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Abreviaturas utilizadas en el presente trabajo

pl microlitros

*C: Grados centigrados

TCBS: Medio de tiosulfato citrato sales biliares sacarosa
MIO: Medio de Movilidad, Indol, Ornitina
LIA: Medio de Lisina hierro agar
T3): Triple azucar hierro agar

CT: Toxina colérica

LT: Toxina termoiabil

ELISA: Ensayo Inmuno enzimatico
HIA: Agar infusién corazon

BAB; Base para agar sangre

CST: Caldo soya tripticasa

CP: Caldo peptonads

OX : Prueba de oxidasa

SS: Sotuctdn salina 0.85%

SNC: Suero normal de conejo

VP: vapor fluente

ONPG: Orto nitro fentl

ADH: Arginina descarboxtlaza
LBCLisina descarboxilasa

0DC: Ornitina descarboxilasa

Cit: Crecimiento en Citrato

HpS: Produccion de Acido sulfhidrico

ure: Urea

TDA: Triptofane

Ing: ingdol

VP veges- Proskauer, produccion de acetoina
(el Hidrolisis de Gelatina

Glu Fermentacren de blucesa
Man: Fermentacion de Manosa
Ino: Fermentacion de Inositol
Sor : Fermentacion de Sorbitol
Rha: Fermentacion de Ramnesa
Sac: Fermentacion de Sacarosa
Mel- Fermentacion de Melobtosa
ara Fermentacion e Arabinosa
Ny Produccion de Nitrates
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[REGIRIEY]

En junio de 1991 ingresd el coléra en nuestro pafs, dicha enfermedad se
caracteriza por 12 aparicién de una diarrea acuosa y severa, su agente
causal es Vidr/o choleras bacteria que produce una toxina que al unirse a
receptores especificos estimula la secrecién de agua y etectrolitos.

Se probaron 1223 cepas de Vibrio cholerae por el método de ELISA para
determinar 1a produccion de toxina. 900 cepas correspondieron a Vibric
cholerae 0O\ y 323 a Vidrio cholerae NO 01,

Para Va estandarizaclon de la técnica se probaron 4 reguladores para la
sensibilizacion de las placas, se eliglo el PBS mas desoxicolato de sodio,
tamblén se probaron dos temperaturas de incubactén en ta sensibilizacién
eiigiendo 37°C, la dilucién de trabajo de la antitoxina utilizada fué de
1:1000,

Se probaron 2 conjugados: fosfatasa y peroxidasa, su dilucion de trabajo
fué de 1:1000. S87 cepas se probaron con el conjugado de peroxidasay 636
con fosfatasa,

Las cepas trabajadas eran de muestras humanas {830} y muestras
ambientales{331).

E1 serotipo predominante fué Inaba, en cuanto a 1a distribucion por sexo
se obtuvé un mayor porcentaje en el sexo masculino.

Todas 1as cepas de Vibrio cholerae 01 {ueron toxigénicas y las de Vitric
cholerae NO 01 trabajadas fueron no toxigénicas.

De 10s dos conjugados probades 1 que proporciond mayor sensibilidad y
especificidad fué el de fosfatasa, se obtuvé un sensibilidad de 96.0% y una
especificidad de 91.0%.



1NTRODVCCION

Fl calera es una nteccion intestinal que se caracteriza por la
:anarmﬁn AR UNA MArTR3 ACINSA Severa nue lleva rapmamente a la
apsNIArataciin v AC100818 metanalica v en enfermns no frafados se puede
Proqaucir 1a muerte denrro ae 1as 24 horas de su aparicion (10)

ki agente causal es el Viario cnolérae O1, vacteria que nfecta
S01AMENTe A 105 SPTRS NUMANNS, 85 CAPAZ de SODrevivIr por 1argos periodos
fuera gel organismo, especiaimente fn amblentes himedos y templados En
fl agua permanece viabie unas cuantas horas, sin embargo, S1 esta se
encuentra contaminaada con materia organica y tiene las condiciones de
AleAlNINA0 AneryATAS puede hACRTID gurante varias semanas (21)

Fi chlera se fransmite por 1A Ingestion ae agua o alimentos
CONtAMINANS C.ON dlarrea o vamito de 10s enfermos (21)
£1 magnastico clinkcn de 12 enfermedan Se Nace AN NASe 3 13 presencls
de aiarrea y vomiTo caracteristicns Bl d1agnéstice de jaboratario se lleva
a cann meaiante el AISIAMILNID A 10enTINICACION 0o Viarie cholerae O a
partir de MUeSIPrAS Marreicas o vimita el paciente, sin embargo son de
gran ayuda 1as pruebas Seroingicas para ogterminar 13 presencia de
ANTICURIPOS CONTIA 81 MICFONT gANISMO y S foXINa (21)
tl presente trahajo fiene comn 1Inalidan dererminar en 1as cepas de
Vinrio chioserds 1l y NG O 21S1a03S 08 huMm2n0s la produccion de toxina
r.0lérica por ser, Mirtha faxina 13 causante de 1a diarrea caracteristica de
1a enrermedan, gSIA gRIErMINACIAN Ae toxIgenicidad Se realiza mediante 1a
Técnica de ELISA, as1 misma se estumaren cepas aisladas de alimentos,
aquas negras v 2(}1!35 MANCAS Nor ser el Vehl’Cqu prlnclpal ge rransmision

a8 12 eniermenac



ANTECEDENTES.

" E) cotera se conoce en Ja region astatica desde los tiempos mas
remotos; fue descrita antes de Cristo por Sursuto, Hipécrates, Galeno y
Wang-Shoohot 11)

Aparecio en Eurcpa por primera vez en el sigio XIX. Las rutas
comerciales fueron 1a via por 1a que 13 enfermedad pasé de la India a
Europa, Africay America del Norte. En cada pais por el que pasaba la
entermedad, se presentaban miles de enfermos, de 10s cuales morian
aproximadamente la mitag (11,37} )

La segunda pandemia alcanzé Eurcpay llegd a America en 1832. Una
de Jas cludades mas afectadas en esa época fue Nueva York.

La sexta pandemia (1903-1923) se disperso principalmente en Asia,
fue fimitada en Africa y Europa y no llegd a afectar el Hemisferto
Occidental (37).

La séptima pandemta comenzd en 1961 y 1legd hasta Ja Indonesiay
se extend1o a otros paises del Asia Oriental (6,34).

viprio cholerae tue dgescrito primeramente y nombrado en 1854 por
Paciny, 32 anos después Koch lo aisla y en su descripcién introduce el
termino de “"Kommabaciitus® por 1a morfologia del microorganismo (18).

Posteriormente Gotschiich logré aislar vibrios en cadaveres de
peregrinos examinados en una estacion de cuarentena tiamada El Tor, en
Egipto. Este tipo de Wibrie cholerae denominado El Tor es el responsable
de la sépryma pandemia (34).



_En 1970 el colera invadid el Africa Occidental y se disperso rapidamente
a lo Yargo de las costas y vias fluviales hasta penetrar tierra adentro. La
enfermedad es shora endémica en ese conlinenle especialinenle  en las
zonas costeras donde la temperatura, pluviosidad y densidad de poblacion
contribuyen a supersistencia, y en los afios sigulentes el célera penetrd a
los paises Industrializados {€}

En América el colera origind epidemias durante el siglo XIX y
desaparecid la transmizién durante 100 afios. En 1978 se iInformd e!
aistamiento de &mo cholerasen el drenaje en Rio de Janeiro, Brasil; sin
embargo no se cbservaron infecctones en seres humanos. En 1988 se
reportaron dos casos de diarrea en turistas norteamericanos que visitaron
Pert a 1035 que se les atslo wdrio cholerae0l El Tor serotipo Ogawa no
productcres de toxina. Estes datos sugleren 1a presenciade Vidrio cholerae
01 en Sudamérica, varios meses antes de su aparicion en forma epidémica
en 1991, esta epidemia inicid en Perd, se gistribuyé a Ecuador, Colombia,
Brasil, Chile , Estados Unidos y México (34).

En México 1a enfermedad ingreso6 el 27 de junio de 1883 en Saltilloy se
presentd después en Campeche, Yucatan y Tampico, donde murieron 140
personas diarias (34).

Se propagd en San Luls Potost y Guanajuato durante ese afo, en agosto
se registré en la Ciludad de Mexico y Guadalajara Entre Agosto y
Septiembre se presento en Pueblay Oaxaca.

£l colera origind epidemias en 1849 y 1854 en todo el territorio,
estimandase que muriercn cerca de dos mil personas. La enfermedad tuvo
un comportamiento endémico de 1855 a 1871 (34).

