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RESUMEN

Este estudio de ribotipificacion en 75 cepas de Vibrio cholerae O1 permitié identificar tres variantes ribotipicas,
referidas como Perl, Per2 y Per3, aisladas durante el periodo 1991 - 1999 en el Pert. La variante Perl fue reportada
tanto en la etapa epidémica y endémica del célera, mientras que Per2 y Per3 se relacionaron sélo con la etapa
endémica. Los resultados mostraron ademas una aparicién constante y mayoritaria de la variante Perl, poniendo en
evidencia la emergencia de un mismo grupo clonal en los brotes epidémicos del Perd. Las variantes ribotipicas
encontradas fueron comparadas con los ribotipos de diferentes cepas referenciales de V. cholerae previamente carac-
terizadas. Se observé una identidad total del ribotipo Perl con la variante ribotipica de aislamientos Asiaticos (Tailandia),
encontrandose ademas altos indices de similitud entre los ribotipos Perl, Per2 y Per3, y evidenciandose una estrecha
relacion entre las cepas peruanas y los aislamientos asiaticos.

Palabras claves: Vibrio cholerae; Ribotipificacion; ARN ribosémico; PerG (fuente: BIREME).

ABSTRACT

Ribotyping of seventy five Vibrio cholerae O1 strains collected from 1991 to 1999, revealed three different ribotypes,
referred to as Perl, Per2 and Per3. Perl ribotype was found in both the endemic and epidemic periods, while Per2 and
Per3 ribotypes were found only in the endemic period. The results showed a more frequent and constant presence of
ribotype Perl, and indicated the emergence of the same clonal group in the aforementioned outbreaks. At the same time,
new ribotypes were compared against ribotypes from previously characterized V. cholera referential strains. The
comparative analysis using similar ratios revealed a total coincidence between Perl ribotype and the ribotype from

Thailand isolates, exhibiting high similarity ratios between Perl, Per2 and Per3 ribotypes. This finding supports the
close relationship between Peruvian and Asian strains of V. cholerae.

Key words: Vibrio cholerae; Ribotyping; RNA, ribosomal; Peru (source: BIREME).

INTRODUCCION

En 1991, el colera aparecié en forma epidémica en
varias ciudades de la costa del Peru. El establecimiento
de reservorios para el Vibrio cholerae, favorecido, entre
otros factores, por la existencia de malas condiciones
higiénico-sanitarias en la poblacion, propiciaron los pro-
cesos de recombinacion genética entre cepas de V.
cholerae, dando origen a la aparicién de variantes, que
pasarian inadvertidos debido a que no se cuenta con
técnicas modernas para su deteccion.

En la actualidad, los métodos que analizan directamente
el ADN o ARN de los organismos han mostrado resulta-
dos promisorios en el estudio epidemiolégico del céle-
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rat?®. El andlisis en longitud de fragmentos de restric-
cion (RFLP), es uno de los métodos mas usados en la
caracterizacion de varios microorganismos de importan-
cia médica. La agrupacion de bacterias en un sistema de
tipificacion usando sondas de genes que codifican el ARN
ribosomal, se denomina ribotipaje.

El presente trabajo tiene como objetivo describir la varia-
bilidad genética en los aislamientos de V. cholerae ocu-
rridos en el Perd durante la ultima década. Buscamos,
mediante patrones moleculares, caracterizar las cepas
de V. cholerae y correlacionar la variabilidad genética en-
contrada a la curva epidemiologica de enfermedad entre
1991-1999. Asimismo, buscar similitudes genotipicas
entre cepas peruanas y aislamientos de otros lugares a
nivel mundial, utilizando como referencia en banco de
datos para patrones de hibridacién, originados a partir
del gen codificante del ARN ribosomal 16S3.
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MATERIALES Y METODOS

SELECCION DE CEPAS DE Vibrio cholerae O1

Todas las cepas fueron obtenidas del cepario del La-
boratorio Referencial de Enteropatégenos del Instituto Na-
cional de Salud.

