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En junio de 1991 ingresó el coléra en nuestro pals, dicha enfermedad se 

caracteriza por la aoar le 16n de una diarrea acuosa y severa. su agente 

causal es vibrlo cllo/erae, bacteria que produce una toxina Que al unirse a 

receptores especfflcos estimula la secrectón de agua y electrolftos. 

Se probaron 1223 cepas de vi"lirio clwlerae por el método de ELISA para 

determinar la producción de toxina. 900 cepas correspondieron a Vi/Jric 

cllolerae O 1 y 323 a V1"/irio cliolerae NO O 1. 

Para fa estandartzactón de fa técnica se probaron 4 reguladores para la 

sensibilización de las placas, se eligió el PBS m~s desoxlcolato de sodio, 

también se probaron dos temperaturas de Incubación en la senslblllzac1ón 

eiiglendo 37'C. la dilución de trabajo de la antitoxina utilizada rué de 

1:1000. 

Se probaron 2 conjugados: rosfatasa y peroxldasa, su dlluclón de trabajo 

fué de 1: 1000. 587 cepas se probaron con el conjugado de peroxldasa y 636 

con rosratasa. 

Las cepas trabajadas eran de muestras humanas C830l y muestras 

ambientalesí33 I l. 

El serotlpo predominante fué \naba, en cuanto a la distribución por sexo 

se obtuvó un mayor porcentaje en el sexo masculino. 

Todas las cepas de Vilirio c/Jo/erae 01 fueron toxlgénlcas y las de lti"/in~ 

c//o/erae NO 01 trabajadas fueron no toxlgénlcas. 

De los dos conjugados protiados el que proporcionó mayor senstbllldad y 

especificidad fué el de fosfatasa, se obtuvó un sensibilidad de 96.03 y una 

especificidad de 91.03. 



~ OO'!l'IHlllDlllJCCO 111100 

F 1 cci1er<1 es 11na m1ecc1ón mtP.sr1nal 11ue se caracteriza por la 

;:ip;:ir1,~1ón OP. llM 01;:irre;:i ilfllOSa SP.vera 'lUe lleva rap1namente a la 

nesmorarnr.11\n y ;:ir.10n•;is mer:1nó11ca y en eniermos no rralaóos se pueoe 

prM1JC1r la muerte OP.nrrn oe las i.4 nnras ae su apar1c1on ( 1 b) 

¡.¡ agente causal ps e1 vmr11J rnolerae 01, oacteria aue mrecta 

solamenTP a 1os seres numanos. es c:1paz ae soorev1v1r por largos per1ooos 

tuP.ra oel organismo. espec1a1menre en amo1entes húmeóos y templados En 

P.I agua pPrmanece vi;m1e un;is niantas noras, sin emoar90, s1 esta Sé 

encuentra contammaoa con materia orgánica y t 1ene las conó1c1ones óe 

a1ra1 m1nao aneruanas pueae nacer10 01irante varias semanas L! 1) 

F 1 c.ciler;:i ;e transmite por la mgPstuin oe agua o aumentos 

cnntammaans ron a1arrna o vómito oe 1ns enrermos i'.il) 

fl magnós11c.n r.linirn ne 1a enrerm..o;:in se nace en nasP. a la prP.senc1a 

ae 01arrea y vómno caracteris11cns E 1 01agnós11cn ne 1aoorator10 se lleva 

a cao., mP.mante e1 a1S1am1Pnr.o e 10enm 1cac1ón ae v1or10 cnoteraf' 01 a 

partir ne muestras niarrP.1r.as o vómn.o OPI pacrnnte, sm P.moargo son óe 

gran ayuna las prueMs SP.rn1og1cas para OPtermmar la presencia de 

anr 1r.uerpos ronr.ra e1 m1cronrgan1smo y su roxma í2 I ¡ 

ti nreqenre rraMJn nene comn 11nal1nan netermmar en 1as cepas ae 

vmr10 cntJ1Pr.:1" 111 y Nu 111 aJS1ao;is oe numanos la prooucc1on ae toxina 

r.olérica por SP.r, mrn;i tnxma la causante óe la óiarrea característica óe 

la enrermeoan. esta oererm1n:1r.1ón oe tox1gen1c1aaó se realiza meo1ante la 

recnir.;i ne EU,,A, as1 mismo se es11101aron cepas aisladas ne alimentos, 

~•JtJ;is negras v ªQ"ªS n1;incas 0or ser el venir1.110 prmc1pa1 ae rransm1s1on 

nP 1;:¡ P-nl prme11?1r: 
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ANTECEDENTES. 

El colera se conoce en la reglón as1at1ca desde Jos tiempos mas 

remotos; fue descrita antes de Cristo por Sursuto, Hlpócrates, Galeno y 

Wang-SMono< 1 1 1 

Apareció en Europa por primera vez en el siglo XIX. Las rutas 

comerciales fueron la vla por la que la enfermedad pasó de la India a 

Europa, Afr1ca y Amer1ca del Norte En cada pals por el que pasaba la 

enr ermedad, se presentaban miles de enfermos, de Jos cuales morlan 

aproximadamente la mitad ( 11 ,37) 

La segunda pandemla alcanzo Europa y llegó a Amerlca en 1632. Una 

de las ciudades mas afectaoas en esa época fue Nueva York. 

La sexta pandemla ( 1903-1923! se dispersó prmcipalmente en Asia, 

tué 11m1tada en Afrlca y Europa y no llegó a afectar el Hemisferio 

Occldental (37l. 

La sept 1ma pandemla comenzó en 1961 y llegó hasta Ja Indonesia y 

se extend10 a otros paises del Asia Or1ental (6,34) 

V1f!r10 cl!olerae fue descrito pr1meramente y nombrado en 1654 por 

Pac1n1, 32 años después J<.och lo aisla y en su descripción Introduce el 

termtno de "Kommaoac11lus" por la morfolog1a del microorganismo ( 1 Bl. 

Posteriormente Gotschllch logró aislar vlbrlos en cadaveres de 

peregrtnos examinados en una estación de cuarentena llamada El Tor, en 

Egipto. Este tipo de Vtbr10 c110.1erae denommado El Tor es el responsable 

de la séptima pandem1a (34) 



En 1970 el cólera invadió el Afrlca Occidental y se dispersó rapldarnente 

a lo largo de las costas¡· vlas flwlales hasta pe~etrar tierra adentro. La 

enfermedad es <itioni enderuii;<i en eoe i;onlinenle eopei;ialrrrente en lo> 

zonas costeras donde la temperatura, pluvlosldad y densidad de población 

contribuyen a su persistencia, y en los años siguientes el cólera penetró a 

los pafse; lndustrlall<:ados (6). 

En América el cólera originó epidemias durante el siglo XIX y 

desapareció la transmisión durante 1 oo años. En 1978 se Informó el 

alsl~miento de v,-t:·,..:; c/;olr:raeen el drenaje en Ria de Janetro, Brasil; stn 

embargo no se observaron Infecciones en seres humanos. En 1988 se 

rep~rtaron dos casos de diarrea en turistas norteamericanos que visitaron 

Perú a los que se les aislo v:tmo cM/eraeO 1 El Tor serotlpo Ogawa no 

productores de toxina. Estos datos sugieren la presencia de V/lirio c//oleraE 

O 1 en Sudamérica, varios meses antes de su aparición en forma epldémli;a 

en 1991, esta epidemia Inició en Perú, se distribuyó a Ecuador, Colombia, 

Brasil, Chile, Estados Unidos y México (34). 

En México la enfermedad Ingresó el 27 de junio de 1883 en Saltlllo y oe 

presentó después en Campeche, Yucatán y Tamplco, donde murieron 140 

personas diarias (34). 

Se propagó en S¡m Luis Potosi y Guanajuato durante ese año, en agosto 

se registró en l¡¡ Ciudad de México y Guadalajara. Entre Agosto y 

Septiembre se presentó en Puebla y Oaxaca. 

El cólera originó epidemias en 1849 y 1854 en todo el territorio, 

estim~mdose que mur1ercn cerca de dos mtl personas_ La enfermedad tuvo 

un comportamiento endémico de 1855 a 1871 (34). 

En 1882 de nuevo ocurrió la epidemia en Chiapas, Tabasco y Oaxaca. 

En esta última se observó que la propagación siguió el trayecto de las 

rutas comerciales)' el sentido ce las corrientes de los rlos. Juchltan rué 

4 



Invadido al final y ahl se logro extinguir la enfermedad a mediados de 

1883, por medio de una Incomunicación rigurosa de este lugar (34). 

Cn junto de 1991 surgió un caso de cólera en San Miguel. Totolmaloya 

Municipio de Sultepec, Estado de México, de aqul la epidemia se extend16 al 

Valle de Tula CHldalgol, Huasteca <Hidalgo, Veracruzl, Ciudad Hidalgo 

(Chiapas), Mlahuatlán (Puebla), Tabasco, Distrito Federal, Oaxaca, Tajln 

CVeracruz), Puerto de Veracruz, Estado de México, Mérida (Yucatán), Umán 

CYucatánl, Morelos, Mlchoacán, Guerrero, en estas entidades los brotes 

han sido en forma de epidemia o casos aislados (34). 
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AGCNTE INFECCIOSO 

El agente causaÍ del cólera es . Vl!Jrfo c/IO/erae, bacteria Gram negativa 

la cual pertenece a la familia Vl!Jrlonaceae en la Que se Incluyen cuatro 

géneros: 

Al V1/Jrfo 

Bl Aeromonas 

Cl Plesiomonas 

Dl P.'oto/Jacterfum (3, 18) 

El género Vf!Jrlo son bacterias Gram negattvas Que miden 0.5 um X 3 

um, con morfologla al microscopio de "coma", son móv:les por la presencia 

de un flagelo pelar único, son anaerobios facultativos, poseen metabolismo 

fermentador y respiratorio, pata ~u et ec11Hie11to t equieren ser esllmulados 

con NaCl ademas de requerir una fuente de caroohldratos, nitrógeno 

1norganlco, azufre, fó3foro, minerales, buffer adecuado Crecen a pH de 7.0, 

pero toleran pH alcalino de 9.0 (2, 16). 

Su habltat es generalmente acuático con variedad de salinidad, son muy 

comunes en ambientes marinos, algunas especies se encuentran sobre la 

superficie y el contenido 1ntest1na1 de animales marinos, puede 

encontrarse en agua fresca en donde sobrevive mas horas y algunas 

semanas s\ ésta se encuentra contaminada con materia organica y t1ene un 

pH entre 6 ¡· 9. Es susceptible a la desecación, la ebul\lc1on, el cloro, otros 

desinfectantes y a las tetraclcltnas <~l l. 