En 1882 de nueve ocurrts la epidemia en Chiapas, Tabasco y Oaxaca.
En esta Ultima se observé que la propagacion stguié el trayecto de las
citas comerciales y al sentido de 1as corrientes de 10s rios. Juchitan fué
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invadido al final y ahi se logro extinguir la enfermedad a mediados de
1883, por medio de una Incomunicacidn rigurosa de este lugar (34).

Cn junio de 1991 surgié un casoc de cdlera en San Miguel.Totoimaloya
Municipio de Sultepec, Estado de México, de aqui 1a epidemia se extendtd al
valle de Tula (Hidalgo), Huasteca (Hidalgo, Veracruz), Ciudad Hidalgo
{Chiapas), Miahuatlan (Puebla), Tabasco, Distrito Federal, Oaxaca, Tajin
{Veracruz), Puerto de Veracruz, Estado de México, Mérida (Yucatan), Uman
(Yucatan), Morelos, Michoacan, Guerrero, en estas entidades los brotes
han sido en forma de epidemia o ¢asos alslados (34).



AGCNTE iNFECC10"0
El agente cauaal del cOlera ) ".' .-za malerae bacterta Gram negattva
la ‘cual pert ] ece a ta famllla V/br/onareae en la que’'se incluyen cuatro
‘ géneroa R ’
: A) erla
B Aen,nanas )

C) - Alesiomonas
D) Protodacterium (3,18)

El género Mbric son bactertas Gram negativas que miden 0.Sum X 3
um, con morfelogia al microscoplo de “coma”, son méviles por la presencia
de un flagelo polar Gnico, son anaerobios facultativos, poseen metabolismo
fermentador y respiralorio, para su crecintienlo fequieren ser estismulados
con HaCl ademas de requerir una fuente de carbohidrates, nitrogeno
norganico, azufre, fo5foro, minerales, buffer adecuado Crecen apH de 7.0,
pero toleran pH alcalino de 9.0 (2,16).

Su habttat es generalmente acuatico con variedad de salintdad, son muy
comunes en amblentes marinos, algunas especies se encuentran sobre ta
superficie y el ceontenido intestinal de animales marinos, puede
encontrarse en agua fresca en donde sobrevive mas horas y algunas
semanas 3} €sta se encuentra contaminada con materia organicay tiene un
pH entre 6 y 9. €5 susceptible a la desecacion, 1a ebutlicion, el cloro, otros
desinfectantes y alas tetracicltnas (21).

Lamaycrid de 13s cepas son oxidasa positiva y crecen entre 18y 37°C
(16



TAXONOMIA

£l organismo causal del cdlera ha sido Ylamado Vitrio cholerae "0"
grupo 1, este reacciona con el antisuero somatico det grupo O1, mienlras
que otros vibrios bioguimicamente tquales alas cepas de Vigrie cholerae
0 1 pero que no aglutinan con el antisuero para Vbrio cholerae 01 en el
pasado han stdo referidos como vibrios no aglutinables (NAGS)Y o como
vibrios no coléricos, pero en la actualidad a estos vibrios se les denominan
Vidric cheleraeno Q1, en este grupo se incluyen las otras especles de
Vrle . Wibrio cholerae  del grupo no O1 incluyen alrededor de 72
serotipos ( 4).

£} antigeno O somatico es un polisacarido tipico de las bacterias Gram
negativas, componente de la superficie de 1a célula, 1as porciones lipidicas
tienen actividad endotéxica y la especificidad antigénica depende de los
polisacaridos, este antigeno es importante en el diagnostico a diferencia
del antigeno H que es compatible con otros micreorganismos (2,16).

Las cepas de Vibrfe oheleroe son divididas en dos biotipos: el clésicoy
El Tor, serologicamente los biotipos se subdividen en serotipos: Ogawa,
Inaba e Hiko}ima (Figura 1)(Tabla 1) (3,16).
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CLAS]CO EL TOR
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‘EROTIF‘O‘
INABA OGAWA, HIKOJIMA
NO TOXIGENICO TOXIGENICO

Ref: 21

FICURA 1. CLASITICACION DL b0 cholerae EN BIOTIPOS Y SEROTIPOS
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- TABLA 1
SEROTIVOS VE Winrro cnalerae 11 BASADOS EN ANTIGENOS SOMATICOS

LI AT Antigeno AQlutInacion con suero
presente’ absarbido
Ogawa Inaba
Ogawa A B + -
Inana AL - .
HIk0JIMa A B 7 + *
Tomado de 3




PATQGENICIDAD

Como otras enfermedades Infecclosas, el desarrolio del colera depende
de una Interaccibn entre el hospedero y el microorganismo.

Los mecanismos de defensa del hospedador y los factores de virulencia
del microorganismo son importantes en Ja patogénests del célera. Entre los
mecanismos de defensa de) hospedador se tienen:

- Sallva

Acidez gastrica

- Peristaltismo intestinal

- Flora normal

- Inmunoglobulinas tntestinales (28)

La adherencia a ta superficie intestinat y ta produccion de la toxina
son dos factores necesarios para la patogénesis. La motiiidad es también
un factor de virulencia para Virio choferge . Se ha observado que las
cepas inméviles son menos virdlentas que ¥as cepas moviles.

Las cepas virulentas también producen proleinas ex(racelulares
incluyendo:

Enterotorina

Hemagtutininas

Endotoxina

Enzimas

Neuraminidasa
Mucinasa
Proteasa (28).
Se ha demostrado gue este microorganismo penetra a la mucosa

intestinal y ataca las microvellosidades de las céluias epiteliales del
borde de cepitio (28)

10



La movilidad, la temperatura y algunos cationes alteran la adherencia que
es otrg factor de patogenicidad de V7rro clolerae(28).

Vibrio cholerae elabora una exotoxina (toxina colérica o colerageno)
que se une a receptores especificos sobre ta mucosa intestinal y estimuia
la secrecién de electrolitos y agua de las células, esta toxina es 1a
responsable de la diarrea (13,26).

De acuerdo a estudios genéticos se ha demostrado que 1a produccion de
toxina es codificada por un gen de la bacteria (7,15).

La toxina colérica esta compuesta de tres subunidades:

Al

2y

B

Su pesc molecular es de 84,000 D, 1a subunidad Al posee un peso
molecular de 22,000-23,000D A2 de 2,500-5,0000D yla subunidad
B con un pesc molecular de 11,000-14,000D (5 subunidades B
fdenticas)12,132,28).

La subunidad biologicamente activa es Al o H "heavy™), esta compuesta de
una molécula de Al y A2 gue se encuentran unidas por un Gnice puente
disulfuro . El comple jo subunidad A esta unido de una forma no covalente a
44 6 subunidades B (o L “11ght™) (12,13,28).

La subunidad B que es la responsable de 1aunidn de la toxinaalas
membranas cetulares, contiene 2 residuos de cistina que pueden formar
puentes intrasubunidad, esta subunidad constituye el toxoide colérico o
coleragenoide, el cual carece de actividad toxica pero es capaz de unirse a
la membrana celular (12).

La subunidad Al ez un pabre inmundégeno ¥ no e5 neutralizada por el
antisuero anti-toxina colérica, esta subunidad es responsable de toda la
actividad toxica de A, y 'a subunidad A2 sirve unicamente para estabilizar
el complejo A antes de que actue sobre la célula{12,28).

1"



Ll primer evento de la toxina colértca sobre 1as cé!ulas intestinales es
répids, e 1a unidn hermetica ala membrana celular; se ha sugerido que el
gangliosido GM1 (galactosil N-acetil galactosaminil sialosil-galactosil -
glucosil ceramtdo) es el receptor natural de la toxina colérica. £ numero
de sitics de unfon de la toxina colérica (GM!) en varias células de
diferentes especies va de un intervalo de 166-107 sitics de union, sin
embargo 'a constante de asoclacien esta cerca de 1079 M 112),

Los gangliéstdes son sustanctas anfipaticas gque consisten de un
ceramidc hidrofblca y un oligosacarido, el cual contiene uno o mas
residuos de acido stalico. En las células, el ceramido lipofilico esta
ubicade en la mitad externa de la membrana plasmatica, mientras que el
carbohidrato sale de ta superficie celular {123,

La subunidad B es l1a responsable de 1a unldn de 1a toxina coiérica al
GM1; se propone que se dan cambios confoermacionales quen dan como
resultado ta exposicion de las regiones hidrofdbicas ocultas de esta
subunidad, gque son capaces de unirse con proteinas hidrofébicas o
componentes 1pidicos de 1a memtrana plasmatica (12)

Se proponen ¢os mecanismos por 1os cuales ta subunidad B se ubica
parciaimente en la membrana, !0 gue puede conducir a la entrada de Ia
subunidad A

V. Lasubunidad B forma un canal hidrofdbico a traveés de la membrana por
lo cual puede pasar la subunidad A
2 - Cntre 13 subunidad B y un componente de 1a membrana, se produce una
interrelazion hidrofdbica que facilita la entrady, de la subuidad A g la
membrana fnterna: Al se libera por una reduccion intracelular con
glutation det enlace disulfuro entre A1-A2 (12).