Tomando en cuenta la naturaleza descriptiva del trabajo,
se consideraron como puntos de referencia 11 departa-
mentos del territorio peruano que reportaron casos de
célera entre el periodo 1991-1999. Los puntos de refe-
rencia fueron: Lima, La Libertad, Piura, Huancayo, Junin,
Ayacucho, Puno, Ancash, Cusco, Cajamarca e lquitos.
Luego, el proceso de seleccion de cepas fue realizado
en forma aleatoria tomando en cuenta los brotes epidé-
micos reportados en cada afio de estudio. Las cepas
fueron reactivadas en caldo alcalino peptonado y TCBS
agar. Se excluyeron aquellas cepas que no presentaban
informacién completa y detallada de la fecha y lugar de
aislamiento, serogrupo Yy biotipo. A partir de estos proce-
dimientos se seleccionaron un total de 75 cepas de Vibrio
cholerae OL1.

Cada cepa fue codificada con las tres primeras letras del
lugar de procedencia, seguidas del afio de aislamiento y
un namero de orden respectivo (Tabla 1).

Las cepas de referencia utilizadas fueron: Cepa Vibrio
cholerae O1 ATCC14033. Biotipo El Tor, serotipo Inaba;
Vibrio cholerae 0139 Bengal tipificada y Cepa Vibrio
cholerae NoOL1 tipificada y una cepa de Vibrio mimicus.
Asimismo, se utilizaron esquemas ribotipicos anterior-
mente reportados para realizar las comparaciones res-
pectivas?.

PROCEDIMIENTOS

Extraccion de ADN gendémico

Para la extraccion de ADN gendmico se utilizé el mé-
todo fenol/cloformo®. Primero, se centrifugd 5 mL de sus-
pensién bacteriana y el sedimento fue resuspendido en
solucion de lisis conteniendo lisozima; posteriormente,
se adiciond lauril sulfato de sodio (SDS) y proteinasa K
llevando a 65°C durante 2 horas. EL ADN fue extraido
con fenol/cloroformo, precipitado con etanol y resupendido
en agua tridestilada.
Ribatipificacion

El ADN obtenido de cada de V. cholerae fue
ribotipificado mediante el método descrito por Popovic3,
digiriendo 8 ng de ADN con 5 U de enzima Bgll durante 2
horas. Posteriormente, los productos de restriccion fue-
ron sometidos a electroforesis en un gel de agarosa al
1% vy transferidos a una membrana de nylon mediante el
método de Southern blot’. Los productos de digestion
fijados en la membrana fueron hibridados con una son-
da de ~1480 bp, correspondiente al gen codificante del
ARN ribosomal 16S (ADNr 16S) (Figura 1). EI método
utilizado fue el método quimioluminiscente®. La sonda
del gen ADNr 16S fue obtenida mediante reaccion en
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cadena de la polimerasa (PCR), a partir de ADN de V.
cholerae, utilizando iniciadores universales para su am-
plificacion’. Estos iniciadores utilizados fueron: RIBF5'
AGAGTTGATMTGG3'y RIBR5 TACCTTGTTACGACTT3';y
el protocolo para la reaccién en cadena de la polimerasa
fue: denaturacidn inicial 95°C por 5 minutos, luego 30
veces el siguiente ciclo: 95°C por 30 segundos, 33°C por
1,5 minutos y 72°C por 2 min. Finalmente se realiz6 una
extension final a 72°C por 10 minutos. Toda la reaccion se
llevo a cabo en un termociclador Genamp 2400.

RIBF RIBR
-»> -«

rDNA16 S H

1544 bp Espacio
intergénico
(431-711bp.)

rDNA23S H rDNASS ‘

~2900 bp 120bp

Figura 1. Representacion esquematica del gen rDNA16S, rDNA23S y rDNA5S
bacteriano. Para el presente estudio se amplificé casi la totalidad del gen
rDNA16S utilizando los iniciadores (indicados con las flechas) RIBF y RIBR.
Mediante PCR se obtuvo la sonda de ~1480 bp.

El proceso de hibridacién con la sonda y los productos
de restriccion se llevé a cabo a 42°C durante 4 horas.
Finalmente, la deteccién de la hibridacion se revel6 por
autoradiografia*, observandose un patréon de bandas para
cada cepa de V. cholerae. Cada variante obtenida por
ribotipificacion (ribotipo) fue rotulada con las iniciales Per,
seguida del cddigo respectivo que identificaba la fecha y
lugar de aislamiento.