La mayor1a de las cepas sen oxld<isa positiva y crecen entre 18 y 37"C 

( 16). 
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TAXONOMIA 

El organismo causal del cólera ha sido llamado Vtbrfo c/lolerae ·o· 
grupo 1, este reacciona con el ant1suero somático del grupo o I, m ieulr~o 

que otros vibrios bloqulmlcamente Iguales a las cepas de Vi/Jrio c/lolerae 

O 1 pero que no nglutlnan con el antisuero para V1/Jrio c/lolerae 01 en el 

pasMo han sido referidos como vlbrlos no aglutlnables (NAGsl o como 

v1brlos no coléricos, pero en la actua11dad a estos vlbrlos se les denominan 

Vit!ri.:; cMlerae no o 1, en este grupo se Incluyen las otras especies de 

Vi'/Jrio. Vl/Jrio cllo/erae del grupo no 01 Incluyen alrededor de 72 

serot lpos ( 4 J. 

El antlgeno o somatlco es un pollsacarldo tlplco de las bacterias Gram 

negativas, componente de la superficie de la célula, las porciones llpldlcas 

tienen actividad endotóxlca y la especificidad antlgénlca depende de los 

pollsacarldos, este antlgeno es Importante en el diagnóstico a diferencia 

del antlgeno H que es compatible con otros microorganismos (2, 16J. 

Las cepas de Vlt!ri.:; c,~olerae son divididas en dos blotlpos: el claslco y 

El Tor, serologlcamente los blot1pos se subdividen en serotlpos: Ogawa, 

lnabo e ll1kojlma (Figura 1 )(Tabla 1J(3,l6J. 

? 