La neuramintdasa producida por Vrio cholérae puede hidrolizar los

oligssialssil gangliosidos de GM1, o cual es nnpul Lanile ya que se Ciec

TESIS CON
FALLA TE ORGEN




1ncfemen!d el n(m;lers de ;ecentorea en las celulas intestinales para la
“interaccion de Ya toxina (12).
L2 toxina ejerce sus efectos sobre el intestino delgado /7 vivo y sobre
una ;-'arsedad de células de otros organismos /7 viZro a través de 1a
“activacién de la adentlato ciclasa. La accién de la toxina es lenta y
permanente, posee una aclividad de ADP ribosil transferass ya que
cataliza la reaccion:
NAD: . aceptor proteina ~  -------
ADP -ribosa-aceptor-proteina * mcotinamida
Laproteina ADP-rtbosilada, ha sido identificada como una proteina
unida 8l guanidil nucledtids; al parecer la modificacion de esta proteina
ribosilada es la responsable de 105 cambios en 12 adenilato ciclasa que
induce ta toxina colérica (Figura 2) (12).

La elevacion del AMPC intraceiular causa un incremento en €1 potencial
etéctrics de la membrana y un decremento en la absorcion de sodio y se
observa un cambio en el transporte neto de absorcion de cloro. Estes
cambtos en Jos Tlujos de cloroy sodio dan como resultado un aumento en l2
fuerza osmdtica que provoca la secrecidn de agua (12).

tierio cholerae 01 no toxigéntco puede ser capaz de multiplicarse
en tejldo humano y causar infecciones extraintestinales (15).

13
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CCOLOGIA Y MECANISMOS DE TRANSMISION

£l reservoric natural es el hombre aunque también se sugleren
reservorios ambientales. L1 colera sigue un ciclo de transmisién
hombre-medio amblente-hombre.

La transmisién se presenta normalmente por la ingestidn de agua o
alimentos contaminados con vomitos o heces del paciente y en menor
grado de persona a persona, por contacto directo, las manos sucias o las
moscas. Los organismos Cl Tor pueden persistir en el agua por pertodos
prolongades(21).

La dosis infecciosa es variable. El periodo de incubacién es de unas
cuantas horas a cince dias, generalmente 2 a 3 dias. El periodo de
transmisibilidad dura mientras se mantega el estado de portador que
generaimente es de unos cuantos dias, aunque puede ser de varios meses;
antibisticos como la tetraciclina acortan el periodo de lransiisibilidad
(21).



DIAGNOSTICO

Para el aislamiento de Vidrio cholerae cuando se trata de materia
fecal se puede tener la muestra en un medio de transporte (Cary-Blair), si
es que no se puede inocular inmediatamente en el agar selectivo (Figura
3N2).

Se puede uttlizar el agua peptonada alcalina que es un caldo de
enriquecimiento Util en especial, para la deteccion de un nimero pequefio
de ¥brio Shslerae. Este caldo debe ser subcullivado al medio selectivo
tiosulfato citrato sales biliares sacarosa (TCBS) después de no mas de 8
horas de incubaci6n a 35-37°C para prevenir el sobrecrecimiento de las
otras bactertas (2,16).

Después de 18-24 h de incubacidn en el medio de TCBS se pueden
observar colonias amartilas, lisas y britlantes de 2-4 mm de didmetro con
centro opaco y periferia transparente (17).

El agar gelatina (AG) también sirve como medio de aislamiento primario
donde se observan colonias translucidas y britlantes rodeadas de un halo
opaco (por licuacion de 1a gelatina) (21,17)

St se tienen colonias sospechosas de Vilrdv cholerae se procede a
realizar Jo sigutente:

A) Pruebas bloquimicas (MO, LIA, TSt, Arginina,Oxidasa)
B) Confirmacion serologica (Suero Polivalente 01, Sueros Moncvalentes
Ogawa e Inaba}

(Tabla 2) (21).

Para poder realizar una diferenciacion entre los biotipos clasicoy El
Tor se realizan pruebas como son: Voges-Proskauer (produccion de
acetoina), resistencia a polimixina B, aglutinacion de globuios rojos de
pollo, hemélisis de eritrocitos , lisis por bacteriéfago Clasico |V ( Tabla
(3,18}
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TABLA 2

[NrerenrIacinn MOGNMICa de Vitrio cholerae

viorio cholerae - 01 viorio paranaemolvticus

ol A(R)/ A R/A
Gas ae glucosa - -
6cosa A A
Lactosa A . -

‘ Nacarnsa A -
115103 + .
Arginina . -
Ux10asa + +
A= acifio
R= alcahino
= Negar v
+= VNS IvO

Rer:21
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TABLA 3

Pruenas para gitersnciacion entre biotipos el clasicoy E1 Tor =+

Ei Tor Clasico
Voges -Prroskauer + -
gonmiing B 300U [ S
Agiutinacitn de gléoulos
£0]0s Ge Polio + -
Hemohsis de eritrocitos + -
L1s1s por pacterigtago
Clasico v R S
R= Resiatente
S= Sensidie

Ref: 3,18
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Viorre chelerae NO O

Las cepas del serogrupo NO 01 no se clasifican en las especies de
Vibrie cholerse , pero en el pasade eran reportados como “Vibrios no
agiutinables” “NAGS® o Vibrios no colértcos. En la actualldad son
clasificados como Vidrio cholerae NO 01.
Estos organismos pueden Causar casos esporadicos de gastroenteritis
).

Se han propuesto sistemas de serotipificacién para estos vibrios,
ademas de utilizar 1a clasificacton de Hetberg basada en 1a fermentacion
de Sucrosa, Arabinosay Manosa (32), v

En cuanto a 13 patogénesis de la Infeccton intestinal, se han
postulado 3 mecanismos de patogenicidad:

1} Produccion de una toxina similar a la colérica (positiva en asa ligada,
células CHO).
2) Produccton de una enterotoxina estable al calor {positiva en asa ligada y
raton infantel.
3} lnvasividad
Algunas cepas de Hrio ohoderge NO Ot no dan resultado positivo a
ninguna de !as pruebas anterfores (3,
La toxina similar a la colérica (CT-1ike) producida por algunas cepas de
Vibric choleraeNo G es muy similar pero no 1déntica a 1a toxina colérica,
Algunas cepas de Vibrio cholerae NO 01 aparentemente producen mas de
una toxinal4).

La habtltdad de ¥7oric cholerae NO 01 para producir un toxina similar a
la colérica tiene retevancia clinica. Enun estudlo realizado (Spira &Danilel)
se mostré que 6 paclentes con cepas toxigénicas tuvieron una enfermedad
mas severa que 12 que mostraron alslamiento de cepas no toxigéntcas (4).
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Durante 1966-1967 en la Ciudad de México se aislaron cepas de Vibric
cholerae NO 01 en heces de nifios y adultos que presentaban diarrea,
postertormente en 1985 en Can-Cin se reallzd un estudio en 134 personas
enfermas y se atslaron 22 cepas de Vidrio cholerae NO 0 (8,35).

Los sintomas que se presentan en la gastroenteritis producida por
Vibrio cholerse Yo 01 son:

Diarrea (100% casos)

Fiebre (71%casos)

Nauseas y vomito (21 & casos)

Sangre en heces (25%casos) (25).

Esta bacteria se puede aislar de pacientes con septicemia, de
infecclones en vias urinarias, tracto resplratorio, heridas, oido (3).
Vibrio ctiolerae NO 01 esta distribuldo en Europa, Asia y Estados
Unidos. Se encuentran en aguas reslduales, aguas contaminadas, alimentos
marinos y animales. Estos organismos se asocian con agua de pH superior a
75 y salinidad de 0.01 {100mg NaCl/ litro) o mas. Son mas numerosos
durante los meses de veranc y no se asocian necesariamente con aguas
residuales contaminadas (4).

El reservorio natural de V7orio cholerae NO Ot que causa enfermedad en
el humano no se conoce.

E1 humano puede ser el principal reservorto; el microorganismo en
alimentos y agua gque causa enfermedad puede surgir de humanos
infectados (4).

E1periodo de incubacion varia de 20-30 haras ¥ 5-38 horas..

