la adquisición de 

tolerancia. 

Se tienen reportes de que los factores ambientales pueden estimular 

algunos genes involucrados en la producción de la toxina del cólera, al afectarse la 

expresión del regulon ToxR (Skorupski, K. y R. K. Taylor 1997). 

V. cholerae es considerado un organismo alcalinófilo, ya que su mejor 

crecimiento se obtiene a pH alcalinos, de hecho crece muy bien en medios 

adicionados con sales biliares. En este trabajo nosotros tratamos de entender algo 

de esta capacidad de resistencia. 

Establecimos las concentraciones ideales de jugo biliar para estresar a las 

células pero no para provocar disminución de su población , encontrando que a 3 

mg/ml por 20 min se lograba nuestro objetivo. 

Además, encontramos que al igual que para condiciones estresantes de 

acidez, se lograba la adquisición de tolerancia a condiciones letales de jugo biliar 

humano, si previamente se sometían a una condición subletal. Esta misma 

respuesta ha sido observada en otros microorganismos como Enterococcus 

faecalis (Flahaut, et al, 1996) y Lactobacillus (Tonnock, G. W., et al, 1997; 

Gilliland, S. E., ef al 1977; Yokata, A et al, 2000 y Dunne, C., ef al, 2001). 

Cuando analizamos cuanto tiempo se mantenía esta tolerancia adquirida 

encontramos que permanecía por 60 min. 

Se ha reportado un fenómeno conocido como respuesta cruzada, es decir 

la tolerancia a un estrés letal como resultado de la exposición previa a un estrés 

subletal diferente. Nosotros tratamos de determinar si en V. cholerae también se 



presentaba este fenómeno, y encontramos resultados muy Interesantes; 

establecimos que cuando las células se sometían a un estrés subletal ácido, 

adquirieron tolerancia a concentraciones letales de jugo biliar, sin embargo cuando 

invertimos las condiciones la respuesta adaptativa no se presentó. Estas 

observaciones concuerdan con lo que realmente pasa en el organismo; 

primeramente las células pueden recibir un estrés subletal ácido y posteriormente 

sobrevivir las descargas biliares en el duodeno. Sin embargo, sería muy 

importante estudiar mas a fondo este aspecto. 

Algo semejante ha sido observado por otros investigadores como 

Ravishankar, (1999) que al trabajar con Ustería monocytogenes estableció que la 

adaptación al ácido no brindó protección a altas concentraciones de 

lactoperoxidasa. Contrariamente Leyer, et al, (1993) demostraron que un choque 

ácido provocaba protección al calor, al estrés oxi dativo y a estrés osmótico en 5 

Typhimurium. Sin embargo, en esos mismos ensayos, ni el choque térmico, ni el 

osmótico indujeron tolerancia al ácido. También, Flahaut, ef al, (1996), estudiaron 

la protección cruzada en E. faecalis al ser expuesto a las sales biliares, pH ácido y 

un choque térmico, encontrando que las células sometidas a altas temperaturas y 

a sales biliares indujeron resistencia a condiciones extremas de un estrés 

diferente, mientras que las sometidas a bajos pH no mostraron protección contra 

la exposición a sales biliares. 

Nesper, ef al (2001) establecieron que el papel del jugo biliar en el intestino 

es, aparte de su acción digestiva, impedir la activación transcripcianal de ToxT, 

incrementar la motilidad intestinal y la quimiotaxis, impidiendo de esta manera que 

la bacteria cubra el mucus, por lo que en personas sanas con descargas biliares 



normales, esta puede ser una barrera para impedir la colonización por 

microorganismos indeseables. 