~ 
NOOI · .. · 01 

072 serotlposl , (Cólera asl~ttcol 

1 
BIOTIPOS 

~ 
~~~00 

SEROTIPOS 

,-h 

~ 
NO TOXIGENICO TOXIGENICO 

Ref: 21 

ílGURA ICL/-~lílCACIOll 0[ i':-'r10 c/lo/erae EN BIOTIPOS Y SEROTIPOS 
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TABLA 1 

SEHOTll-OS 1.lE V11Jr10 cnolprae 01 BASADOS EN ANTIGENOS SOMATICOS 

;-,prnr1po Ant19eno Agh1tmac1on con suero 

prP.s~mrP· aosoro1do 

Ogawa tnaoa 

ogawa A, 1:1 + -

Jn~ba A, C - + 

HlkOJlm• A, 11, 1_ + 

Tomado de 3 

9 



PATOGENICIDAD 

Como otras enfermedades 1nrecc1osas, el desarrollo del cólera depende 

de una Interacción entre el hospedero y el microorganismo. 

Los mecanismos de derensa del hospedador y los factores de virulencia 

del microorganismo son Importantes en la patogénesls del cólera. Entre los 

mecanismos de defensa del hospedador se tienen: 

- Saliva 

Acidez gástrica 

- Perlstaltlsmo Intestina! 

- nora normal 

- lnmunoglobullnas Intestinales (28) 

La adherencia a la superficie Intestina! y la producción de la toxina 

son des factores necesarios para la patogénesls. La mot111dad es también 

un factor de virulencia para Vibrio c/lo/erae . Se ha observado que las 

cepas Inmóviles son menos virulentas que las cepas móviles. 

Las cepas ·;\rulentas también producen proleinag exln:scelulareg 

Incluyendo: 

Enterotcxlna 

Hemaglutm1nas 

Endotoxlna 

Enzimas 

Neuram1nldasa 

Muclnasa 

Proteasa (28>. 

Se ha demostrado que este microorganismo penetra a la mucosa 

Intestinal y ataca las mlcrovellosldades de las células epiteliales del 

borde de ceplllc <2Bl 

10 



La movtlldad, la temperatura y algunos cationes alteran la adherencia que 

es otro factor de patogenlcldad de Vf/Jno cllo/erae<2Bl. 

Vl/Jrlo cllolerae elabora una exotoxlna (toxina colérica o colerágenol 

que se une a receptores especificas sobre la mucosa Intestinal y estimula 

la secreción de electrolltos y agua de las células, esta toxina es la 

responsable de la diarrea C l 3,26). 

De acuerdo a estudios genéticos se ha demostrado que la producción de 

toxina es cod1flcada por un gen de la bacteria (7, 15). 

La tcx;na colérica esta compuesta de tres subunldades: 

Al 

A2y 

B 

Su peso molecular es de 84,000 D, la subunldad A 1 posee un peso 

molecular de 22,000-23,000 o A2 de 2,500-5,000 D y la subunldad 

B con un pese molecular de 11,000- 14,000D C5 subunldades B 

ldentlcaslC 12, 13,28). 

La subunldad blologlcamente activa es AC o H "heavy"l, está compuesta de 

una molécula de A 1 y A2 que se encuentran unidas por un único puente 

dlsulfuro. El complejo subunldad A esta unido de una forma no covalente a 

4 ó 6 subunldades B Co L "light") (12, 13,28). 

Lo subunld<1d B que es la responsable de 1<1 unión de la toxina a las 

membr<mas celulares, contiene 2 residuos de c1stlna que pueden formar 

puentes lntrasubunldad, esta subunldad constituye el toxolde colérico o 

coleragenolde, el cu<1l c<1rece de actividad tóxica pero es capaz de unirse a 

la membrana celular C 12). 

L<: subunldad Al es un pobre lnmunógeno y no es neutralizada por el 

antlsuero <1ntl-tox1na colérica, esta subunldad es responsable de toda la 

actlVldad tóxica de A, 'í la subunldad A2 sirve unlcamente para estab111zar 

el complejo A antes de que actue sobre la célula e 12,28). 
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El primer evento de la toxina colérica sobre las células Intestinales es 

rápido, es la unión hermético a la membrana celular; se ha sugerido Que el 

gangllósldo GM 1 <galactosil N -acet 11 galactosam ln11 slalosll-galactosll -

glucosll cerámldo) es el receptor natural de la toxina colérica. El númer·o 

de sities de un Ion de la toxina colérica <GM 1 > en varias células de 

diferentes especie:; va de un mter•alo de 100-107 sities de un1on, sin 

embargo :a constante de asociación está cerca de 1o-9M~12l. 

Los gangllOsldos son sustancias anflpátlcas que consisten de un 

cerámldc hldrofóblco ¡· un oltgosacárldo, el cual contiene uno o más 

residuos de acloo stállco. En las células, el ceramldo llpoflllco está 

ubicado en la mitad externa de la membrana plasmática, mientras que el 

carbohidrato sale de la superficie celular ( 12l. 

La subunldad Bes la responsable de la unión de la toxina colérica al 

GMI; se propone que se dan cambios conrormaclonales quen dan como 

resultado la e•poslclón de las reglones hldrofóblcas ocultas de esta 

subunldad, que son capaces de unirse con proteínas hldrofóblcas o 

componer.tes 11;;1dtcos de la memtrJna plasmáti::a ( 12) 

Ze proponer, dos mecanismo-; poc los cuales la subunldad B se ubica 

parcialmente en la membrana, !o que puede conducir a la entrada de la 

subunldad A· 

Ul subur.1dad e forma un canal hidrofóbico a tra•:és de la membrana por 

lo cual puede pasar la subunidad A 

2 Entre la subur.idad e y un componente de la membrana, se produce una 

mterrela:i0n lliurofúbita <;ue fatillla la enlrdtld, ue lo ;ubu111tlatl A a lo 

membrana Interna: A 1 se libera por una reducción Intracelular con 

glutatlón del enlace dlsulfuro entre Al-A2: 12). 

La neuraminldasa producida por Vi/Jrfo c/lolerae puede hldrollzar los 

0H;ps1<J!::sil gangliOSidos de GM1, le tuul e~ Hnpm Le.Hile ·¡a QUt! ~e t:íer 

TFSIS CON 
FALLA UE ORQlf 



incrementa el numero é~ receptores en las celulas 1ntestmales para la 

~nteroc:lón de \a tox1r.o ( t~}. 

La toxm:.1 ejerce sus erectos sobre el Intestino delgado in vivo y sobre 

una ·;arledad de células de otros organismos in v1tro a través de la 

activación de la aoenllato clclasa. La acción de la toxina es lenta y 

permanente, posee una at\ivtdad de ADP rlbos11 trariofera,;a ya Que 

catal1za la reacción: 

NAO• 

ADP riboso· aceptar pro te :na 

aceptor protelna 

mcotlnamtda 

La prcte1m.1 ADP-rlbosllada, ha stdo identificada como una proteina 

unida a\ gu<Jn1dll nucleótldo; al parecer la modificación de esta protelna 

rlbosllada es la responsable de los cambios en la adentlato ciclasa que 

Induce la toxina colerlca (figura Zl < 1 :<:> 

La elevación del AMPc Intracelular causa un Incremento en el potencial 

eléctrico de la membrar.a y ur. deccemcnto en la absorción de sodio y se 

obser;a uri cambio en el transporte neto de absorción de cloro. Estos 

cambios en los flujos de cloro y sodio dan como resultado un aumento en la 

fuerza osmottca que provoca la secrectón de agua< 12). 

VitJr:o .;llolerae o 1 no toxlgénlco puede ser capaL de multiplicarse 

en tejido humano y causar Infecciones extralntestlnales < 15). 
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FIGURA 2. REPRESEtffACION CSQUEMATICA DE LOS EVENTOS EN LA 

ACTIVACION DE LA ADENILATO CICLASA POR LA TOXINA COLERICA 
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CCOLOGIA '/ MCCANISMOS DE TRANSMISION 

El reservorlo mitural es el hombre aunque también se sugieren 

reservarlos ambientales, El cólera sigue un ciclo de transmisión 

hombre-medio ambiente-hambre, 

La transmisión se presenta normalmente por la Ingestión de agua o 

alimentos contaminados con vómitos o heces del paciente y en menor 

grado de persona a persona, por contacto directo, las manos sucias o las 

moscas, Los organismos El Tor pueden persistir en el agua por periodos 

prolongados(2 I J, 

La dosis Infecciosa es variable. El periodo de Incubación es de unas 

cuantas horas o cinco dlas, generalmente 2 a 3 dlas. El periodo de 

transmlslbllidad dura mientras se mantega el estado de portador que 

generalmente es de unos cuantos dlas, aunque puede ser de varios meses; 

ant:blót:cos como la tetraciclina acortan el periodo de lrarioml,i~il1dad 

(21). 
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DIAGNOSTICO 

Para el aislamiento de Vi/Jrio c/lolerae cuando se trata de materia 

fecal se puede tener la muestra en un medio de transporte CCary-Blalr), si 

es que no se puede Inocular Inmediatamente en el agar selectivo <Figura 

3)(2). 

Se puede ut111zar el agua peptonada alcalina que es un caldo de 

enriquecimiento útil en especial, para la detección de un número pequeño 

de Vi'brio .:.~o/erae. Este caldo debe ser subcultlVado al medio selectivo 

tlosulfato citrato sales billares sacarosa CTCBS) después de no más de 6 

horas de Incubación a 3S-37"C para prevenir el sobrecreclmlento de las 

otras bacterias (2, 16). 

Después de 16-24 h de Incubación en el medio de TCBS se pueden 

observar colonias amarillas, lisas y brillantes de 2-4 mm de diámetro con 

centro opaco y periferia transparente el 7l. 

El agar gelatina CAG> también sirve como medio de aislamiento primario 

donde se observan colonias translúcidas y brillantes rodeadas de un halo 

opaco Cpor lKuación de 1¡¡ gelatina) <21, 1 /J. 

SI se tienen colonias sospechosas de Vi/Jtio <110/ffac :;e procede a 

rea11zar lo siguiente: 

A) Pruebas bioquímicas (MIO, LIA, TSI, Arglnlna,Oxidasa) 

B) Confirmación serológlca <Suero Polivalente 01, Sueros Monovalentes 

Ogawa e !nabal 

CT<ibla 2) c21 >. 

Para poder realizar una diferenciación entre los blotlpos clásico y El 

Tor se reall;:an pruebas como son: Voges-Proskauer (producción de 

acetolna>, resistencia a pollmlxlna B, aglutlnaclón de glóbulos rojos de 

pollo, hemóllsls de eritrocitos , lisis por bacteriófago Clásico l'J e Tabla 
3) (3,16). 
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~s111n10M lf'I m1JP.5lrB 10C81 

Ülr~t-o ____ t_hl:;opo rec\31 Cor·¡ B~ 
- Enr1Queclmleolo 

TCBS 

Colon1M ozulos 

\~ 
Pruebas blOQUlmlces paro 