La enfermedad gastrointestinal causada por Vidr/io cholerae NO 01
probablemente se presenta en varias ciudades pero esto no ha sido
reportado (4).
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PRUEBAS PARA DETECCION DE TOXINA

Vibrie cholerae y Eschierichla coli  enterotoxigénica producen
enfermedades diarreicas en el humano y en varias especies animales.
Escherichia coli produce una toxina termolabil (LT) que posee muchas
propiedades similares a la toxina colérica ( Tabla 4), por 1o cual se han
realizado diversas pruebas para la identificacion de estas toxinas , se
cuentan con modelos animales, cultivos celulares y pruebas tnmunotdgicas
20

El primer ensayo desarrollado para 1a deteccion de 1a toxina colérica
fué el asa ligada de conejo , otras pruebas con tas que se cuenta son las de
cone jo Infante, raton recién nacldo, piel de conejo (36)

En cuanto a cultivos celulares se pueden utilizar:
- Célwlas Y- 1,
- Células CHO ¥
- Células Vero (9,24,33).
En inmunodiagnostico se tienen pruebas tales como:

- Inmunchemdlisis pasiva

Inmunchemolisis radial
~ Inhibicion de ta inmunohemélisis
- Coaglutinacién con la proteina A de Staaiylococcus
- Ragto inmuno ensayo
- ELISA
- Cnsayo de Biken ( Prueba de precipitactén) (33,36).

La hipridizactén del DNA es un nuevo método de dlagnéstico que
utiliza sondas geneéticas que detectan 10s genes que codifican la
produccidn de !a enterotoxina (19).
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TABLA 4

varacreristicas ge ias enterotox\nas de Viprio cholerae

y e £Schericnia celr enterotoxigenica

Propiedad
Peso molecuiar
Stbunigades
Sensiningan al calor
Sensindad 3 1a tripsina
Sensinihoao al acido
Naturaleza quimica
Receptor en mucosa
ACCION DlOqUIMICA
ACCIAN T181016gk0a
INMUNNGENICA
Neutranzana por antu.7
por anti LT
por 6M1
Lontroi genetico

Métonns de ensayn

Serotipes

CcT LT
84,000 91,000
Al A2y 5B AyB
+ +
+ +
N +
Proteica Protefca
GM GMi

Activa atem1ato ciclasa

Prolongada hipersecresion

. N
+ +(1/3)
+(1/100) +
N .
Cromosémico Plasmido

Modelos animales, cultivos celulares
métodos inmunoldgicos
Ogawa, Inaba Los mas

comunes
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CHSAYO INMUNO CNZIMATICO (ELISA)

L1 ensayo {nmuno enzimatico se utiliza ampliamente ya que es una
prueba sensible y especifica ademas de répida y sencilla de leer. Esta
prueba se basa en una reaccién antigeno anticuerpo que se pone de
manifiesto mediante un conjugado Inmunoenzimatico (29,38).

Existen dos variedades de ensayo inmuno enzimitico: el sistema
homogeneo y et sistema heterogéneo. £n el ensayo homogéneo 1a enzima se
conjuga con un hapteno, este ensayo no requiere etapas o medios fisicos
para separar los complejos Ag-Ac, formados -especmcamente , de los
anticuerpos o antigenos que permanecen libres en el sistema y que no han'
fntervenido en la reacclon. Ll ensayo se basa en la Inhibicidn o activacion
de las enzimas, por la Interaccién con anticuerpos y se utliizan -
generalmente enzimas de bajo peso molecular (10).

En 1971, Engvall y Perlman desarrollaron el procedimiento de
laboratorio que denominaron radloimmuno-sorbent Assay, en donde
moléculas de antigeno marcadas radiactivamente interactuaban con
anticuerpos inmovilizados en soportes como celulosa o Sephadex, después
de que se lleva a cabo 1a reacclon Ag-Ac, se aprovecha el recurso de que
estos compliejos queden retenldos a 1a fase séliday , medtante lavados, se
eliminan 105 anticuerpos o antigenos que no intervenian en la reaccidn. E}
hecho de requerir medios fisicos para separar la fraccion lipre de la
unidad, e3 1o que clasifica al sistema como heterogéneo, posteriormente se
describld la conjugacion con enzimas, en lugar de radicisotopos. A este
procedimiento, 10 denominaron ELISA "Enzyme Linked immuno Sorbent
Assay” (105,

Dentro del ensayc heterogened existen diversas modalidades, se cuenta
con el meétodo indirecto, método competitivo, método “sandwich™ de doble
anticuerpc, metsdo de tnhibicion.
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Ura de las aplicactones de este ensayo es 1a ayuda en el diagnostico de
enfermedades Infecciosas, a comienzos de la década de 1970 se
determinaron anticuerpos contra Salmonella y Vibrio mediante ELISA
posteriormente se aplics a ta serologla de Brucells, Nersserig, Klebsiella,
Chlamydiay Treponema y para infecciones micobacterianas y ricketsiales;
la respuesta humoral a 1as vacunas de tétanos y difteria, ha sido tambien
evaluada por medio del ELISA , 1a tdentificactén de material antigénico,
derivado de agentes Infeccosos en diferentes fluidos blolégicos se puede
realizar mediante la técnica de ELISA(10, 30).

El primero en describir una ELISA para la deteccién de CT o LT fué
Yolken en 1977 (28}, posteriormente Sack en 1980 introdujo el uso det
Gangliosido GM1 (31} y en 1983 Ristaino presenta un ensayo mejorado de
ELISA utilizando como receptor el GM1 (29).

Para llevar a cabo €sta prueba se requiere de un medio en el cual se va
a {avorecer la produccién de 1a toxing, se han desarrollado varios medios
entre los que se tienen: '
Mundell Casaminoacidos {29)

Biken (29}

Sack casaminoacidos con extracto de levadura (29)
Evan casaminoacidos (23}

AKL (1985 (149

De acuerdo a estudios nutricionales en cuanto a produccion y liberacion
de 1a toxina, 3e ha observado que el medio debe contener asparagina y
glucosa como soporte del crecimiento bactertano, sin embargo si el medio
no es amortiguade adecuadamente y se obtienen condictones acldas, la
toxina es producidad pero no es liberada, para obtener una maxima
lberacidn el pH debe ser de 7.5 o arriba de este (14,17).
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También s ha observado gue el extracto de levadura esun componente
del medio- importante, al fgual que el bicarbonato de sodio que parece
estimular 1a produccion de CT (17 ).
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PLANTEAMINETO DEL PROBLEMA

El ingress del colera en junio de 199! a nuestro pats trajo consigo 1a
implantactén de técnicas para la confirmacion del diagnostico de Vibric
cholerzo , una prueba muy importante es la determinacion de toxina,
debido a que es la causante de la diarrea, por ello se eligteron cepas de
Vitrio eholerse 01 y NO 01 alsladas de humanes ¥ muestras ambientales
" para realizarles la prueba de toxigenicidad por medic de la técnica de
ELISA
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QBIETIVOD

OBJET! VO GENERAL :

Determinar 1a produccion de toxina colérica en cepas de referencia de
Vibrio chelerae v de cepas alsladas en e} INDRE pertenecientes ai grupo
01y NO 01 atsladas de materia fecal, aguas negras y aguas para consumo
humano mediante 1a técnica e ELISA.

OBJUETIVOS ESPECIFICOS:

* A) Determinacion-de toxina colérica en cepas de Vibric cholerae 01y
NO 01 por el método de ELISA

B) Estandarizar la prueba de ELISA con GMI para 1a identificacion de
cepas toxigénicas de Vibrio choleras Ot y NO 01

C) Verificar sl 1as cepas de Vidrio choleras NO 01 sospechosas de
producir toxina corresponden a cepas rugosas de Vibrio cholerae 01

28



HATERIALES

‘A, EQUIPD.

ceninfuge
Autoclave

Lactor de gl 154
Balanza analitica
tialAnza QranalAria

FPa1encidmelra

4] KEALTIVIIS ¥ MATERIAL EN 1GENERAL -

taterial comunmante ut1hizado en el Isb. de micrabioisgia
viales Sumi )
Multipipeta de S50-200u!