Célculo de cladogramas

Los perfiles de hibridacion obtenidos en el film fueron
esgquematizados, alineando cada banda y tomando como
referencia los pesos moleculares del marcador | HindlIl.
Todas las cepas ribotipadas fueron esquematizadas y
comparadas con las cepas ATCC14033, BengalO139 y
V. cholerae NoO1. Las comparaciones con aislamientos
a nivel mundial fueron realizadas utilizando como refe-
rencia los esquemas de ribotipos reportados, en los cua-
les se incluia una cepa V. cholerae Peri 19913

Los indices de similitud para el célculo de cladogramas
fueron obtenidos usando la relacion:

[nimero de bandas comunes de Ay B]

Indice entre Ay B =
[(NUmero de bandas de A) + (nimero de bandas de B) -

(nimero de bandas comunes de Ay B)J°.

Los cladogramas fueron disefiados ordenando los indi-
ces de similitud por cada patrén ribotipico en una tabla
de doble entrada, utilizando como interfase el editor de
textos NOTEPAD (Windows 97) y archivandolo en formato
TXT. El archivo TXT fue evaluado con el algoritmo "Méto-
do de emparejamiento por pares usando promedios arit-
méticos" (UPGMA-Unweighted pair group method using
arithmetic average)®.
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RESULTADOS

Tres perfiles ribotipicos distintos fueron observados
en las 75 cepas evaluadas. El perfil ribotipico predomi-
nante en las cepas de V. cholerae fue Perl, alcanzando
92% del total de cepas seleccionadas y apareciendo en
todos los afios con la mayor frecuencia. Los ribotipos
restantes (Per2, Per3) se presentaron en menor nimero
y estuvieron relacionados a los afios 1993, 1994, 1995 y
1996, apareciendo tanto en aislamientos de Lima como
del norte del Pais (Tabla 1).

Tabla 1. Distribucién de ribotipos encontrados por lugar y tiempo.

CODIGO LUGAR Fecha de aislamiento SEROTIPO REPORTADO RIBOTIPO
Lib911 Lima Feb-91 Inaba Perl
Lib912 Lima Feb-91 Inaba Perl
Lib913 Lima Feb-91 Inaba Perl
Pun9ll Puno Feb-91 Inaba Perl
Lib911 La libertad Mar-91 Inaba Perl
Lib912 La libertad Oct-91 Inaba Perl
1quo11l Iquitos. Sep-91 Inaba Perl
1qu912 Iquitos Sep-91 Inaba Perl
Hua911 Huancayo Mar-91 Inaba Perl
Piu91l Piura Oct-91 Inaba Perl
Piu912 Piura Mar-91 Inaba Perl
Piu912 Piura Mar-91 Inaba Perl
Lim914 Lima Ene-91 Inaba Perl
Limo21 Lima Mar-92 Inaba Perl
Lim922 Lima Ene-92 Inaba Perl
Lim923 Lima Ene-92 Ogawa Perl
Lib921 La libertad Feb-92 Inaba Perl
Lib922 La libertad Feb-92 Ogawa Perl
1qu921 Iquitos Ene-92 Ogawa Perl
Pun921 Puno Ene-92 Inaba Perl
Pun922 Puno Ene-92 Inaba Perl
Pun923 Puno Ene-92 Inaba Perl
Hua921 Huancayo Feb-92 Inaba Perl
Hua922 Huancayo Feb-92 Inaba Perl
Jun921 Junin Feb-92 Inaba Perl
Piu921 Piura Mar-92 Ogawa Perl
Lim931 Lima Ene-93 Ogawa Per2
Lim932 Lima Ene-93 Ogawa Per3
Limo33 Lima Ene-93 Inaba Perl
Lim934 Lima Ene-93 Ogawa Perl
Lim935 Lima Ene-93 Ogawa Perl
Lim941 Lima Ene-94 Ogawa Per2
Lim942 Lima Ene-94 Ogawa Per3
Lib941 la Libertad Feb-94 Ogawa Perl
Lib942 La libertad Mar-94 Ogawa Perl
Lim951 Lima Mar-95 Ogawa Per2
Lim952 Lima Feb-95 Ogawa Perl
Aya951 Ayacucho Feb-95 Ogawa Perl
Aya952 Ayacucho Feb-95 Ogawa Perl
Anc951 Ancash(Chimbote) Mar-95 Ogawa Perl
Anc951 Ancash(Chimbote) Mar-95 Ogawa Perl
Anc953 Ancash(Chimbote) Mar-95 Ogawa Per2
Lim961 Lima Feb-96 Ogawa Perl
Lib961 La libertad Abr-96 Ogawa Per2
Lib962 La libertad Abr-96 Ogawa Perl
Lim962 Lima May-96 Ogawa Perl
Lim971 Lima Dic-96 Ogawa Perl
Cus971 Cusco Oct-97 Ogawa Perl
Lib971 La libertad Oct-97 Ogawa Perl
Cus972 Cusco Oct-97 Ogawa Perl
Pun971 Puno Oct-97 Ogawa Perl
1qu971 Iquitos Oct-97 Ogawa Perl
Lib972 La libertad Oct-97 Ogawa Perl
Lim972 Lima Feb-98 Ogawa Perl
Lim981 Lima Feb-98 Ogawa Perl
Lim982 Lima Mar-98 Ogawa Perl
Lim983 Lima Mar-98 Ogawa Perl
Lib981 La libertad Feb-98 Ogawa Perl
Cus981 Cusco Feb-98 Ogawa Perl
Cus982 Cusco Feb-98 Ogawa Perl
Cus983 Cusco Ene-98 Ogawa Perl
Cajosl Cajamarca Ene-99 Ogawa Perl
Jun9sl junin Feb-98 Ogawa Perl
Jungs2 Junin Feb-98 Ogawa Perl
1qu9sl Iquitos. Ene-98 Ogawa Perl
1quos2 Iquitos Feb-98 Ogawa Perl
Hua981 Huancayo Feb-98 Ogawa Perl
Hua982 Huancayo Mar-98 Ogawa Perl
Hua983 Huancayo Mar-98 Ogawa Perl
Hua984 Huancayo Mar-98 Ogawa Perl
Aya991 Ayacucho Ene-99 Ogawa Perl
Lim991 Lima Ene-99 Ogawa Perl
Caj991 Cajamarca Ene-99 Ogawa Perl