V. parohemolltycu> 

v1or10 cnoleroe No O 1 

17 

~~ 
6-8 h 37·c 

1 
TC8S 

1 
18-24 h 37'C 

Colonias omLmos 
1 

Pruebas t11~im1c~ 

24 h1 31·c 

0xL 
Al¡lullnoc16n con 

suero polivalente 

v 1br10 cnoleroe O 1 

Al¡lullnool6n con 

suero OrJow• e ln!JM 



TABLA 2 

íJ11Prenr1ar1nr. nioQ111m1< ;¡ oe. vi1Jr10 r.nolf!rae 

1 
Vl(1rJ(I Cn(llf'mP /)¡ V/lirio .naranaemo~vnrus 

l !:>I 

Gas ne glucosa 

6l11r.osa 

Lar.rosa 

,.,ar.arnsa 

'·'"'°ª 

Arqmma 

uxioasa 

A= ar.1no 

H= ;ilr.a11no 

-• Neqanvn 

•= µoc;1r1vn 

ACR)/A 

-

A 

A 

A 

+ 

+ 

RIA 

-

A 

-

-

+ 

-

+ 

Rer·21 
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TABLA 3 

Pruenas para 011erenc1ac1ón •ntre blot1pos el c1ás1co y El Tor 

vog•s -PrtnsKau•r 

Po11m1xma R 300 u 

Ag1utmac1ón oe glóbulos 

roios oe pollo 

HP.mól1s1s ne P.r1troc1tos 

L 1515 por oacteriótago 

(.láSICO IV 

R= Res1stentP. 

:'>• :3P.OSID1P 

El 1or Clásico 

+ -

f¡ 5 

+ -

+ -

R s 

Ref: 3, 18 
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Vi/Jrio cllo/erae NO O 1 

Las cepas del serogrupo NO O 1 no se clasifican en las especies de 

Vlbr/o c/lolerae • pero en el pasado eran reportados como "Vlbrtos no 

agluttnables· "tlAGs" o Vtbrtos no coléricos. En la actualidad son 

r,.lastrtcados como Vi/Jrioc.~olerae NO 01. 

Estos organismos pueden causar casos esporádicos de gastroenteritis 

en 
Se Mn propuesto sistemas de serotlplflcaclón para estos vlbrtos, 

adem~s de ut11tzar la clastl1Cactón de Hetberg basada en la fermentación 

de Suerosa, Arabtnosa y Manosa C32l. 

En cuanto a la patogénesls de la Infección Intestinal, se han 

postulado 3 mecanismos de patogentcldad: 

ll Producción de una toxina similar a la colérica <positiva en asa ligada, 

células CHO). 

2l Producción de una enterotoxlna estable al calor (positiva en asa ligada y 

ratón Infante l. 

3) lnvas1Vldad 

Algunas cepas de Vi'/Jrio ,;';olerae NO 01 no dan resultado positivo a 

ninguna de las pruebas anteriores (3). 

La toxina similar a la colérica (CT-llke) producida por algunas cepas de 

Vi/Jrto c.'ioleraeNo O t es muy similar pero no Idéntica a ta toxina colérica. 

Algunas cepas de Vlbrlo cholerae NO O t aparentemente producen más de 

una toxtna(4). 

La habilidad de Vi/Jrio cllolerae NO 01 para producir un toxina similar a 

la colérica tiene relevancia cllnlca. En un estudio realizado (Sptra &Danlell 

se mostró que 6 pacientes con cepas toxlgénlcas tuvieron una enfermedad 

mas severa que 12 que mostraron aislamiento de cepas no toxlgénlcas (4). 
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Durante 1966-1967 en \a Ciudad de México se aislaron cepas de Vi/Jric 

cnolerae NO o 1 en heces de niños y adultos que presentaban diarrea, 

posteriormente en 1985 en Can-Cún se rea\\zó un c:;tud\o en 134 pcr~ona:; 

enfermas y se aislaron 22 cepas de Vi/Jrio cflolerae NO O 1 CB,35). 

Los s\ntomas que se presentan en la gastroenteritis producida por 

Vi/Jrio c.~o/erae No o 1 son : 

Diarrea l 1 oor. casos> 

Fiebre (71 r.casos) 

Naúseas y vómito (21 r. casos> 

Sangre en heces (25?.casosl (25). 

Esta bacteria se puede aislar de pacientes con septicemia, de 

Infecciones en vlas urinarias, tracto respiratorio, heridas, o Ido (3). 

Vl/Jrfo cnolerae NO o 1 está distribuido en Europa, Asia y Estados 

Unidos. Se encuentran en aguas residuales, aguas contaminadas, alimentos 

marinos y animales. Estos organismos se asocian con agua de pH superior a 

7.5 ;· salinidad de 0.01 l \OOmg NaC\/ \\trol o más. Son más numerosos 

durante los meses de verano y no se asocian necesariamente con aguas 

residuales contaminadas (4). 

El reser;or\o natural de Vi/Jrio cnolerae NO O 1 que causa enfermedad en 

el humano no se conoce. 

El humano puede ser el principal reser;orlo; e\ microorganismo en 

alimentos ;· agua que causa enfermedad puede surgir de humanos 

Infectados (4). 

El periodo de \ncúbaclón varia de 20-30 horas y 5-38 horas .. 

La enfermedad gastrointestinal causada por Vi/Jrio cflo/erae NO o 1 

probablemente se presenta en varias ciudades pero esto no ha sido 

reportado (4). 
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PRUEBAS PARA DETECCION DE TOXINA 

Vf/Jrfo ct..,/erae y Esct.erfct.fa col/ enterotoxtgéntca producen 

enfermedades diarreicas en el humano y en varias especies animales. 

Esc,,erk:Ma co/i produce una toxina termolábtl CLTl que posee muchas 

prop:edades similares a la toxina colérica e Tabla 4), por lo cual se han 

realizado diversas pruebas para la tdenttftcactón de estas toxinas , se 

cuentan cor, modelos animales, cultivos celulares y pruebas Inmunológicas 

El primer ensayo desarrollado para la detección de la toxina colérica 

fué el asa ligada de conejo, otras pruebas con las que se cuenta son las de 

conejo Infante, ratón recién nacido, piel de conejo C36l 

En cuanto a cultivos celulares se pueden utilizar: 

- Células Y· I, 

- Células CHO y 

- Células Vero (9,24,33). 

En :nmunodtagnóstlco se tienen pruebas tales como: 

- lnmunohemóllsis pasiva 

lnmunohemolisis radial 

- Inhibición de la inmunohemOlisls 

- Coagluttnactón con ta protetna A de Sta¡;,,}'/ococcus 

- Rad1o mmuno ensayo 

- ELISA 

- ensayo de Biken e Prueba de prectpltactónl (33,36). 

La hlcr:dlzaclón del DNA es un nuevo método de diagnóstico que 

utiliza sondas genéticas que detectan los genes que codifican la 

producción de la enterotoxtna C 19). 
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TABLA 4 

(aracteri,;t1cas ae las enterotoxmas ae V1/Jrto c/lo/erae 

y ne fi;cnPncma co/1 enterotox1gen1ca 

Proptedaa 

Peso molPr.u1ar 

::.uounioaaes 

Sens1ni11oaa a1 calor 

Sensm111aaa a 1a tripsina 

sen~m111oao al ac1ao 

Naturaleza ~1Jim1ca 

Rereptor en mucosa 

Ar<:10n 01or¡uim1r.n 

Arcuin r1s1olcig1ra 

inmunogen1r.a 

NP,11tra11zada por anr11.T 

por ant11.1 

por GMI 

Lontro1 genet 1r,o 

Métonos ae ensayo 

Serot1pos 

CT 
84,000 

Al,A2y5B 

Proteica 

GMI 

LT 

91,000 

AyB 

Proteica 

GMI 

Activa anenilato c1clasa 

Prnlongaaa hlpersecres1ón 

• (1 /3) 

+ (1/100) 

Cromosóm 1co Plásm100 

Modelos animales, cultivos celulares 

métooos 1nmunológ1cos 

Ogawa, lnaoa Los mas 

comunes 

Tomaao oe 27,36 



rnsAYO INMUNO CtlZIMATICO (ELISA) 

El ensayo Inmune enzlmMlco se utiliza ampliamente ya que es una 

prueba sensible y especifica además de rápida y sencilla de leer. Esta 

prueba se basa en una reacción antlgeno anticuerpo que se pone de 

manifiesto mediante un conjugado lnmunoenzlmátlco <:29,36). 

Existen dos variedades de ensayo Inmune enzimático: el sistema 

hOmogéneo y el sistema heterogéneo. En el ensayo homogéneo la enzima se 

conjugo con ur. hapteno, este ensayo no requler; etapas o medios flslcos 

para separar los complejos Ag-Ac, formados especlflcamente , de los 

anticuerpos o antlgenos que permanecen libres en el sistema y que no han· 

Intervenido en la reacción. El ensayo se basa en la Inhibición o activación 

de las enzimas, por la Interacción con anticuerpos y se utilizan 

generalmente enzimas de bajo peso molecular< 1 O>. 

En 1971, Engvall y Perlman desarrollaron el procedimiento de 

laboratorio que denominaron radlolmmuno-sorbent Assay, en donde 

moléculas de antlgeno marcadas radlactlvamente Interactuaban con 

anticuerpos Inmovilizados en soportes como rell1lo•a o Sephadex, después 

de que se lleva a cabo la reacción Ag-Ac, se aprovecha el recurso de que 

estos complejos queden retenidos a la fase sólida y, mediante lavados, se 

eliminan los anticuerpos o antlgenos que no lntervenlan en la reacción. El 

hecho de requerir medios flslcos para separar la fracción libre de la 

unidad, es lo qt;e clasifica al sistema como heterogéneo, posteriormente se 

describió la conjugación con enzimas, en lugar de radlolsotopos. A este 

procedimiento, lo denominaron ELISA "Enzyme L lnked lmmuno Sorbent 

Assay" e 10; 

Der.tro del ensayo heterogéneo existen diversas modalidades, se cuenta 

con el método :ndlrecto, método competitivo, método ·sandwich· de dable 

ar.tlcuerpc, metoao de Inhibición. 
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Una de las aplicaciones de este ensayo es la ayuda en el diagnostico de 

enfermedades Infecciosas, a comienzos de la década de 1970 se 

determinaron ant !cuerpos contra Salmone//a y Vt/Jrfo mediante ELISA 

posteriormente se aplico a la serologta de Broce/la, Ne1sseria, Kleostella. 

CNamrd:a¡· rrep,;,7ema ¡·para infecciones mlcobactertanas y rlcketslales; 

la respuesta humoral a las vacunas de tétanos y difteria, ha sido tambléi¿ 

evaluada por medio del ELISA , la Identificación de material antlgéntco, 

derivado de agentes lnfeccosos en diferentes fluidos biológicos se puede 

real1;:ar mediante la técnica de ELISAC 10, 30). 

El primero en describir una ELISA para la detección de CT o LT rué 

Yolken en ·1977 C38l, posteriormente Sack en 1980 Introdujo el uso del 

Gangllósldo GM 1 C31 J y en 1983 Rlstalno presenta un ensayo mejorado de 

EL\SA utilizando como receptor el GMI C29l. 

Para llevar a cabo esta prueba se reQulere de un medio en el cual se va 

a favorecer la producción de la toxina, se han desarrollado varios medios 

entre los que se tienen: 

Mundell Casamlnoactdos (29J 

Blken (29) 

Sack casam1noactdos con extracto de levadura (29l 

Evan casamlnoac1dos (29) 

Al<\ C 198Sl C 141 

De acuerdo a estudios nutrlclonales en cuanto a producción y liberación 

de la toxina, se ha observado que el medio debe contener asparaglna y 