Pipeta eppendartt 10- 100U}

Viales appendortt 2 mi

Tupos de centritugs Corning S0 mi

Placas I'o0s1ar 1ondo en "V No 3897

Places yormng vn nnzos 1nndn en “il cpaiysterenn) No 25802
A0 citrine

Acin cinrmiannn

Ao suitiiricn

AZidA e snMmo

1atrate de sadin (0 4 Baker)

1iorurn AR magnesin (0 T Baxar)

Linrurn ae anmin (1L HAker)
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Dietanolamina (J.T. Baker)

Desoxicolato de sodio (Difco)

Fosfato de sodto dibasico

fFostato de sodio monobasico

fosfato de potasio

Glucosa

Hidroxido de sodio

Metanol €57

Perdxido de hidrégeno

Agua desttlada

Casamino acidos ( Difco)

Extracto de levadura (Difco)

GM1 (Monosialogangiioside -GM! Smg  SIGMA G-7641 lote 128F4016)
Polyoxythylene sorbitan monelaurate (Tween 20} SIGMA No. P-1379
Alblmina bovina fraccton V. SIGMA No. A-4503  lote 115F-0644
Antitoxina colérica de cabra (Choleram toxin [-subunitl Vibrio
cholerae,goat Antiserum to, Catbiochem 227040)

Conjugado de fosfatasa aicalina anti cabra SIGMA Immuno chemicals
A-4049

Conjugado de peroxidasa anti cabra {Ig6) SIGMA A-4174

Tabletas sustrato de fosfatasa p-nitrofenil fosfato Smg/tableta SIGMA
104 -105

Orto- fentil endiamina (1,2 Benzenodiamina) dihidroclorada SIGMA P-1526
Kit OXO1D para aglutinacion

C. SOLUCIONES:

Solucion reguladora de fosfatos 0.01M pH 7.2
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Solucién salina amortiguadora de fosfatos 0.01M pH 7.2 (PBS)
Solucién reguladora de carbonatos pH 8.6

Albumina sérica bovina al 1% en PBS (BSA/PBS)

PBS-Tween 20 0.05%

Regutador de dietanolamino al 10%

Solucion de glucosa al 0.2%

Regulader de citratos pH 5.6

* para 13 preparacion de las soluciones ver apéndice

D.MEDIOS DE CULTIVO:

Agar tnfustén corazén

Base para agar sangre

Craig

Caldo soya tripticasa (CST)
MIQ, LIA, TSI, caldo arginina

E. MATERIAL BIOLOGICO

Cepas de referencia del COC de Viorio cholerae productoras de toxina ( 13,
16, 15, 1800-82, 569 B)

Cepas de referencia de} COC de Vtrie choleraeno productoras de toxina
(14, X316)

Cepas problema (1223) aisladas de humanos, alimentos, aguas negras y
muestras ambientales.
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A Preparacion de 1as muestras de toxina colérica para la prueba de ELISA

1.~ Sembrar el cultivo aprobar en un medic no selectivo (HIA). incubar toda
la noche o 37 inciuir do> cepas control {una cepa positiva y una cepa
negativa) (FIGURA 4).

2.~ Inocular 10s cultivos con 10 mi de medio de Craig contenido en un
f1a500 o Lapanidadd de 50 1mi y wun Lepon de rosca, Incubal en cultivo
estacionariva 30°C por 48h ( 37°C 24 1)

3.- Centrifuyar y separar el subrenadante, Almacenario a 4°C hasta aue se
reaiice 1a prueba de ELISA

B. Técnica de ELISA Ristaino v cols, 1983 (29)

V-Adicionat 0.1 m1 de gagliosido  GH1 (2ug/inl en PBS) o cada uno de 105
puos de la microplaca en fonde en U, Poner 135 placas en una cémara
himeda e incubal a temperatura ambiente toda la noche.

2~ Lavar cada puzo de laplaca tres veces con 0.2 ml de PBS-tween, antes
de usarse. S no se usan de inmediato, se pueden alaincenar a 4°C durante 4
a 6 sernanas.

3.~ Adiciunar 0.15 mi de BSA/PBS a cada uno de 105 pozos ¢ fncubal a
temperatura ambiente pur 30 minutos. Lavar tres veces cada pozo de la
microplaa con 0.2 i ge PBS tween.

4.- Adicionar @ cada buze 0.1 mi del sobrenadante de los cultivos a probar
Eslo, s€ hace pur Jduplicado. Inciuil 10 2 testigos positivos y 10 2 testigos
negat ivos pul piaca. En dos de 10s pozos, adicionar caido sin inocutar como
olro control neyative. Cun PBS/tween Tlenar los pozos hasta cerca del

imite de laplata.

~ TESIS CON 32
FALLA TE ORiGEN




CULTIVO FRESCO EN AGAR DE INFUSION CORAZON

MEDIO DE CRAIG

INCUBAR 24H A 37°C

CENTRIFUGAR

3000RPMX 10MIN

SOBRENADANTE (TOXINA)

FIGURA 4 METODO DE PRODUCCION DE LA TOXINA
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5.7 Incubar 1a placa en una camara himeda toda 1a noche a 25°C. lavar cada
pozo tres veces con PBS/tween.
6.- Adicionar 6.l5 ml de BSA/PBS a cada uno de los pozos e Incubar a
temperatura ambiente por 30 minutos. Lavar la placa tres veces con
PBS/tween.
.- Adicionar a cada pozo 0.1 ml de suero de conefo ( o cabra) anti-toxina
colérica diluldo 2000 en BSA/PBS. La concentracién de antitoxina dptima
se determina por titulacion de cada lote de antitoxina. Incubar por 1 horaa
37°C en una camara humeda. Lavar tres veces con 0.2 mi de PBS/tween.
8.~ Adictonar a cada pozo 0.1 mi de suero de cabra anti cone jo marcada con
fosfatasa alcalina diluido 1:200 en BSA/PBS. La concentraciin optima del
conjugado se determina previamente por titulacién de cada lote de
reactivo. Incubar por 1 hora a 37°C en cémara humeda. Lavar tres veces con
.2 mi de PBS/tween.
9.- Adicionar 0.1 m1 de sustrato enzimético {p-nitro fenil fosfato) a cada
uno de 10s pozos e incubar a temperatura ambliente por 30 minutos.
Detener 1a reaccion rapidamente después de 30 minutos por 1a adicién de
0.05 m1 de NaOH 3M.
10.- La cantidad de color amarillo producida por la interaccitn del
sustrato con la enztma fijada a la fase sdiida es determinante en la
lectura visual y para medir espectofotométricamente. E1 sobrenadante se
considera positivo para la prescncia de toxina colérica, si los pozos
probados tienen una densidad oplica de al menos et doble que 10s pozos
control negativos.

C. Técnlca de ELISA modificada
1.~ Adictonar 0.1 ml de gangliésido GM1 (2ug/ml en PBS mas desoxicolato

de sodio Img/ml) a cada uno de 10s pozos de 1a micreplaca en fondo en U.

EL



Incubar | horaa 37°C y poner en refrigeracion 1as placas toda 1a noche.
{FIGURA 3)

2.~ Lavar cada pozo de 1as placas 3 veces con con 0.2 ml de PBS/tween. Si
no se usan de inmediato, se pueden almacenar a 4°C durante 4 a 6
5emanas.

I.- Adicionar 0.2 ml de BSA/PBS a cada uno de 105 pozos e Incubar a
temperamra ambiente por 30 minutos. Succionar 1a albimina.No lavar.
4.-Adicionar a cada pozo 0.1 m1 del sobrenadante de los cultives a probar.
Esto se hace por duplicado. Incluir testigo positivo, testigo de medio y un
testigo negativo ( cotocario en 6 pozos).

5.- Incubar 1a placa | hora a 37°C . Lavar cada pozo 3 veces con 200 ul de
PBS/tween.

6.~ Adicionar 0.2 m1 de BSA/PBS a cada uno de 105 pozos e incubar a
temperatura ambiente por 30 minutos. Succlonar la albuminaNo lavar.

7. Adictonar 3 cada pozo 0.1 m) del suero de cabra anti-toxina colérica
diluido 1:1000 en BSA/PBS. Incubar por 1 hora @ 37°C en una cdmara
hureda. Lavar 3 veces con 0.2 ml de PBS/tween.

8.- Adiclonar a cada pozo 0.1 ml de suero de cone jo anti-cabra marcado con
peroxidasa de rabano diluido 1:100C en BSA/PBS*. Incubar por | hora a
37*C. Lavar 3 veces con 0.2 ml de PBS/tween,

9.- Adicionar 0.1 ml de sustrato enzimatico a cada uno de 105 pozos e
incubar a temperatura amblente por 30 minutos en la obscuridad. El
sustrato enzimatico €3 la orto-fenil endiamina disuelta en amortiguador
de citratos con perdxide de hidrégeno. Detener la reaccion rapidamente
despugs de 30 minutes por l1a adlcion de SO ul de HoSO04**.Leer @ 490 nm.