El ribotipo Perl mostré un patron de nueve bandas defi-
nidas (8,0; 6,8; 6,6; 5,8; 5,6; 4,0; 3,5; 3,0 y 2,3 Kb), el
ribotipo Per2 mostr6 un patrén de 10 bandas definidas
(8,0;6,8;6,6;5,8;5,6; 5,0; 4,0; 3,5; 3,0y 2,3Kb), y el ribotipo
Per3 mostré un patrén de 9 bandas definidas (8,0; 6,8;
6,6; 5,8; 5,6; 5,0; 4,0; 3,5y 3,0 Kb) (Figura 2).
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Figura 2. Ribotipos encontrados para cepas de Vibrio cholerae. Figura A:
Film autoradiografico, Figura B: Esquema ribotipico. En las figuras se muestran
los ribotipos Perl, Per2 y Per3 con sus respectivos esquemas, los cuales
indican los pesos moleculares de las bandas de hibridacion.

Para la cepa ATCC 14033 se obtuvo un patron de RFLP
similar al ribotipo Perl, con la diferencia en la ausencia
de la banda de 6,6 Kb y la presencia de la banda de 5,0
kb. Para la cepa 0139 Bengal se obtuvo un patron de
bandas similar a la variante Perl, con la adicién de dos
bandas de 12 y 7,5 Kb. Para la cepa NoO1 se obtuvo un
patrén distinto a las cepas anteriormente evaluadas, con
solo tres bandas en comun de 8,0; 3 y 2,3 Kb. con las
variantes Perl y Per2. No se encontrd similaridad en
ninguno de los casos con la cepa de Vibrio mimicus.
(Figura 2y 3).

1 2 3 4 5

A

Fig. 3. Ribotipos encontrados para cepas ATCC 14033, Vibrio cholerae
NoO1 y Vibrio cholerae Bengal 0139. Figura A: Film autoradiogréfico. Figura
B: Esquema ribotipico. El esquema representa las bandas de hibridacion
comunes para las variantes encontradas y las cepas ATCC 14033 y 0139
Bengal. Carril 1: Ribotipo Per1, Carril 2: Ribotipo encontrado para cepa Vibrio
cholerae ATCC 14033, Carril 3: Ribotipo encontrado para cepa Vibrio cholerae
0139, Carril 4: Ribotipo encontrado para Vibrio mimicus (cepa referencial).
Carril 5: Ribotipo encontrado para Vibrio cholerae NoO1.
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Partiendo del analisis de patrones numéricos y obtenien-
do los indices de similitud, se calculé el cladograma, el
cual graficaba la similitud entre los ribotipos obtenidos y
las cepas referenciales de V. cholerae (ATCC14033,
NoO1 y 0139 Bengal). Los resultados agruparon a los
ribotipos obtenidos junto con las cepas de V. cholerae
ATCC 14033 y también con la cepa 0139 Bengal, dejan-
do en una rama distante a la cepa de V. cholerae NoO1.
Los ribotipos Per2 y Per3 fueron subagrupados en una
rama, relacionandose en similitud con el ribotipo Perl y
la cepa referencial ATCC 14033 (Figura 4).