glucosa como soporte del crecimiento bacteriano, sin embargo si el medio 

no es amortiguado adecuadamente y se obtienen condiciones acldas, la 

toxina es producldad pero no es liberada, para obtener una maxlma 

liberación el pH debe ser de 7.5 o arriba de este (14,17l .. 
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Tamblén se ha obserJado que el extracto de levadura es un componente 

del medlo Importante, al Igual que el bicarbonato de sodio que parece 

estimular la producción de CT ( 17 ). 
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PLANTEAl11NETO DEL PROBLEMA 

El lngres0 del cólera en Junio de 1991 a nuestro pals trajo consigo la 

Implantación de técnicas para la confirmación del diagnóstico de Vibr/t 

i~IJC'!erae , una prueba muy Importante es la determinación de toxina, 

debido a que es Ja causante de la diarrea, por ello se ellgleron cepas de 

t~>'brio c/Joierae 01 y NO 01 aisladas de humanos y muestras ambientales 

para realizarles la prueba de toxlgenlcldad por medio de la técnica de 

ELISA 
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OBJET 1 VO GENERAL : 

Determinar la producción de toxina colérlca en cepas de referencia de 

Vl/Jno c/Jolerae y de cepas aisladas en el INDRE pertenecientes al grupo 

01 y NO 01 aisladas de materia fecal, aguas negras y aguas para consumo 

humano mediante la técnica de ELISA 

OBJETIVOS ESPECIFICOS: 

• Al Determlnacló:rde toxina colérica en cepas de Vf/Jrfo c/JO/erae 01 y 

NO 01 por et método de ELISA 

Bl Estandarizar la prueba de ELISA con GMl para la 1dent1ficaclón de 

cepas toxlgénlcas de Vf/Jrloc//olerae 01yNO01 

C) Verificar si las cepas de Vl/Jrlo c//olerae NO O 1 sospechosas de 

producir toxina corresponden a cepas rugosas de Vl/Jrio c//olerae O 1 

za 



A. EQUIPO. 

Centntuge 

Autoclnv• 

Lector dA f.I tSA 

BRIR07ft nn81il1r.n 

lfln1An78 QrRnRtAnn 

tintPnc,rlmP.trn 

fj ll~ACTtVll" V MATERIAi tN litNERAL · 

Metenol cnmunm•nte u11112oao en el IBD ae m1crootologie 

V181P.S ~llffil 

Mu1t1p1petft rtA 50-2UOul 

1'1p•ta eppenanrtt 1u-1uuu1 

VtelP.S eppendont 2 mi 

T11ons M centrnugo Cornrng 51l mi 

l'lftC8S 1:oster tnMo en ·v· No 3ag7 

Piar.es ¡'.orn109 ~n o020S tonan Pn ·u· \pn1usterenn) No 25d02 

Ar.u10 citnr.n 

Ar.rnn r.lnrn1rtnr.n 

AcH.10 ~u1t1jncn 

AZlrtA rtA somo 

1:ttrotn rtp snrtrn (J 1 bokP.r\ 

1;1orurn nR mRgnpi;10 (.J T BHKRr'J 

1.rnr11rn n~ somo(, 1 1 tiRk'P.r, 
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Dletanolamlna <J.T. Bakerl 

Oesoxtcolato de sodio (Olfcol 

fosrato de sodio dlbáslco 

Fostato de sodio monobáslco 

rosrato de potasio 

Glucosa 

Hidróxido de sodio 

Metano! 65:'.l 

Peróxido de hidrógeno 

Agua dest liada 

Casam1no ac1dos ( Dlfcol 

Extracto de levadura CDifcol 

GMI <Monoslaloganglloslde -GM1 Smg SIGMA G-7641 lote 128F4016) 

Polyoi.-ythylene sorbltan monolaurate CTween 20) SIGMA No. P-1379 

Albumina bovina fracción V SIGMA No. A-4503 lote 115F-0644 

Antitoxina colérica de cabra <Choleram toxln 13-subunltl Vlbrlo 

chOlerae,goat Antiserum to, Calblochem 227040) 

Conjugado de fosfatasa alcalina anti cabra SIGMA lmmuno chemlcals 

A-4049 

Conjugado de perox1dasa antt cabra OgGl SIGMA A-4174 

Tabletas sustrato de fosfatasa p-nltrofenll fosfato Smg/tableta SIGMA 

104 -105 

Orto- fenll endlamln¡¡ < 1,2 Benzenodlaminal dlhldroclorada SIGMA P-1526 

Kit OXOID para aglutmaclón 

C. SOLUCIONES· 

Solución reguladora de fosfatos O.OlM pH 7.2 
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Solución sauna amortiguadora de fosfatos O.O IM pH 7.2 (PBSJ 

Solución reguladora de carbonatos pH 9.6 

Albúmina sérlca bovina al 1 nen PBS CBSA/PBSJ 

PBS-Tween 20 0.05% 

Regulador de dletariolamlno al 101l 

Soluc1ón de glucosa al 0.21l 

Regulador de citratos pfl 5.6 

"Para la preparación de las soluciones ver apéndice 

D. MEDIOS DE CULTIVO: 

Agar Infusión corazón 

Base para agar sangre 

Cralg 

Caldo soya trlpt1casa CCSTl 

MIO, UA, TSI, caldo arglnlna 

E. MATERIAL BIOLOGICO 

Cepas de referencia del CDC de Vibrlo c/Jolerae productoras de toxina ( 13, 

16, 15, 1800-82, 569 Bl 

Cepas de referencia del CDC de Vi/Jrlo cllo/eraeno productoras de toxina 

(14, X316l 

Cepas problema ( 1223) aisladas de humanos, al lmentos, aguas negras y 

muestras ambientales. 
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A. Preuarac.ló11 do las rnuostra; tle toxina colérica para la prueba de ELISA 

1.- Sembrar el cu\tlvu a urotidr en un inedio no selectivo (1-\1 Al. Incubar toda 

ld noche il 37' incluir doo covas control <una cepa positiva y una cepa 

negativa) <FIGURA 4). 

2.- lr1ocular los cultivos con tO rnt de medio de Cralg contenido en ur1 

r1 dsco cu11 cau•cld<1dú uo SO 1n i y cun lapón de rosca. lr1cui!dl en cultivo 

e:;taclonarlu o 30"C 1..101 48h < 37"C 24 lil 

3.- Ce11triíu9ar y ot:1..1arar ol ouilrenadante. Almacenarlo a 4'C hasta aue se 

realice la orueba de EllSA. 

B. Hwici1 lle ELISA Rlstah10 v cols, 1963 i29l 

l.-Auic\011.;1 O. i in 1 do 9a11yliúsldo GMI l2ug/1nl en PBSi "cada uno de los 

Putos de la rnlcroplaca en rondo en U . Poner las placas en una carnara 

humeu" e i11cuba1 a ternuoratura am!Jiente toda la noche. 

2- Lav;,r cada puz.o de la placa tres veces con 0.2 rnl ue PBS-tween, antes 

de usarse. Si no se usan de Inmediato, se pueden alarncenar a 4"C durante 4 

a 6 sen1dnas. 

3.- Adicionar o. 15 ml de BSA/PBS a cada uno de los pozo> e Incubar a 

temoeratura ambiente our 30 rnlnutoo Lavar tres veces caoa oozo de la 

r1iic1 wlilcd <.ur1 0.2 11il d• PBS/lweor1. 

4.- Adlciu11ar a cdúd uulu 0.1 ml do\ sourenadante úo lo5 cultivos a probar 

Esto. se haco uur duotKadu. lnclul1 1 ó 2 te~llgos positivos y 1 O 2 tesl1905 

ne~dlivo> ~º' ulac.;,. E11 dus ut: los uolus, adicionar caldo sin Inocular como 

olro ~u11l1 ol 11~\)allvo. Cu11 PBSilween llenar los paz.os hasta cerca del 

li111lte d~ Id uldC<>. 

TESIS CON 
FALLA l'E OR1GEN 
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CU.'"'° ""'°EN l °' "'"""" COR""N 

MEDIO DE CRAIG 

1 
INCUBAR 24H A 37"C 

1 
CENTRIFUGAR 

3000RPM X 10 MIN 

SOBRENADANTE (TOXINA) 

FIGURA 4. METOOO DE PRODUCCION DE LA TOXINA 



s.: Incubar la placa en una cámara húmeda toda la noche a 25'C. lavar cada 

pozo tres veces con PBS/tween. 

6.- Adicionar O.IS ml de BSAIPBS a cada uno de los pozos e Incubar a 

temperatura ambiente por 30 minutos. Lavar la placa tres veces con 

PBS/tween. 

7. - Adicionar a cada po;:o O. 1 ml de suero de conejo ( o cabral anti-toxina 

colérica diluido 1:2000 en BSA/PBS. La concentración de antitoxina óptima 

se determina por titulación de cada lote de antitoxina. Incubar por 1 hora a 

37'C en una cómara húmeda. Lavar tres veces con 0.2 ml de PBS/tween. 

8.- Adicionar a cada pozo O. 1 mi de suero de cabra anti conejo marcado con 

fosfatasa alcalina dlluldo 1:200 en BSA/PBS. La concentración óptima del 

conjugado se determina previamente por titulación de cada lote de 

reactivo. Incubar por 1 hora a 37"C en cámara húmeda. Lavar tres veces con 

0.2 ml de PBS/tween. 

9.- Adicionar O. 1 ml de sustrato enzimático (p-nltro fenll fosfato) a cada 

uno de los po;:os e Incubar a temperatura ambiente por 30 minutos. 

Detener la reacción rápidamente después de 30 minutos por la adición de 

O.OS ml de NaOH 3M. 

10 ... La cantidad de color amarillo producida por la Interacción del 

sustrato con la enzima fijada a la fase sólida es determinante en la 

lectura visual y para medir espectofotométrlcamente. El sobrenadante se 

considera posltl·:o para la presencia de toxina colérica, si los pozos 

probados llenen una densidad oµlita de al menos el doble que los pozo> 

control negativos. 

C. Técnica de ELISA modificada 

l.· Adicionar o. 1 ml de gangllósldo GMl C2ug/ml en PBS mas desoxlcolato 

de sodio img/mll a cada uno de los pozos de la mlcroplaca en fondo en U. 



Incubar 1 hora a 37'C y poner en refrigeración las placas toda la noche. 

<FIGURA 5) 

2. · Lavar cada po;:o de las placas 3 veces con con 0.2 mi de PBS/tween. Si 

no se usan de Inmediato, se pueden almacenar a 4'C durante 4 a 6 

semanas. 

3 ... Adtctonar 0.2 ml de BSA/PBS a cada uno de los pozos e Incubar a 

temperatura ambiente por 30 minutos. Succionar la albúmina.No lavar. 

4.-Adlctonar a cada pozo 0.1 ml del sobrenadante de los cultivos a probar. 

Esto se hace por duplicado. Incluir testigo positivo, testigo de medio y un 

testigo negativo (colocarlo en 6 pozos>. 

5. · Incubar la placa 1 hora a 37'C . Lavar cada pozo 3 veces con 200 ul de 

PBS/tween. 

6.- Adicionar 0.2 ml de BSAIPBS a cada uno de los pozos e lncub¡¡f a 

temperatura ambiente por 30 minutos Succionar la albúmina.No lavar. 

7.· Adicionar a cada pozo o 1 ml del suero de cabra anti-toxina colérica 

diluido 1:1000 en BSAIPBS. Incubar por 1 hora a 37"C en una cámara 

humeda. Lavar 3 veces con 0.2 mi de PBS/tween. 

8.- Adicionar a cada pozo 0.1 mi de suero de conejo anti-cabra marcado con 

peroxldasa de rábano diluido 1: 1000 en BSAIPBS*. Incubar por 1 hora a 

37'C. Lavar 3 veces con 0.2 mi de PBS/tween. 

9. - Adicionar O 1 ml de sustrato enzimático a cada uno de los pozos e 

Incubar a temperatura ambiente por 30 minutos en la obscuridad. El 

sustrato enzimático es la orto-renil endlamlna disuelta en amortiguador 

de citratos con peróxido de hidrógeno. Detener la reacción rápidamente 

d•>uués <l• 30 rnl11utos por la adición de SO ul de H2S04**.Leer a 490 nm. 