El valor de corte ¢ obtiene de |a siguiente manera:
Promedio del valor de los controles negativos mas dos desviactones
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S6M1 2ug/m)

(PBS + DESOXICOLATO DE

SODI0 1 mg/ml)

1H3I7°CY TODALA
NOCHE EN REFRIGERACIUN

LAYADOS
3 CON 200 ul PBS-TWEFN/PQOZ0

BLOQUED
200u} ALBUMINA-PBG1 R

30TEMP.
AMBIENTE
ADICION FHLTRADO 4 TOXINAY
100ul/P020
THI7'C
LAYADOS
3 COM 200ul PBS TWEEN/POIG

BLOQUEO
200u) ALBUMINA-PBS 12
30°TEMP.AMBIENTE

FIGURA 5. DETERMINACION DE TOXINA COLERICA EN FILTRADOS POR EL

METODO DE ELISA
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ADICION ANTITOXINA

DE CABRA

100w POZO
1H37°C

LAVADO3
3 CON 200u)
PB8S TWEEN/POZO

ADICION CONJU~
GADO FOSFATASA
ANTICABRA
100 ul/PO20
| sre

LAVADOS
3 CON 200ul PBS
TWEEN/POZ0
ADICION SUBSTRATO
P~ NITROFEMILFOS-
FATd 100u1/POZ0

30TEMP. AMB.
PARAR REACCION CON
50uINaOH 311

LEER A 405 nm



estandar. Las densidades opticas por arriba de este valor son positivas y
por de bajo de este son negativas,

* Se utilizé también un suera de conejo anti- cabra marcado con fosfatasa
alcalina diluido 1:1000 en BSA/PBS.

** Para el caso del conjugado de rosfatasa las placas se incuban 30
minutos a temperatura ambiente. E1 sustrato enzimatico es el p-nitro feni)
fosfato disuelto en amortiguador de dietanolamina. La reacclon se detiene
con 50 ul/pozo de Na OH 3 MlLeer a 403 nm.

£y

D. Aglutinacién Kit Oxold

1.- Se uttliza el sobrenadante obtenido para la prueba de ELISA .(FIGURA 6).
2.- En una placa para microtitulacién con pozos en fondo en "V colocar 25
ul en el pozo Al y A2 de enterotoxina control (inciulda en el kit) .

3.- Colocar 25 ul en los pozos A3,A4,A9 yA10 de control positivo {(cepa de
referencial; en 10s pozos AS, A6, Al ly Al2 se coloca medio de cultivo sin
fnocular, en los pozos A7 y AB colocar 25 ul de controt negativo.

4~ Colocar 25 ul de rmuestra problema a cada pozo. Esto se hace por
duplicade.

S.- Colocar 25 ul de latex sensibilizadd con anticuerpos especificos contra
1a toxina de Drio cholerae excepto a los pozos A9, A10, Ally Al2alos
.cuales se les adiclona 25 u! de latex control {sensibilizado con globulinas
de conejo no inmunizado).

6.- Incubar | ha37'C.

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

COLOCAR 25 ul DEL SOBRENADANTE
EN CADA POZO
(ANADIR CONTROLES POSITIVO Y NEGATIVO)

AGREGAR 25ul DE LATEX SENSIBILIZADO

INCUBARH HA37°C

REFRIGERAR 24 H

LEER PLACAS

FIGURA 6. AGLUTINACION CONKIT OX0ID
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.- Leer 1as placas con ayuda de un espe jo.
Aglutinacién: (+) Red difusa en el poze
Boton: ()

E. Pruebas Gioquimicas

A Yas cepas de oo choleraeNO 01 que son sospechosas de producir
toxina se les realiza pruebas bloquimicas:

1.~ Del tubo de HIA sembrar en una placa de BAB por estria cruzada .
(FIGURA 7)
2.-incubar de 18-24h a 37°C
3.-Selecctonar 3 colontas y sembrar en las pruebas bioquimicas (MIQ, LIA,
TSI, Arginina).
4.-incubar 18-24ha 37°C.

S.- Leer pruebas y realizar prueba de oxidasa.

Si las bioguimicas corresponden a Vibrio cholerae se procede a realizar
aglutinacion  uthlizandc suers polivalente y postertomente sueros
monovalentes de #bric cholerae, se utiliza solucién sallna y cuero normal
de conejo como controles negativos, de la siguiente manera:

1.- Det tubo de TSI sembrar en una placa de BAB en forma masiva.

2.- incubar 24ha 37"

3.-Colocar 0.2 mi de solucton salina 0.85% en un tuboy tomar una asada de
12 colonia para abtener una suspension homogénea.

4.- En una placa de agiutinacion colocar una gota de ia suspension anterior
en cada una de las divisiones de la placa.

S.- Cerca de cada gota agregar una gota de solucidn salina y una gota de
suero normal de cone jo.

€ - Mezclar 'as 2 gotas de cada division con 1a ayuda de un asa.
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CEPA EN HIA

SEMBRAR PLACA DE BA8
POR ESTRIA CRUZADA
INCUBAR 18-24h 37°C

SELECCION DE TRES COLONIAS

INOCULAR PRUEBAS BIOQUIMICAS
. (MIO, LIA, TSI, Arg)
INCUBAR t '8-24 h37:C
PRUEBA DE OXIDASA

AGLUTINACIOL CON S.5., SNC
SUERO POLIVALENTE

FIGURA 7. PRUEBAS BIOQUIMICAS Y SEROLOGIA
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7.- Osctilar ta placa suavemente con la mano durante t minuto.

8 - Buscar aglutinacton colocando 12 placa sobre una 14mpara,

9.- St la aglutinacion con solucién satina y suero normal de conejo es
negativa, se procedera a probar el suero pollvalente y posteriormente el
monovalente (repetir del paso 3 al 8).

Si las cepas no aglutinaron con el suero polivaiente se procede a realizar
la prueba de vapor fluente para corroborar que se trate de cepas 11sas, se
realiza lo sigutente:
1.- Inocutar en CST de 1a piaca de BAB
2.- Incubar de S-6ha 37°C.
3.- Pasar los tubos a vapor fluente (1-3 libras | h).
4.- Inmediatamente pasar al refrigerador 24 h.
S.-Observar sin mover 1a gradilla.
Boton.cepa lisa
Malla: cepa rugosa

F. APl 20E

A las cepas de Wbric cholerae NO 01 sospechosas de ser toxigénicas
también se les realiza AP1 20 de 1a siguiente manera:

1.- Del tubo original de HIA sembrar en forma masiva en placas de BAB, se
incuba 24 h a 37'CAFICURA 8}
2.-Del crecimiento en placa se realiza una suspencion bactertana en
solucidn salina esteril
3.- Se procede areahizar el Vienado de? sistemay se incuba 18-24ha 37",
4.- Realizar lecturas.
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CEPAENHIA
~ SEMBRAREN BAB EN FORMA MASIVA
SUSPENSION EN S.5. ESTERIL

LLENADO DEL SISTEMA
INCUBAR 37°C
18-24h

REALIZAR LECTURAS
LEER CLAVES

FIGURA 8. SISTEMA APt 20E

oS
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ANALISIS DL SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD

Para validar la exactitud de 1as pruebas de laboratorto se debe conocer,

su sensibilidad y especificidad.
Se define 1a sensibilidad de una prueba como 1a capactdad que posee

ditha prueba para detectar a los verdaderamente enfermos.

La especificidad se define como 1a capacidad de detectar como sanos a
10s que verdaderarmente to estan.

. Para e} calculo de 1a sensibtlidad y especificidad se requiere de una
tabla de doble entrada, como 1a sigutente:

A= No. casos verdaderos positivos

B= No. casos {alsos positivos

C= No. casos {alsos negativos

D= No. casos verdaderos negativos

S=(A/A'OI0C  E=(D/B+D)100

VPP= (A/A'B)100 VPN=(D/D+C} 100

EFIC= (A+D/A+B+C*D)100

S= Sensibilidad

E= Especificidad

YPP= Valor predictivo positive

VPN= Vaior predictivo negative

Efic= Eficiencia .
Para 1a validacien de una prueba se requiere compararia con una prueba

de referencta (20),
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RENULTADDS

Para la estandarizacién de la técnica de ELISA se probaron 4
diluyentes para 1a sensibilizacion de 1as placas con el ganglidsido GM1-

-Reguiagor ge cardbnnatos pH 96

-Regulador de fosfatos salino pH 72

-Metanol 65%

-Kegulanor de fostatos salino pH?7.2 mas desoxicolato de sodio |
mag/enl

Obteniendo un mejor resultado con el regulador de fosfatos salino mas
desoxicolato de s0di0 (1mg/ml) FIGURA 9.

