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Os métodos de deteccdo tradicionais de Vibrio cholerae, agente etioldgico da colera, em amostras biolégicas
(clinicas e de alimentos) e ambientais (aguas, esgotos, etc.) necessitam 5 dias ou mais para confirmagdo do
diagndstico. Com este trabalho, foi desenvolvido um método genético rapido e conclusivo, utilizando a técnica de
reacdo em cadeia da polimerase com o uso de multiplos pares de iniciadores ("Multiplex PCR"), para a detec¢do
de isolados potencialmente toxigénicos e ndo toxigénicos no mesmo ensaio. A partir da analise de bancos de dados
de sequiéncias de DNA, foram desenhados pares de iniciadores (“primers") homélogos ao operon da toxina e ao
gene da proteina de membrana externa VV (ompV) de V. cholerae. Amostras de DNA de cultura pura e de isolados
de V. cholerae e bactérias correlatas foram obtidas pela lise das células. Ensaios de especificidade e sensibilidade
foram realizados através de protocolos padrdo de amplificagdo por PCR. Os produtos de amplificagdo foram
visualizados em luz ultravioleta apos eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etidio. Os resultados
mostram que ambos pares de iniciadores sdo especificos para V. cholerae. Além disso, 0 uso dos iniciadores
especificos para o gene ompV permitiram a amplificagdo de DNA de isolados toxigénicos e ndo toxigénicos de V.
cholerae, enquanto os iniciadores para o gene da toxina permitiram a amplificacdo apenas dos isolados
toxigénicos. A partir destes resultados, utilizou-se os 2 pares de iniciadores no mesmo ensaio (Multiplex PCR)
permitindo a deteccdo de V. cholerae e o diagndstico diferencial de isolados toxigénicos e ndo toxigénicos.
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