El valor de corte se obtiene de la siguiente manera: 

rromcd10 del valer de los controles negativos más dos desv1acfones 
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50!11 2ug/ml 

(PBS + DESOXICOlATO DE 

S-ODIO 1 mg/ml) 

l l ll 37'CY TODA LA 

NOCHE EN REFRIOERACIUN 

LAV/\005 

3 CON WO ul PBS-TWEFNIP010 

1 
BLOOUEO 

200ul AL6UHINA-PD~ 111 

1 
30'TEHP. 

AMBIENTE 
AlllClflN FIL !RA[J() i li)XINAl 

lOOul/POZO 

1 IH37'C 
LAVADOS 

200ul ALBUMINA-PBS 11 

30'TEHP .AHB IENTE 

ADICION ANTITOXINA 
r----- DE CABRA 

lOOul POZO I' tt37'C 

LAVADOS 

3 CON 200ul 

PBS ¡1WEEN/P010 

ADICION CONJU­

IWXl fOSf ATASI. 

ANTICABRA 
100 ul/POZO 

l 1H37'C 

LAVADOS 

3 CON 200ul PBS 

TWEEN/POZO 

ADICION SUBSTRATO 

P-NiTROfENI LFOS­

F AT~ IOUUl/POZO 

1 3ü'TEHP AHB. 
PARAR REACCION CON 

SOulNoOH 3H 

1 
LEERA405 nm 

FIGURA 5. DETERt11NACION DE TOXINA COLERICA EN FIL TRAOOS POR El 

t1ETOOO DE Ell $A 
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estandar. Las densidades Optlcas por arriba de este valor son positivas y 

por de bajo de este son negativas. 

"Se utfllzO también un suero de conejo anti- cabra marcado con fosfatasa 

alcalina diluido 1:1000 en BSA/PBS . 

..... Para el caso del conjugado de rosratasa las placas se Incuban JO 

minutos a temperatura <imblente. El sustrato enzimático es el p-nltro renil 

fosfato disuelto en amortiguador de dletanolamlna. La reacclOn se detiene 

con 50 ul/pozo de Na OH 3 M.Leer a 405 nm. 

D. Aglutinación Kit Oxold 

1.- Se utiliza el sobrenadante obtenido para la prueba de ELISA .(FIGURA 6J. 

2.- En una placa para mlcrotltulaclón con pozos en fondo en ·v· colocar 25 

ul en el pozo A 1 y A2 de enterotoxlna control Cinc luida en el kltl. 

3.- Colocar 25 ul en los pozos A3,A4,A9 yAIO de control positivo <cepa de 

referencial; en los pozos AS, A6, Al 1¡· Al2 se coloca medio de cultivo sin 

Inocular, en los pozos A7 y AB colocar 25 ul de control negativo. 

4.- Colocar 25 ul de muestra problema a cada pozo. Esto se hace por 

duplicado. 

5.- Colocar 25 ul de latex sensibilizado con anticuerpos especlflcos contra 

la toxina de Vl/Jno cM/erae excepto a los pozos A9, A 1 o, A 11 y A 12 a Jos 

cuales se les adiciona 25 ul de latex control <sensibilizado con globullnas 

de conejo no Inmunizado). 

6. - Incubar 1 h a 37'C. 

7.- Inmediatamente refrigerar las placas 24 h. 
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PLACA MICROTITULACION FONDO "V" 

1 
COLOCAR 25 ul DEL SOBRENADANTE 

Etl CADA POZO 
(AflADIR CONTROLES POSITIVO Y NEGATIVO) 

1 
AGREGAR 25ul DE LATEX SENSIBILIZADO 

INCUBAR 1 HA 37'C 

REFRIGERAR 24 H 

LEER LACAS 

FIGURA 6. AGLUTINACION CON l<IT OXOID 
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8.- Leer las placas con ayuda de un espejo. 

Aglutinación:(+) Red difusa en el pozo 

Botón: C· l 

E. Pruebas b1oqulmlcas 

A las cepas de Vi/Jno c/lolerae NO O 1 que son sospechosas de producir 

toxina se les realiza pruebas bloqulmlcas: 

1.- Del tubo de lllA sembrar en una placa de BAB por estrla cruzada . 

(FIGURA 7l 

2. -Incubar de l 8-24h a 37°C 

3. -Seleccionar 3 colonias y sembrar en las pruebas bloqulmlcas (MIO, LIA, 

TSI, Arglnlnal. 

4. ··Incubar 18· 24 ha 37'C. 

5. • Leer pruebas)' reall.:ar prueba de oxldasa. 

SI las bioquimlcas corresponden a Viório c/lo/erae se procede a realizar 

aglutinaclon uttl1<:ando suero polivalente ·¡ postcrlomente sueros 

monovalentes de l'l/Jr:o c.~o!erae, se utlllza solución salina y suero normal 

de conejo como controles negativos, de la siguiente manera: 

l. - Del tubo de TSI sembrar en una placa de BAB en forma masiva. 

2. - Incubar 24h ü 37•. 

3.-Colocar 0.2 mi de solución salina 0.65% en un tubo y tomar una asada de 

la colonia para obtener una suspensión homogénea. 

4.- En una placa de aglutinación colocar una gota de la suspensión anterior 

en cada una de las divisiones de la placa. 

5.- Cerca de cada gota agregar una gota de solución salina y una gota de 

suero normal de conejo. 

6 Mezclar :as 2 gotas de cada división con la ayuda de un asa. 
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CEPA EN HIA 

1 
SEMBRAR PLACA DE BAB 

POR ESTRIA CRUZADA 
INCUBAR 18··24 h 37"C 

1 
SELECCION DE TRES COLONIAS 

1 
INOCULAR PRUEBAS BIOOUIMICAS 

<MIO, LIA, TSI, Argl 
INCUBAR 18-24 h 37'C 

1 
PRUEBA DE OXIDASA 

AGLUTINACIO~ CON S.S., SNC 
SUERO POLIVALENTE 

FIGURA 7. PRUEBAS BIOOUIMICAS Y SEROLOGIA 
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7. · Osc1lar la plac¡¡ su<ivemente con l<i mano durante 1 minuto. 

s - Buscar aglutln<iclon colocando la placa sobre una l~mpara. 

9.- 51 la aglutinación con solución salina y suero normal de conejo es 

negativa, se procederá a probar el suero polivalente y posteriormente el 

monovalente <repetir del paso 3 al 8). 

51 las cepas no aglutinaron con el suero polivalente se procede a realizar 

la prueba de vapor fluente para corroborar que se trate de cepas lisas, se 

reall;:a lo siguiente: 

1.- Inocular en CST de la placa de BAB 

2. - Incubar de 5-6h a 37ºC. 

3.- Pasar los tubos a vapor fluente C 1-3 libras l hl. 

4.- Inmediatamente pasar al refrigerador 24h 

5.-0bservar sin mover la gradilla. 

BotOn:cepa lisa 

Mal la: cepa rugosa 

F.APl20E 

A las cepas de Vil!r;;-; c,~J/erae 00 o 1 sospechosas de ser toxlgénlcas 

camblén se les realiza API 20 de la siguiente manera: 

1.- Del tubo original de HlA sembrar en forma masiva en placas de BAB, se 

1ncuba 24 ha 37'C (FIGURA 81 

2.-Del crecimiento en placa se rea11za una suspenclOn bacteriana en 

solución salina estér11. 

3.- Se procede a reall;:ar el llenado del sistema 7· se Incuba 18-24h a 37' 

4. · Realizar lecturas. 
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CEPAEr HIA 

SEMBRAR EN BAB r FORMA MASIVA 

SUSPENSION EN S.S. ESTERIL 

1 
LLENADO DEL SISTEMA 

1 NCUBAR 37'C 
IB-24h 

1 
REALIZAR LECTURAS 

LEER CLAVES 

F !GURA 8. SISTf.MA API 20E 



ANALISIS DE SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD 

Para validar la exactitud de las pruebas de laboratorio se debe conocer. 

su sensibilidad y eSpeclflcldad. 

Se define la sensibilidad de una prueba como la capacidad que posee 

dicha prueba para detectar a los verdaderamente enfermos. 

La especificidad se define como la capacidad de detectar como sanos a 

los que verdaderwnente lo eslari 

Para el calculo de la senslb11 ldad y especificidad se requiere de una 

tabla de doble entrada, como la siguiente: 

A• No. casos verdaderos positivos 

B= No. casos falsos positivos 

C= No. casos falsos negatt;·os 

D• No. casos verdaderos negat lvos 

S• (A/A•CllOO E• <D/B•DllOO 

VPP• CA/ A•Bl 100 VPN· CD/D•Cl 100 

EFIC• (A<D/A•B•C•Dl100 

S• Sensibilidad 

E· Espec1r1cldad 

'.'PP· Valor predictivo positivo 

VPN= V;ilor predictivo negativo 

Eflc• Eficiencia 

Para I;¡ val ldaclón de una prueba se requiere compararla con una prueba 

de referencia <20). 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



Para la estandarización de la técnica de ELISA se probaron 4 

dlluyentes para la sens1011 ización de las placas con el gangllósido GM 1 · 

-11eoi11aoor oe caronnatos pH 9 o 
-Regu1aoor oe fosfatos salmo pH 7 2 

-Metano\ 65% 

-lleg111aoor oe fosfatos salmo pH7 2 mas desoxlcolato de sodio 

mg/ml 

ooteniendo un mejor resultado con el regulador de fosfatos salino más 

oesox1colato de soo10<1mg1ml) FIGURA 9. 

También se compararon dos temperaturas oe Incubación (25 y 37'Cl en 

el momento de realizar la sens10tllzac16n de \as placas con el GMl siendo 

37 ·e la temperatura que proporcionó 1in mejor resultado. FIGURA 10 

Tanto el conjugado de fosfatasa, perox1dasa y la antitoxina se les 

reahzó una 11tulac1ón ontenJP.nao que el titulo de la d1\uc1ón de trabajo 

para ello,; tué de \·H'lUO FIGURAS 11, 12 y 13 

Tanto las r.epas d• v1or10 r.nolerae 01 y NO 01 se distribuyeron de 

acuerdo al lugar de pror.eoenr.1a d• la muestra ontenlendo ~ue para VltJr/(, 

cno1erae (11 el mayor número oe muestras proceolan del Estado oe Hidalgo, 

sigrnenoo Puebla y cniapas, mientras que en el caso Oe Vl!Jr10 c/Jolerae NO 

iJl prmc.1pa1mente proveriian oe1 lsl~uo ue Verncruz, D1slnto Feuci·al y 

Guerrero Tabla 5 y o 

Se trat>ajaron un to1.a1 oe 1223 muestras s1endo 900 v1or10 chOlff<lf' 01 

y 323 v1orio cnolf'rae NO o 1, de estas muestras 587 se trabajaron por la 

técnica oe EL15A ut1hzanoo conjugado de peroxldasa y 636 con conjugado 

de toRt::1taRa 1 abla 7 



Las cepas de Vlt;no c.~ole.-ae o 1 y NO o 1 provenlan de humanos, muestras 

ambientales (aguas negras, aguas blancas y alimentos), un grupo de 

muestras se clasificó como ·cepas· debido a que se desconocla su origen. 

Todas las cepas de Vi/Jno cMlerae o 1 trabajadas fueron toxlgénlcas 

mientras que todas las cepas de Vi/Jnoc//olerae NO 01 probadas fueron no 

toxlgénlcas. La distribución de todas las cepas se muestra en las tablas 

8,9y 10. 

En las cepas de Vi/Jrio cllolerae o 1 trabajadas se encontraron dos 

serotlpos: Ogawa e !naba, resultando todas toxlgénlcas. Tabla 11 

Las muestras humanas se pudieron clasificar de acuerdo al sexo, 

encontrando mayor proporción en el sexo masculino. Tabla 12. 

En la tabla 13 se muestra la distribución de acuerdo a la edad en 

muestras humanas 

Tanto para las tecnicas de ELISA con conjugado de peroxldasa y 

conjugado de rosfatasa se obtuvo su sensibilidad y especificidad con 

respectoaelcultlvo.Tablas 14y 15. 

Para la validación de las técnicas se tomó como prueba de referencia la 