Per3

Per2

Perl

ATCC
14033

0139

NoO1

Figura 4. Cladograma de ribotipos peruanos y cepas ATCC 14033, NoO1 y
Bengal: El cladograma grafica los indices de similitud calculados para las
cepas evaluadas, relacionandolas en grupos muy cercanos a las variantes
encontradas y a las cepas ATCC14033 y 0139 Bengal. Deja en una rama
aparte a la cepa no toxigénica NoO1: Perl, Per2 y Per3 ribotipos encontra-
dos en la presente tesis. 0139: cepa Bengal 0139 ribotipada. ATCC14033:
cepa referencial de Vibrio cholerae toxigénico O1. NoO1: cepa no toxigénica
de Vibrio cholerae. La escala en la parte inferior indica las medidas de
similitud entre las variantes evaluadas.

Un segundo cladograma mostr6é dos grupos bien dife-
renciados (Grupo Clasico y Grupo El Tor). El grupo deno-
minado Clasico involucré aislamientos de brotes en In-
dia 1960, 1949, 1941, 1940, y Bangladesh 1960 y 1972.
En tanto que el grupo denominado El Tor involucré a ce-
pas relacionadas con la séptima pandemia, en las que
se destaco las cepas aisladas en brotes peruanos.

Los andlisis de los ribopatrones indicaron una identidad
total del ribotipo Perl con el ribotipo de los aislamientos
Pert 1991 y Tailandia 1991, estudiados por Popovics.

Dentro del grupo el Tor se pudo establecer subgrupos,
en los cuales se relaciond a los tres ribotipos encontra-

12

dos en el presente estudio. Estos tres ribotipos se en-
contraron en un mismo clado junto con aislamientos de
Filipinas y Ruanda, indicando ademas una alta similitud
con los aislamientos asiaticos (1992) y con Islas del Pa-
cifico Sur - Islas Gilbert - Oceania (1977). Otros aisla-
mientos relacionados a las variantes peruanas fueron
California (1991), Hawai (1991), Rumania (1991) y una
cepa aislada de un brote en Guatemala, en 1990 (Figura 5).

Per91/Tha91l
Perl

1sGil66

Per3

Per2

Ruanda88

Guate900]

Hawaii9l
4‘—5 Rumania91l
Califo91
Biotipo El Tor Lou7s
Austral840
Austral770
IndC41b
Biotipo Clasico ’7 BanglaC72
——— India60
BanglaC60
India40

0.1

Figura 5. Cladograma de similitud entre cepas referenciales y aislamientos
peruanos ribotipados: El cladograma agrupa a las variantes ribotipicas en-
contradas en el presente trabajo junto con los aislamientos de Islas Gilbert
y Tailandia. Ademas se representa la diferencia encontrada entre los Vibrios
biotipo El Tor y El Clasico. Ribotipos encontrados en el presente trabajo:
Perl, Per2 y Per3. Ribotipos de cepas referenciales biotipo El Tor: Per91
(Perti 1991), Tha91 (Tailandia 1991), IsGil66 (Islas Gilbert-Oceania 1966),
Ruanda88 (Ruanda 1988), Filip63 (Filipinas 1963), Guate20 (Guatemala 1990),
Hawaii91(Hawai 1991), Rumania91 (Rumania 1991), Califo91 (California 1991),
Lou78 (Lousiana 1978), Austral84 (Australia 1984), Austral77 (Australia
1977). Ribotipos de cepas referenciales biotipo Clasico: IndC41b (India
1941), IndC41a (India 1941), BanglaC72 (Bangladesh 1972), India60 (India
1960), BanglaC60 (Bangladesh 1960); IndC49(India 1949) India40(India 1940).
La escala en la parte inferior indica las medidas de similitud entre las
variantes evaluadas.