Ya desde hace mas de una década se ha establecido que las condiciones 

de estrés ambiental influyen en la producción de la toxina coleragena. Se ha 

encontrado que el activador transcripcional ToxR, es modulado por una respuesta 

de choque térmico (Parson y Mekalanos, 1990). De acuerdo con lo anterior, 

nosotros nos propusimos investigar si un choque subletal ácido o con jugo biliar 

afectaban la producción de la toxina. A diferencia con lo reportado, encontramos 

que el choque ácido no afectó la producción de la terina. Sin embargo cuando 

aplicamos un choque subletal con jugo biliar humano en una de las cepas 

analizadas encontramos una disminución de esta. Trabajos anteriores 

demostraron que señales ambientales modulan la expresión de un factor 

dependiente de ToxT en V. choleras, y esto por consiguiente da pie a que 

disminuyan las defensas inmunológicas y puede ser otro factor para que la 

enfermedad se presente (Provenzano, et al, 2000). 

Al estudiar la síntesis de proteínas durante un choque ácido y con jugo biliar 

fue necesario determinar la concentración del isótopo necesario para marcar 

nuestras células. Reportes de trabajos similares indicaban cantidades muy 

variables (Kilstrup, M., et al 1997; J argén sen, F. ef al 1999; Svensáter, G. et al 

2000), por lo que nosotros determinamos la cantidad adecuada. Encontramos que 

200 pCi/ml era la cantidad que permitía un buen mareaje. Esta concentración 

resultó ser muy alta en comparación con otros trabajos, consideramos que esto 

fue debido a que el medio que usamos era muy rico en aminoácidos los cuales 

competían con los reactivos que agregamos (Karem K. L., ef al, 1994; Wai, S. N., 



et al 1996). Además durante estos ensayos se probaron varios métodos de 

rompimiento celular ya que los reportados en la literatura utilizaban lisozima y 

comprobamos que causaba problemas a la hora de estandarizar la cantidad de 

proteínas durante la separación electroforética. Nosotros encontramos que al 

modificar levemente el método de Dascher, et al, (1990), se obtenían buenos 

resultados. 

Cuando estudiamos los patrones de proteína producidos durante el choque 

ácido pudimos observar la inducción de 4 PC HA para la cepa C7677 mientras que 

en la cepa 1637 solo indujo 1 PC HA. Estas diferencias pudieran deberse a que la 

ultima es serotipo 0139 y la otra es 01. 

Las proteínas inducidas se presentaron hasta 90 min después de aplicar el 

choque ácido, que fue lo mismo que duró la tolerancia. Algo que llamó la atención 

fue que la cepa que indujo una sola proteína resultó ser mas sensible a la 

condición de acidez comparada con la otra cepa. 

En relación con la respuesta al jugo biliar humano, también se presentaron 

diferencias en cuanto al numero y peso de las proteínas encontradas, ya que para 

las cepas C7677 se detectaron 7 proteínas, mientras que para la cepa 1837 solo 

se indujeron 3. Sin embargo, en ambos casos las proteínas inducidas 

permanecieron 30 min después de aplicado el estrés. Algo que encontramos fue 

que la mayor concentración de proteínas se observó después de 90 min de que se 

había quitado el estrés subletal. Consideramos que sería Interesante estudiar mas 

al respecto a fin de encontrar una explicación a esta observación. 



JeevanJyot y Ghosh en 1995 demostraron que al aplicar un choque térmico 

a las células de V. cholerae se inducían 5 proteínas En nuestro trabajo 

encontramos algunas proteínas con pesos moleculares similares a estas. 

Se ha reportado que se pueden inducir proteínas homologas bajo diferentes 

condiciones de estrés. Resultaría de gran interés determinar esto en V. cholerae. 

En base con todos nuestros resultados, podemos tratar de entender el 

posible mecanismo adaptativo que sufre V. cholerae al pasar por la acidez de 

estómago y posteriormente enfrentarse a jugo biliar. Aunque para establecer esto 

con certeza hace falta estudios mas profundos al respecto. 



CONCLUSIONES 

Los choques subletales ácido (pH 5.5) y por jugo biliar humano (3 mg/ml) 

aplicado a las células de V. chofera? provocaron un estado adaptativo que 

permitió su recuperación posterior. 

V. cholerae ATCC C7677 y 1837 adquirieron tolerancia a pH 4.5, como 

consecuencia de un choque ácido previo de pH 5.5 por 20 min. 