técnica de aglutinación con latex de oxold, para ello se seleccionaron 75 

cepas de Vt/Jr10 cllolerae O 1 y 75 de Vi/Jrto clloterae NO O 1 tanto para la 

técnica de ELISA con conjugado de fosfatasa como para peroxldasa, se 

obtuvo una sensibilidad del 85.51! y una especificidad del 72.0n para la 

técnica de ELISA con conjugado de peroxldasa, mientras que para la 

técnica de ELISA con conjugado de fosfatasa se obtuvo una sensibilidad de 

85.4 r. y una especificidad del 78.41!. Tablas 15, 17 y 18. 

En las tablas 19 y 20 se muestran los resultados de las pruebas 

bloquimlcas y API reoll<:adas a doce cepas de Vi/Jno cllo/eraeNO 01 que 

fueron sospechosas de producir toxina colérica. 
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4BS 

0.3 

0.2 

0.1 

cA.Rn ATOS METAP.OL PBS.+Df:SOXTCOl..l.TO 

7IOURA 9. COKPARACIGll DE 4 REOULAl>OR&S EN LA S>:NSIBILIZACION DE LAS PLACAS 

CON OM1 • EN LA ORAFlCA SE MUESTRAN LAS ABSORBA:ICIAS OBTENIDAS CON CADA RE .. 

GULADOR. SE tJTILIJ.0 DNA CEPA J:O TOXIGENIC.l PA!\A. ESTA DETSRMWACION. 
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ABS 

2. 

1.0 

º· 

5 3? 

J'IGURA 10. COl!PARACION DE 2 TEl!P>:RATU•AJI 1!:11 LA S~SIBILIZACI.OH DI LAS 

PLACAS CON EL GH1. SE UTILIZO UNA CEPA CONTROL NEGATIVO (~O TOXIGE'IICA) 

¡.---) ? UNA CEPA CON'l'llOL PCSI'IVO ( TOXIGE'l~A) (---), 

---~ TESIS CON 
FALLA DE OR~ ···r· 

4? 



2.0 

i.o 

--1•1000 , 3000 

FIGURA 11. TITULA.CIOH DEL CONJUGADO .D,t; P.E.10.UO.\SA.. s:. UT1L!ZO u:;A CEPA 

TOXIOENICA !-----) Y UNA CE~.l NO TOXIG;;,1c.1. (- - - -) 
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ABS 

1,0 

1 8000 1: 6000 J1L. 

FIOURA 12. TIT:JU.~~cs DE LA ,\!-l'T'I'l'OXI~."A D:-': C\"\RA. SE f'R(\'1(' '!Nt. O:~PA TOXI-

0!''."JCA e--) l llNA "':":PA .. º :'ClXT'J~"TCA e---) 



1. 

-----
1 1000 1 :4000 1 :8000 1 :1 000 DIL 

FIGURA 1). TITULACION DEL CONJUGA:iO DB FOSFArASA. SE UTILIZO UN CEPA CONTROL 

POSITIVO (TOXIGEHICA---) Y UNA ..::EPA CGNTR L U~GAT!VO ( HO TOXIGENICA--~) 

TESIS CON 
FALLA DE ORiGEN 
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TAILA 1 
LOCALIDAES DONDE FUERON AISl.ADAS LAS CEPAS DE Vlbrio choler.., O 1 

Tnrn n• r.<p•~ 900 

ESTl\00 HU~IANO f\[j\J/\ f\[j\J/\ ALIMENTO CEPA 

NEOAA BLANCA 

CAMPECHE 7 9 

CHIAPAS 106 

D.F. 49 13 1 2 

OUANAJUATO 1 

GUERRERO 2 

HIDALOO 213 1 2 

MEXICO 134 11 4 2 7 

MOR EL OS 1 

NUEVOLEDN 16 

OM>CA 1 1 

PUEBLA 206 2 2 1 

OUINT~ROO 2 

T~ 1 3 

Tl\MAULIPAS 4 

VAAN;Rlll. 74 12 

YUC/\TNi 9 

PCATECAS 1 

TOTAL 601 27 9 2 61 



TAILA 1 

LOCALIDADES OONDE FUERON AISIAOAS lAS CEPAS DE Vibrio choleroe NO O 1 

TOTAL DE CEPAS 327 

ESlAOO HUMANO NJJA NJJA ALIMENTO CEPA 

NEOO/\ BLANCA 

C'.MPECHE 4 1 1 

COLIMA 39 

CHIAPAS 7 

CHIHLWIUA 5 

D.F. 3 53 

CllWNIJATO 21 

OlWJA!A.llAA 5 

OUERRERO 46 1 

HllW.00 3 2 9 

HEXICO 15 6 1 

PUEBLA 8 7 

TLAXC'J.A 3 

VERACRUZ 64 1 

YUCATNl 11 

ZACAUCAS 7 

TOTAL 29 267 24 2 1 
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TABLA 7 

No. CEPAS SELECCIONADAS PARA EL ENSAYO DE ELISA CON PEROXIDASA 

Y FOSFAT ASA EN LA SELECCION DE CEPAS TOXIGF.NICAS 

ELISA 

CONJUGADO 

PEROXIDASA FOSF AT ASA No. 

Vlbrio cho lerae o 1 450 450 900 

Vtbrlo cholerae NO 01 137 186 323 

TOTAL 587 636 1223 
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TAllLA a 
PORCENTAJE TOT Al DE Vibrio cholerae 01yNO01 TOXIGENICOS Y NO 

TOXIGENICOS PROBADOS POR EL MEiODO DE ELISA 

AMBIENTALES 

AGUAS IEGRAS 

AGUAS BLANCAS 

ALIMENTOS 

CEPAS 

TOTAL 

CEPA5 

V. Cholerae o 1 

No. 

801 

27 

g 

2 

61 

goo 

PORCIENTO 

POSITIVAS 

100 

100 

100 

100 

100 

CEPAS 

V. ChOlerae NO 01 

No. 

29 

267 

24 

2 

1 

323 

PORCIENTO 

POSITIVAS 

100 

100 

100 

100 

100 



TABLA 11 

P\lR(.~NI A..IE OE v1orio r.no1era~ ll I y NO o 1 TOXIGENICOS V NO TOXl6fNIC05 

PRúf\AD05 Pilf< fl MET(JDO úE ELISA 

HllMAN\'I 

AMf\IENTAL 

AGUA:'> NfGRAS 

AGUA;, fil ANCAS 

ALIMENTO 

ffPAS 

Tul Al 

NO 

4)7 

12 

ti 

2 

3 

1PEJ.lnx1 DA::>A) 

1.H•AS 

v cnoleraP. 01 

P(IH1".lf.NTlJ 

100 

10(1 

100 

100 

1no 

55 

v chnlerae NCJ O 1 

No PORCIENTú 

14 10(1 

101 100 

20 100 

1 100 

1 10() 
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TABLA 10 

PORCENTAJE TOTAL DE Vibrio cholerae O 1 y NO O 1 TOXIGENICOS Y NO 

TOXIGENICOS PROBADOS POR EL METODO DE ELISA 

(fOSFATASA) 

HltlANOS 

AMBIENTAL 

AGUA NEGRA 

~GUA BLANCA 

ALIMENTO 

CEPAS 

TOTAL 

CEPAS 

V. cholerae 01 

No. PORCIENTO 

374 100 

15 100 

3 100 

- -

SB 100 

450 

CEPAS 

V. cholerae NO 01 

No. PORCIENTO 

15 100 

166 100 

4 100 

1 100 

- -

166 



TABLA 11 

DISTRIBUCION DE MUESTRAS DE Vtbrto cholerae o 1 DE ACUERDO AL 

SEROTIPO 

INABA OGAWA TOTAL 

No. CEPAS 898/900 2/900 900 

PORCENTAJE 99.77 0.22 100 

PORCENTAJE 

DE CEPAS 100 100 

TOXIGENICAS 
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TAllLA 12 

015TR18UCION DE LASMUE5TRA5 DE HlJ1AN05 DE ACUERDO AL SEXO 

MASUJLINlJ ffMENINO TOTAL 

No MUESTRAS SLI 280 801 

PORCENl A.JE 6Sll:i 3495 100 



TABLA 13· 

DI:> TRIBllC.llJN LJE ACI IFR[JI 1 A fDAú EN MUESTRAS HU"l.A~AS 

EOA[J (AÑt1$1 AÑOS 

< 1 12 

1-10 121 

11-20 100 

21-30 136 

3 J-4t1 130 

41-5() 11& 

51-tiU 64 

"1-ill 69 

71-liu 33 

81-4!1 16 

YCJ-lu11 2 
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TAILA 'i4 

ANAUSIS DE SENSIBILIDAD V ESPECIFICIDA[I DE LA TECNICA DE ELISA 

!PEROXIDASAJ 

Vlbr10 cholerae o l 

E 

L POSITIVOS 

S NEGATIVOS 

A 

TOTAL 

90 

10 

100 

V1brto chOlerae NO O l 

18 

82 

100 

SENSif111. lflA(I• 190/9(1+l111 llll.>• <lll 01' 

b»f.(lfi,-llJAlJ• Ulll~'./ 111• 181 IUU= 82 (J % 

VALOH PRt(Jl(llVU IJ(J::011IV0•190190 +181 100= 83.31' 

VALUR PRHJIC.TIVll NfC,ATI Vü• (82182+10) 100• 89.01' 

EFICIENCIA• 1qO+H'it'-ll)+ 18+ IO•i12)= 116 0% 

60 

TOTAL 

108 

92 

200 



TAllLA 19 

ANALISIS DE SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LA TECNICA DE ELISA 

(FOSFATASA> 

Vlbrlo cholerae 01 Vlbrlo cholerae NO 01 TOTAL 

E 

L POSITIVOS 96 9 

1 

s NEGATIVOS 4 91 

A 

TOTAL 100 100 

SENSIBILIDAD•(96/96 • 4) 100• 96.07! 

ESPECIFICIDAD= (9 l /91 •9) 100 • 91.07! 

VALOR PREDICTIVO POSITIVO• (96/95•9) 100 =91.4fo 

VALOR PREDICTIVO NEGATIV0· (91/91•4)100 • 95.67! 

EFICIENCIA• (96•91/96 •9•4•91l 100= 93.57! 

61 

105 

95 
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TAILA D• 

RESU.TAOOS DE LAS CEPAS PROBADAS POR AGLUTINACION CON LATEXY 

ELI SA (PEROXIDASA Y FOSFAT ASA) 

Vlbrio cñolerae o 1 

POSITIVOS NEGATIVOS TOTAL 

AGLUTINACION 68 7 75 

ELISA (PEROXIDASA> 69 6 75 

Vibrio cño/trae NO O 1 

AGL\JTINACION 7 68 75 

EL15A CPEROXIDASA) 17 56 75 

Vibrio c/Joler.ie O 1 

AGL\JTINACION 55 20 75 

ELISA (FOSFATASA) 72 3 75 

Vibrio cllolerae NO O 1 

AGL\JTINACION 7 68 75 

ELISA (FOSF AT ASA) 75 75 
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TABLA 17 
ANALIS1$ DE SENSIBll. IDAü V ESPECIFICIDAD CONSIDERANDO 

COMO METODO DE REFERENCIA EL DE AGLUTINACION 

CON LATEX (QXOllJ) V METODO DE ESTUDIO ELISA 

(PF.ROXIDASA) 

A1;1,UT INACION CON LATEX 

P051TIV05 NEGATIVOS TOTAL 

POSITIVOS 65 

5 NEGATIVOS 10 

A 

lUTAL 75 

S~NSIBILlllAD=(ti5165+ lli'J l Uú• fl6 6% 

ESPl':LIFll.l[JAfl• (54154+? 1 l lllU• 72 0% 

21 

54 

75 

VALOR l'REOICl IVO P(bll IVO• (65165+10) 100• 75 5% 

VAi (Jk PkHJ11:.T1vü N!:1,ATI V(J= (54154 + IU) 1 u(J •ll4 3% 

HIUFN(IA= 10':>+':>4/ t>'i+·;:l+llJ+'i41l!J(J=793f> 

63 

86 

64 

150 



TABLA 11 

ANAl.l!">I~ ll~ :>~N:">ll:llllfJAD Y t::>PEClfl(llJA(I CONSIOERARNDU 

U11•1(J Mtl 0(HJ DE HEr~RENLIA EL DE AbLUTINAUON 

!.lJNt.ATEx l(JXlllf.lJ V MfhJOOOE f:'>lUDlíJEI ISA 

(HJ5fAfA$AI 

AGLUTINACION CON LATEX 

P0$1TIV05 NEGATIVOS lOTAL 

1. POSITIVOS 

S NEbATIVü$ 

A 

TOTAL 

$3 

9 

6i 

$1:N:,lf\lllfJA(J• (S_li ~j+Q¡l(JtJ• f\'l 4ii. 

F:'>~~CIFl(lfJAlJ• lh'Un4• 14l 1 no• 711411. 

19 

69 

88 

VAU11<P>ltfJ1t llVtJ >'lbillVU•!':d/~j •lq¡ 100=Ti63 

VALOR PHtDILTIVO NthAllVO• tt\'J/6Y•9) 100 • il&.43 

fflUEN(IA= (~.1'69/~_1•19+9•6\lllOu • 81 311. 

TFSlS CON 
F Al.LA DE C RiGEN 61+ 

72 

78 

150 



TAllLA19 

RESUL iAOOS DE PRUEBAS BIOOUIMICAS Y SEROLOGIA REALIZADAS A 12 

CEPAS DE Vibriu cholerae NO O 1 

CLAVE 

CEPA TSI LIA 

105 K/A-- K/N--

126 K/A-- K/N--

136 K/A-- K/N--

185 K/A-- K/N--

219 A/A-- K/N--

1427 AíA-- l</N--

1425 A/A-- KIN--

1416 A/A-- K/N--

1364 AiA-- K/N--

1375 A/A-- K/N--

1379 K/A-- K/N--

CLAVES. 

TSI· Fonno/Pl!'.Mllr~ &a' HzS 

MIO. t1ot1\1dad Indo\ Ornltir.a 

OX. Oxtdasa 

V F. Vapor fluente 

A. ACidO 

MIO 

AGLUTINACION 

CP ox SS SNC S. POL 

UA· Fondo/P1cadura Gas HzS 

CP. Caldo peptonado llndoll 

55. Soluc16n satina 

S.POL suerv pollva\ente 

K Alcallno 

• Pos1two 

V.F 

L 

R 

L 

·L 

L 

R 

R 

R 

R 

R 

L 



TABLA 20 

RESULTADOS BB API 20 REALIZADOS A 12 CEPAS DE 
V18rio cholerae NO 01 

CLAVE CEPA ONFG ADB LDC ODC CIT H2S UHE TDA IND VP GEL GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY Ali OXI N02 

105 + - + + + - - - + + + + + - - - + - + - +' + 
126 + - + + + - - - + + + + + 
136 + - + + + - - - + + + + + 
185 + - + + + - - - + + + + .¡,, - - - + - + -
219 + - + + + - - - + + + + +, - ~ -
1427 + - + + + - - - + + + + '+, 
1425 + - + + + - - - .. .. +: .. ,',¡' 

+ -. -
1416 .. - + + .. - - - + + + + ,- - +" - \O 

\O 1364 + - + + .. - - - + + + .. +,': - - -
1375 + - + + + - - - + + + + +,< 
1379 + - + + + - - - + + + + + - - - + - - - + + 
1382 + - + + + - - - + + + + + - - - + - - - + + 