DISCUSION

Revisando la distribucion de los ribotipos encontra-
dos destaca la aparicion constante de Perl en todos los
lugares estudiados, evidenciandose su distribucién uni-
forme y mayor frecuencia. Los dos restantes ribotipos
Per2 y Per3, aparecieron también en diferentes lugares
del Perd, aunque con una menor frecuencia de presenta-
cion.

La presencia de un ribotipo dominante Perl reportado en
el presente trabajo, reafirma el momento endémico del
cllera en el Perl. Trabajos anteriores también publican
la presencia constante de este ribotipo Per13, reforzan-
do la teoria que en cada brote epidémico ocurrido en
Latinoamérica reemerge la misma variante genética de
V. cholerae.
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En cuanto a la distribucion cronologica, Perl mantiene
una frecuencia alta, estando relacionada con el inicio de
la epidemia en el Peru y los ultimos brotes reportados en
1999; en tanto que las variantes encontradas Per2 y Per3
fueron aisladas en los afios 1993, 1994, 1995 y 1996, y
se correlacionan con el descenso de la curva epidémica
y emergen a comienzos de una etapa endémica en el
Pera.

Utilizando relaciones basadas en indices de similitud se
corrobora a la epidemia latinoamericana del colera como
una extension de la séptima pandemia, agrupandose a
los ribotipos encontrados en un grupo homogéneo deri-
vado de cepas asiaticas, ya descritas con anterioridad
por otros autores®.

Los resultados obtenidos al agrupar los patrones de re-
ferencia en el ambito mundial con los ribotipos obteni-
dos en el presente trabajo coinciden con la agrupacion
fenotipica de Vibrios en lo que respecta al biotipo. Todas
las variantes de V. cholerae pertenecientes al biotipo Cla-
Sico se agrupan en una rama mayor, mientras que las
variantes pertenecientes al grupo El Tor pertenecen a un
grupo homogéneo, como se describié anteriormente.
Adicionalmente, se presenta una subagrupacién en las
variantes del grupo El Tor, encontrandose posibles rela-
ciones entre epidemias provocadas por la misma cepa
(Perl/Tha91)3**?, brotes aislados (Guate90)® o variantes
provenientes de reservorios o zonas endémicas de cole-
ra (Austral77, Austral84)3. Esta correlacion demuestra la
eficacia del método de ribotipaje cuando se utiliza un
banco de variantes como referencia y se compara con
nuevo ribotipos encontrados. Ello debido a la excelente
repetitividad de la prueba y su aceptable discriminacion.

El andlisis entre ribotipos encontrados en cepas perua-
nas y cepas de referencia Bengal y NoO1 indican una alta
similitud entre la cepa 0139 con el grupo al que pertene-
cen las cepas peruanas, encontrandose mas alejado el
grupo de las cepas NoOLl. Este hecho corrobora los re-
sultados obtenidos por otros autores, respecto a la rela-
cién entre cepas toxigénicas O1 de V. cholerae y la cepa
responsable de epidemias en Asia 0139 - Bengal®™.

Se reconoce variabilidad en las poblaciones de V.
cholerae O1 en el Perd, encontrdndose tres variantes
ribotipicas muy similares entre si y relacionadas con ais-
lamientos asiaticos de la séptima pandemia del célera.
Sin embargo, cabe mencionar que la variante Perl se
encuentra relacionada a la mayoria de brotes epidémi-
cos de cdlera en el pais, lo cual también es corroborado
por un estudio realizado en la ciudad de Lima en el perio-
do 1991-1995.

En la actualidad se estan empleando nuevas metodologias
que permiten una mayor discriminaciéon entre cepas
bacterianas. La electroforesis en campo pulsado es una
de las técnicas que ha cobrado una mayor importancia
en la tipificacion de bacterias™ y otras, como el polimorfismo
en longitud de fragmentos amplificados (AFLP - Amplified-

fragment length polymorphism)'? también esta siendo
cada dia mas usada. Sin embargo, la ribotipifcacion no
deja de ser una herramienta de suma importancia para el
estudio en la variabilidad y epidemiologia del colera y otras
enfermedades transmisibles, repotenciando las
metodologias convencionales para el estudio de epidemias.

Finalmente, teniendo en cuenta las comparaciones en-
tre serogrupos, serotipos, biotipos y ribotipos se podria
establecer el sistema de ribotipificacion como una nueva
escala para la identificacion y taxonomia en V. cholerae.
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