También se compararon dos temperaturas de incubacién {25y 37°C) en
el momento de realizar la sensibilizacion de Vas placas con el GM1 siendo
37 *C la temperatura que proporciond un mejor resuitado. FIGURA 10

Tanto el conjugado de tostatasa, peroxidasa y la antitoxina se les
realizh una fitulacién obteniendo que el tituio de 1a ditucién de trabajo
para ellos tué ge 1-1000. FIGURAS 11, 12Y 13

Tanto las cepas de Viprio cholerae 01 y NO 01 se distribuyeron de
acuerdo Al lugar ge procedentia de 1a muestra obtentendo que para Vitvric
cnolerae O\ el mayor numero de muestras procedian del Estado ge Higalgo,
siguiendo Puebla y Chiapas, mientras que en el caso de V/dr1o cholerae NO
01 princapalmente proverian del tslado de Veracruz, Distrito Fedesal y
Guerrero TablaSy 6

Se trabajaron un total de 1223 muestras siendo 900 Viorio cholerae O\
Y 323 viorio cholerae NO 01, de estas muestras 587 se trabajaron por 1a
técnica de ELISA utylizando conjugado de peroxidasa y 636 con conjugado
de tostatasa 1abla 7
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Las cepas de o cholerae 01 y NQ O1 provenian de humanos, muestras
amblentales (aguas negras, aguas blancas y alimentos), un grupo de
muestras se clasificé como “cepas” debido a que se desconocia su origen,
‘Todas las cepas de Vbirio cholerae O! trabajadas fueron toxigénicas
mientras que todas las cepas de Vidrio cholerae NO 01 probadas fueren no
toxigénicas. La distribucton de todas las cepas se muestra en 1as tablas
8,9y 10.
En las cepas de Vibrio cholerae Q1 trabajadas se encontraron dos
serotipos : Ogawa e Inaba, resultando todas toxigénicas. Tablatt
Las muestras humanas se pudieron clasificar de acuerdo al sexo,
encontrando mayor proporcion en el sexo masculino, Tabla 12.
En 1a tabla 13 se muestra la distribucién de acuerdo a !a edad en
muestras humanas
Tanto para las tecnmicas de ELISA con conjugado de peroxidasa y
conjugade de fosfatasa se obtuvo su sensibilidad y especifictdad con
respacto a el cultivo. Tablas 14y 1S.

Para 1a validactén de 1as técnicas se tomd como prueba de referencia la
técnica de aglutinacton con latex de Oxotd, para ello se seleccionaron 75
cepas de brio cholerae 0% y 15 de Vidrio cholerae NO Q1 tanto parala
técnica de ELISA con conjugado de fosfatasa como para peroxidasa, se
obtuve una sensibilidad de! 86.6% y una especificidad del 72.0% para la
técnica de ELISA con conjugado de peroxidasa, mtentras que para la
técnica de ELISA con conjugado de fosfatasa se obtuve una sensibiitdad de
85.4 % y una especificidad del 78.4%. Tablas 16,17 y 18,

En las tablas 19 y 20 se muestran los resultados de las pruebas
bicquimicas y APl realizadas a doce cepas de Vibrio choleraeNO 01 que

fueron sospechosas de producir toxina colérica.
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0.3 4

CARRCNATOS P35 METANOL PBS+DRSOXTCOL2TO

PIGURA $, COMPARACICN DE 4 REGULADORES EN LA 3:NSIBILIZACION DE LAS PLACAS
CON GM1, EN 1a ORAFICA SE MUESTRAN LA3 ABSORBA!CIAS OBTENIDAS CON CADA RE-
GULADOR, SE UTILIZO URA CEPA KOG TOXIGRNICA PARA ESTA DETERMINACION,
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+ X - TEMP %G
25 o

FIGURA 10, COMPARACION DE 2 TEMPERATUSAS EN LA STNSIBILIZAGION DX LAS
PLACAS CON BL GM1, SE UTILIZO0 UNA CEPA CONTROL NEGATIVO (NO TOXIGEWICA)
€=~-) Y UNA CEPA CONTROL PCSITIVO ( TOXIGENIZA) (. .
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111000 112000 113000 DILUGIC)

FIGURA 11. TITULACION DEL CONJUGADO DE PEAOXIDASA. S UT:LIZO ULA CEPA
TOXIGENICA frwow———a=) Y UNA CEFA NO TOXIGENICA (=~ = -)
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ABS

1:1000 T A T 7:96000

FIOGURA 2. TITYLAZ'ON DE LA ANTITOXI¥A DT CATRA, SE PRORC "!NA CTPA TOXI-
GEVICA ) Y UNA TTPA O TOXTATVTCA (—— —)
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191000 134000 178000 1¥76000 © DIL

FIGURA 73. TITULACION DEL CONJUGASO DE FOSFATASA, SE UTILIZO UN CEPA CONTROL
POSITIVO (TOXIGENICA ) Y UNA CEPA CONTR L HEGATIVO { NO TOXIGENICA-—-)
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TABLA B
LOCALIDAES DONDE FUERON AISLADAS LAS CEPAS DE Vibrio cholerae 01

JOTAL DE CEPAS 500

ESTADO HUMANO  AGUA  AOUA  ALIMENTO  CEPA
NEORA  BLANCA

CAMPECHE 7 9
CHIAPAS 106
DF. 19 13 1 2
GUANAJUATO 1
QUERRERO 2
HIDALOO 213 ! 2 :
MEXICO 134 1 4 2 7
MORELOS 1
NUEVO LEON 16
OAXACA 1 1
PUEBLA 206 2 2 1
QUINTANA ROO 2
TABASCO 1 3
TAMAULIPAS 4
VARACRUZ 74 12
YUCATAN
INCATECAS 1
TO1AL 501 27 9 2 61
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TABLA 6

LOCALIDADES DONDE £ UERON AISLADAS LAS CEPAS DE Vibrig choleras NO 0%

TOTAL DE CEPAS 327
ESTADO HUMANO AGUA  ADUA ALIMENTO CEPA
NEGRA  BLANCA
CAMPECHE 4 t 1
COLIMA 39
CHIAPAS 7
CHIHUAHUA 5
DF. 3 53
GUANAJUATO 21
OGUADALAARA S
OUERRERO 46 1
HIDALOO 3 2 9
MEXICO 15 & |
PUEBLA 8 7
TUAXCALA 3
YERACRUZ 64 i
YUCATAN L8]
IACATECAS 7
TOTAL 29 267 24 el 1

52



TABLA 7

No. CEPAS SELECCIONADAS PARA £1. ENSAYO DE ELISA CON PEROXIDASA
Y FOSFATASA EN LA SELECCION DE CEPAS TOXIGENICAS

ELISA
CONJUGADO
PEROXIDASA FOSFATASA No.
Vibrio choterae 01 450 450 a00 1
Vibrio cholerae NO 01 137 186 323
TOTAL 587 636 1223
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TABLA 8

PORCENTAJE TOTAL DE Vibrio cholerae 01 y NO O} TOXIGENICOS Y NO
TOXIGENICOS PROBADOS POR EL METODO DE ELISA

CEPAS
V. cholerae 01

No. PORCIENTO

CEPAS
V. cholerae NO 01

No. PORCIENTO

POSITIVAS POSITIVAS

HUMANO 801 100 29 100
AMBIENTALES

AGUAS NEGRAS 27 100 267 100

AGUAS BLANCAS 9 100 24 100

ALIMENTOS 2 100 2 100
CEPAS 61 100 1 100

[

TOTAL 900 323




TABLA ©
Dt)le.r.Nl AJE DE VIDFI0 €nojerae 41 Y NG 01 TOXIGENICOS Y NO TOXIGENICOS
PROBADOS POR EL METODO DE ELISA
(PEROXIDASA)

CEPAS i LEPAS
: V cholerae 0} v cholerae NO 01
No PORVIENTO No PORCIENTO
HUMANO ay7 100 14 100
AMEIENT AL
AGUAS NEGRAS 12 100 101 100
AGUAS BL ANCAS §] 100 20 100
ALIMENTO 2 100 i 100
CFPAS 3 100 1 100
TuT AL 450 137

55



TABLA 10

PORCENTAJE TOTAL DE Vibrio cholerae 01 y NO 01 TOXIGENICOS Y NO
TOXIGENICOS PROBADOS POR EL METODO DE ELISA

HUMANOS

AMBIENTAL
AGUA NEGRA
AGUA BLANCA

ALIMENTO

CEPAS

TOTAL

(FOSFATASA)
CEPAS CEPAS
V. cholerae Ot V. cholerae NO 01

No. PORCIENTO No. PORCIENTO
374 100 15 100
15 100 166 100
100 4 100
- - 1 100
S8 100 - -

450 186
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TABLA 11

DISTRIBUCION DE MUESTRAS DE Vibrio cholerae 01 DE ACUERDO AL

SEROTIPO
INABA 0GAWA TOTAL
No. CLPAS 898/900 2/900 900
PORCENTAJE 99.77 022 100
PORCENTAJE
DE CEPAS 100 100
TOXIGENICAS

7



TABLA 12

DISTRIBUCION DE LAS MUESTRAS DE HUMANOS DE ACUERDO AL SEXO

MASCLLING | FFMENING TOTAL

No MUESTRAS 521 280 801

PORCENTAJE 6505 3495 100
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TABLA 13