TODOS LOS RESULTADOS ANTERIOnES COnRES:ONDEN A Vibrio cholerae 



Las cepas de V1tJnv c/IV/r?rar? O 1 producen una toxina, que es e 1 

prmc1pa1 mer.anismo 11e parogen1c1aan ael microorganismo dicha toxina es 

1a responsaole ae la a1arrea caracterist1ca ae la enfermedad, por lo cual 

para completar el 01agnnst1r.o, se real17a una prueba de tox1gen1c1dad a las 

cepas, que en este caso rué el ensayo de ELISA 

vara esto, se proce010 a estanaar1zar la técnica, tentenao como 

var1ao1es· 

Diiuyente ae 1 GM 1 

Temperatura ae incubación en la sens10111zac16n 

Titulo <1e la anrnoxma 

Titulo el conjugaao 

Para la s•ns1ni11zar.1ón de las placas se probaron 4 diluyentes: regulador 

ne carhonatos pH Y 6, regulador ae Tosfatos salino pH 7.2, metano! al 65,¡ y 

regu1aaor ae rosratos salino mas aesox1colato ae sooio, Rlsta1no y otros 

autores 1:22,29,31,;)J,36,3!!) realizan el mmuno ensayo enz1mát1co para la 

11etermmar.1nn ae toxina co1P.r1ca utlllzaMo el regulador ae fosfatos salino 

como 011uyente ae e1 (,MI: en este caso el que arreció un mejor resultado 

rué el re9u1a11or ae rosraros salmo mas el desoxlcolato de sodio, este 

presentó una menor coloración 11eti1da a reacciones 1nespecit1cas por 10 

cual, este regulaaor se ut1mri para la sens10111zac1ón de las placas. 

Se real!Zo 11n camn10 en 1a remperatura ae Incubación ae placas en la 

sens10111zac1ón, se r•rnm1enaa que estas se mcuben a 25· e (29) toda la 

nocne, sm emoargo se prooó mr.ut>ar las placas 1 ha 37"C y posteriormente 

tnaa la norne a 4"(. ooren1enao un mejor resultado con esta última, para la 

OMP.rmmar.1iin ne. la temnerarura ónt1ma de mcuoac1ón se utilizaron 2 



cepas control, una cepa toxina positiva y una cepa toxina negativa, 

observando que a 37 ·e se presentaba menor fondo por lo cual se puede 

diferenciar un resultado positivo y uno negativo, mientras que Incubando 

las placas a 25 ·e la cepa control negativo daba una absorbancla muy 

elevada e cercana a 1.0l lo cual provocarla problemas para poder 

diferenciar un resultado positivo de un negativo 

La anti-toxina colérica y los conjugados de peroxtdasa y fosratasa se 
titularon, obteniendo que la dilución de trabajo para los tres fué de 

1:1000, debido a que en dicha dilución se observa la diferencia entre un 

testigo positivo y un negativo; a diluciones mayores, el testigo negativo da 

una absorbancla muy cercana a la del testigo positivo lo cual provocó que 

al obtener el valor de corte no se pudiera determinar si un resultado era 

positivo o negativo. 

Para la realización de ensayos útiles para la determinación de toxina 

colérica, se ha recomendado la utlll;:actón de diversos medios 

Cl4,17,22,29l para la obtención de la toxina, en este trabajo se utilizó el 

medio de Cratg, se qul;:ó probar otro medio CMunde11l para compararlo con 

el medio de Cratg para saber cual de los dos proporciona mejores 

resultados, sin embargo, esto no se pudo realizar debido a que el medio de 

Mundell no se pudo utilizar ya que presentó un precipitado en el momento 

de su preparación. 

Se realizó una distribución de las cepas de Vl//rio cllolerae 01 de 

acuerdo al lugar de procedencia obteniendo una mayor cantidad de cepas 

del [stado de ll1dalgo . Puebla y Chiapas, siendo efectivamente en estos 

lugares donde se han reportado mayor número de casos (5). 

Se trabajaron tanto cep¡¡s de t~·/Jrfo c/Jolerae O 1 como NO O 1 las 

cuales fueron de humanos y ambientales en las que se Incluyeron aguas 

blancas, aguas negras y alimentos, estas últimas se Incluyeron debido a 
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que el muestreo ambiental es Importante ya que la transmisión se da por la 

Ingestión de agua o alimentos contaminados con vómitos o heces de 

Individuos Infectados (34), en los resultados presentados se observa la 

distribución de estas cepas donde se ve que todas las cepas de V1'/Jnc 

cho/erile 01 trabajadas son toxlgénlcas y las de Vi/Jrio cholerae NO 01 

probadas por el metodo de ELISA son no toxigénlcas , algunos autores 

(4,25l proponen que Vibno c.~o/eroe NO O 1 produce una toxina similar a la 

colérica la cual han denominado CT-llke, han observado que dicha toxina da 

resultado positl'.'O en asa ligada de conejo, sin embargo en este caso 

dieron un resultado negativo. 

Vlbno choleroe 01 Incluye los serottpos Ogawa e !naba los cuales son 

productores de toxina colérica (36), se determino toxlgenlcldad a estos 

dos serotlpos comprobando que, en erecto dichos serottpos son productores 

de toxina, adem:'.ls de que se observa que el serotlpo predominante rué el 

lnaba. 

Aunque V1/Jr10 cholerae o 1 Infecta tanto a hombres como a mujeres 

de cualquier edad (23), de acuerdo a los resultados mostrados se observa 

que existe un mayor porcentaje de casos en el sexo masculino y en cuanto a 

edad existe un número similar de casos en cada rango aunque se observa un 

numero mayor en el rango de 21-30 y 31-40, existe una disminución de 

casos aparttr de 51 años, esto se puede explicar ya que existe una menor 

población de esta edad 

Al reallzar el ;mállsls de senslbllldad y especificidad de las técnicas de 

ELISA, utilizando diferentes conjugados (peroxldasa y fosfatasa>. se 

obtuvo una mayor sensibilidad y especificidad para la técnica de EL15A con 

conjugado de rosratasa (5=96.0r. y E= 91.0r.J, de hecho en las técnicas 

descritas por diferentes autores e 17,22,29) siempre utilizan el conjugado 

de fosfatasa y no mencionan el uso de otro. 
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Para la valldac1on de ambas técnicas se tomó como prueba de referencia 

la de aglut1nac1on con latex de Oxold para la cual se ha reportado una 

senslbl lldad del 97\'l y una sensibilidad del 1ooi¡<1 l, se probaron para cada 

caso Cperoxldasa y rosfatasal 75 cepas de Vt/Jr10 cllolerae O 1 y 75 cepas 

de V/lirio cllolerae obteniendo asl una 5•86.6\'l y E•72.Q:i¡ para la técnica 

de EUSA con conjugado de peroxldasa mientras que para fosratasa se 

obtuvo una 5•85.4\'l y una E=78.4\'l, por lo cual la prueba con fosfatasa es 

mas conflable que la de peroxldasa. 

De todas las cepas de Vtt;n.:; cllo/erae NO O 1 12 de ellas rueron 

sospechosas de producir toxina colérlca por lo cual se les realizó pruebas 

bloqulmlcas y serologla, ademas, se les realizó API 20 E, los resultados 

obtenidos corroboraron que dichas cepas eran Vt/Jrlo cllolerae NO O 1 

aunque 7 de estas cepas fueron rugosas. Estas cepas no se reportaron como 

toxlgénlcas debido a que exlst ló la oportunidad de enviarlas al CDC <Centro 

de control de enfermedades de Atlantal donde se les realizo una prueba de 

PCR donde se confirmo que eran VibrliJ cnolerae NO O 1 no toxlgénlcas. El 

hecho de que por el me todo de ELISA dieran un resultado positivo se puede 

explicar como los falsos positivos de la técnica, o bien que dichas cepas 

producen una toxina similar a la colérica (4,25) que se puede detectar por 

la técnica de EL 1 SA. 
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El regulador de fosfatos salino mas desoxlcolato de sodio proporciona un 

mejor resultado en la sensibilización de las placas de ELISA con el GHl. 

Los serotlpos lnaba y Ogawa son toxlgénlcos determinados por la técnica 

de ELISA 

Todas las cepas trabajadas de Vl/Jrlo C/IO/erae 01 fueron toxlgénlcas por el 

método de ELISA 

Todas las cepas trabajadas de Vi/Jrlo el/oler"" NO o 1 fu~ron no toxigénll:aLJ 

por el método de ELISA 

La técnica de ELIS ... con tosfatasa rue mas sensible y especifica que la de 

peroxldasa probada en este trabajo. 
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l - SoluclOn regulJ~ora ac tc~faros o o l M pH 7.2 (Soluc1on patrón S_OX). 

Na:tHPO.¡ 54 3 g 

NaH2P04H2(l 15 3 g 
Auud uo~tiláúa iOOO 1111 

2.- Solu.:.iú11 ,d1i11i1 dlflu1 llguddura úo foMiltos 0.01 M pH 7.2 (PBS) 

Ro~ul"dor uo fo:'>filtuo soln. u•lrvn SO X 20 ml 
NilCI 5.5 ~ 
Auu• dbtiiáud 980 mi 

3.- Solución re~ul•dura de Cár~unalo, pH 9.6 

f~d2C03 70 g 

NaHCO.\ :?e g 

Agua neqtJIMa '"º"mi 
4- Alhúmma SPrlVa hnvma ;¡¡ 1 .. Pn Pf1:'. lh:'>AIPf\5) 

A.lnt1m1n;;¡ c;Prir::\ onvinn l 'J 
~b~t 11.HJ mi 

Almitr.Pn::\r pn rP.rr19Pr~r1nn l 1PC\r::trt::tr cu::1non c;p prP,c1p1re o m11Pc:;TrP 
s1gnoc; C1P c.nnt::\mmar10n 
!'.- Ptl:'>- íwePn 

~b~ l lllH.J mi 

ÍWPPO 2'°1 (J ~ mJ 
ti- keg111;inor ílP, íl1P!ano1am1na ;il 1u>'i. 

01et;innlamma Y7 m1 
Agu.:t flP~tl 1;:u1n nuu ml 
N;tl-J3 lJ / 0 

íiuCi:? óH20 100 111u 

Ajustar el pH a 0.8 con HCI 1 M. AforJr a un litro con agua destilada y 
Jlmaccn~r a 4'C en la oscuridad 

Tf ~IS CON 
FALLA rE ORIGEN 



Citrato de sodio 29 g 
Acido cttr1co 4. lg 
Agua destilada 1000 mi 

S.· Acl:Jo sulfúrico SN 

112~oJt'J5n> ::3ml 
"'gua aes111aaa 387 mi 

9 - H1arox1ao ae soa10 3M 

NaO~ 6(• 6 9 
"'gua aesti!aa>. 500 mi 

10- Su~rrato ae perox1aasa 

Orto-1 en1 ! ~M1amma 11_)p(l > 6 mg 
Regulaaor ae cnratos pH 56 12 mi 
H2o2 3 % o J mi 

l 1.- Su~l1 •le• ue fu:;r olo>• <v-nlt1 o renil fu>f .;to) 

51110/lolildo 
Smg/S n1! 1 eyulouu1 uiddf1ulaini110 

l 2. - f-ieuiu ue C1 oiy 

Cá:.;a111f110 dcídv:. 3'.or; 
Extracto ue levadura 0.4í> 
K:?HPO 4 O.OS>; 

Dezpu~z ae esterilizar aalclonar glucoza ezterlllzaaa por rmraclón 
para una concentrac1ón rmal ae 0.2~ ( 10 mi por litro ae una solución de 
gluco~~ J l ~O:rl 1 

.~JUZtJr el pH J 7 o con MJOH 

TESIS CON 
FALLA n: :· r C.f.N 
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