V. cholerae ATCC C7677 y 1837 adquirieron tolerancia a 30 mg/ml de jugo 

biliar humano si previamente se e^usieron las células a la condición subletal de 3 

mg/ml 

La adquisición de tolerancia al ácido y jugo biliar en V. cholerae como 

resultado del choque subletal previo se prolongó hasta 1 h después de aplicado 

esta condición subletal. 

V. cholerae es capaz de sobrevivir a un choque letal de jugo biliar (30 

mg/ml) si previamente es sometido a un choque subletal ácido (ph 5.5/ 20 min). 

La síntesis de proteínas durante un choque ácido y con jugo biliar en V. 

cholerae, es importante para la adquisición de tolerancia a condiciones extremas 

de estos tipos de estrés. 



En ambas cepas ia producción de la enterotoxina de V. choleras no es 

afectada por un choque subletal ácido ni por jugo biliar humano. 

Cuando se aplicó un choque ácido subletal de pH 5.5 en la cepa 7677 se 

indujeron 4 PCHA (106, 94, 88, y 77 kDa), mientras que en la cepa 1837 solo se 

indujo 1 PCHA (106 kDa). Además se observó que aun después de 90 min de 

haber aplicado este estrés, las proteínas se siguieron sintetizando en grandes 

cantidades. 

AI aplicar un choque subletal de jugo biliar humano se indujeron 7 proteínas 

para la cepa 7677 ( 114, 106, 101, 88, 84, 56, y 46 kDa), mientras que para la 

cepa 1837 solo se indujeron 3 (97, 88, y 77 kDa). En ambas cepas la Inducción se 

prolongó hasta 90 min después de aplicado el estrés, tiempo en el cual se observó 

la mayor cantidad de proteínas inducidas. 



PERSPECTIVAS PARA FUTURAS INVESTIGACIONES 

Las proteínas del estrés pertenecen a un grupo de proteínas esenciales 

sintetizadas por todos los organismos incluyendo bacterias gram positivas, como 

gram negativas, levaduras, plantas, células humanas y arqueobacterias. 

Diferentes estudios concuerdan con que estas proteínas son miembros de una 

clase de proteínas altamente conservadas, previamente designadas como 

antigeno común. Por lo que sería interesante determinar si algunas de las 

proteínas encontradas tienen homología con las que se han caracterizado en otros 

organismos. 

Se ha establecido que las proteínas del estrés pueden actuar como 

potentes inmunogenos y factores de virulencia en algunos microorganismos, por lo 

que también sería de gran interés establecer si durante un proceso infectivo, se 

induce una respuesta humoral en contra de algunas proteínas del estrés. 

En nuestro trabajo estudiamos la respuesta del microorganismo contra una 

condición de acidez producida por un ácido inorgánico. Sin embargo, sabemos 

que los ácidos orgánicos se han utilizado desde hace tiempo como conservadores 

de alimentos. Tomando en cuenta que V. cholerae contamina estos, sería 

sumamente importante estudiar si la respuesta es semejante contra estos ácidos, 

a fin de predecir la capacidad de resistencia del microorganismo en productos 

alimenticios. Además, para entender la fisiología del microorganismo, también 



sería interesante estudiar, si la respuesta observada es semejante al exponer a la 

bacteria a jugo biliar, en donde aparte de las sales biliares se encuentran otros 

compuestos que pudieran modificar la respuesta observada. 

Como es conocido, V. choleras es un patógeno que se encuentra 

ampliamente distribuido en la naturaleza, normalmente en estuarios asociado con 

otros organismos tales como moluscos y algas. Se ha reportado en otros 

organismos que el estrés osmótico y el oxidativo, provocan un cambio en la 

morfología de la membrana externa e incluso se ha reportado que el 

lipopolisacarido juega un papel importante en la resistencia al estrés. En este 

trabajo nosotros proponemos estudiar si el choque ácido o con jugo biliar afecta la 

morfología del vibrión, así como la composición de la cápsula. 
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