DISTRIBUCION DE ACUERDO A EDAD EN MUESTRAS HUMANAS

EDAD (AROS ' AROS
<i 12
=10 121 .
11-20 100
21-30 136
31-qu T & I
41-50 : 118
St-60 64
Bi-u 69
71-60 33
81-40 . 16
RIS VT 2z
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, TABLA 14
ANALISIS DE SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LA TECNICA DE ELISA
(PERCXIDASA)

-

Vibrio cholerae 01 Vibrio cholerae NO Ot TOTAL
E
POSITIVOS 0 18 108
S NEGATIVOS 10 82 92
A
TOTAL 100 100 200

SENSIBILINAD= (40790 + 101 100= U 0R
ESPECIFICTDAUS (86777 824181 100= 820 R

VALOR PREQIC TIVO POSHTIVO=(90/90 +18) 100= 833 %
VALUR PREDICTIVO NEGATIVO= (82/82 +10) 100= 89.0%
EFICIENCIA= (QO+ a2/ 90+ 18+ 10+82)= A6 0%
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TABLA 3

ANALISIS DE SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LA TECNICA DE ELISA

(FOSFATASA)

vibrio cholerae 01 Vibrio cholerae NO 01 TOTAL
E
L POSITIVOS 96 ] 105
i
S NEGATIVOS 4 gt 95
A
TOTAL 100 100 200

SENSIBILIDAD={96/96 + 4) 100= 96.0%
ESPECIFICIDAD=(91/91+9) 100 = 91.0%8

VALOR PREDICTIVO POSITIVO= (96/95+9) 100 =91.4%
VALOR PREDICTIVO NECATIVO=(91/91 + 4) 100 = 95.8%
EFICIENCIA= (96+91/96 +9+4+91) 100= 93.5%
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TABLA 1B

RESULTADOS DE LAS CEPAS PROBADAS POR AGLUTINACION CON LATEXY

ELISA (PEROXIDASA Y FOSFATASA)

Vitrio cholerae 01

POSITIVOS
AGLUTINACION 68 7
ELISA (PEROXIDASA) 69 6
Vibrio cholerae NO 01
AGLUTINACION 7 68
ELISA (PEROXIDASA) 17 58
Vibrio cholerae 0}
AGLUTINACION S5 20
ELISA (FOSFATASA) 72 3
Vitrio cholerae NO 01
AGLUTINACION 7 68
75

ELISA (FOSFATASA) -

62

NEGATIVOS  TOTAL

75
75

75

75

75
75



TABLA 17
ANALISES DE SENSIBILIDAD ¥ ESPECIFICIDAD CONSIDERANDO
COMO METONO DE REFERENCIA EL DE AGLUTINACION
CON LATEX (OX01D) ¥ METODO DE ESTUDIO ELISA
(PEROXIDASAY

ARLUTINACION CON LATEX

POSITIVOS NEGATIVOS  TOTAL

4
L. POSITIVOS 65 21 86
l .
5 NEBATIVOS 10 54 64
A

TOTAL 5 75 150

SENSIBILIDAD=(65/65+10) 100= HE 6%

ESPELIFILIDAD= (54/54+21) 1uy= 72 0%

VALOR PREDICTIVO POSITIVO= (65/65+10) 100= 75 5%
VALOR PHREDICTIVO NEBATIVO= (Sar54 +10) 100 =34 3%
EFICIFNCIA= 109454/ S22 1+ 10+54) 100 = 79.3%
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TABLA 18
ANALISTS Dl SENSIBILINAD v £3PECIFICILAD CONSIDERARNDY
* CUMOME 10D DE REFERENLIA EL DE AGLUTINACION
CONLATEX (OxO) ¥ METODO DE ESTUDIG ELISA

{FUSFATASA)
AGLUTINACION CON LATEX

POSITIVOS NEGATIVOS 10TAL
E

L POSITIVOS 53 19 72
[

S NEGATIVUS 9 69 78
A

ToT AL 62 88 150

SENSIBILIGAD= (537 934G 00= 85 3%

EIPECIFICINDADU= 64/ 09+ 19) 100= 71 4%

VALUK PREDI T1ve BOSITIVO= (53/595 +10) 100= 7568
VALOR PREDICTIVO NEGATIVO= 169/69+9) 100 = B8.4%
EFICIENCIA= (53+60Q/53+419+49+6W 10U = 81 3%
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TABLAY
RESULTADOS DE PRUEBAS BIOQUIMICAS Y SEROLOGIA REALIZADAS A 12
CEPAS DE Vibriv cholerae NO 01

CLAVE : AGLUTINACION ,
CEPA TSI~ LIA. MO CP OX SS SNC S.POL VF
105 KPAs= RN om0 e e e e ey
126 Kfh= K/N-= v v+ - = - R
136 T
185 KA KiN-= o= o« = = e oy
219 Aihem KMNem eme e e oo o
1427 WA KN eer e e = R
1425 AA== KiNe= e=e e+ = =S TR
1416 AMA-= KiN-- +=e + + - - = R
1364 AJA- K/N-- e+ e+ = = o g
1375 AA— KiN-= s« =+ = 2 - R
1379 KA KN e v e - = -
CLAVES.

TSI Fondo/Picacira 6as HoS LIA Fondo/Picadura Gas HoS

Mi0. HMotilidad indol Ornitina CF. Caldo peptonado (indol)

OX. Oxidasa 55, Solucion salina
ONC.Suery Normal de Cone s 5.PGL. Guera potivalents
V.F. vVapor fluente K Alcalino
A Atide + Positve
- Negative

TESIS CON 65

( FAILA D ONSBH |




TABLA 20

RESULTADOS BR API 20 REALIZADOS A 12 CEPAS DE
Vibrio choleras No 01

CLAVE CEPA ONPG ADR IDC ODC GIT HZE UKE TDA IND VP GEL GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA OXI KO,

2
105 + - . R T O
126 + - 4 s L e o i
136 + - 4 + L i T T S -. ¥
185 + - s T o T 1T L
219 L T TSP e + .
1427 + - 4l s D T P PR e +
1425 + -+ + + - - - + ¥ ¥ ie f e +
16 N L L A [ o
1364 + - % + + - = =+ s o + ik
1375 + - 4 L R +
1379 + - e L LT T T R . +
1382 + - + . - - - + o+ + + Aot e 5

TODOS 1OS RESULTADOS ANTERIURES GORRESFONDEN A Vibrio cholerae




DISEDIIVY

Las cepas de Mibriv cho/erae 01 producen una toxina, que es el
) principal mecanismo de patagenicidad del microorgamsmo dicha toxtna es
13 responsable ge la diarrea caracteristica de la enfermedaa, por lo cual
. para campletar et q1agnastico, se realiza una prueba de toxigemicidad a las
cepas, que en este Caso Tué el ensayo de ELISA.
Para esto, se procetio @ estangarizar la técnica, teniendo como
variables:
Diluyente get GM)
Temperatura de incubacion en Ja sensibilizactén
Titulo de 1a antitoxina
Titulo e) conjugado
para 1a sensibihizacion de 12s placas se probaron 4 diluyentes: regulador
ae carhonatos pH 9 6, requlador de Tosfatos salino pH 7.2, metanol al 65% y
reguiagor de fosratos salino mas desoxicolato ae sodlo, Ristaino y otros
autares (22,29,31,33,36,38) realizan el 1nmuno ensayo enzimaético para 1a
determinacion ae toxina colérica utiizando el regulador de fosfatos sahino
como alluyente de el GMI: en eSte caso el que ofrectd un me jor resultado
rué el regulador ge ToSTaros salino mas el desoxicoiato de sooio, este
presentd una menor coleracion debida a reacctones inespecificas por 1o
€ual, este requlador se utii1zo para 1a sensibilizacion de las placas.

Se realizo un cambio en i3 remperatura ge incubacion de placas en la
sensib1itzacion, se recomienda que estas se incuben a 25° C (29) toda la
noche, sin embargn se probo Incubar tas placas | ha 37°C y posteriormente
taga la noche 2 4°( obreniendo un me jor resultado con esta Oltima, para la

determinacion ar la temperarura optima de incubacién se utilizaron 2

67



cepas control, una- cepa toxina positiva y una cepa toxtna negativa,
observands que a 37 °C se presentaba menor fondo por !0 cua! se puede
diferenciar un resultado positivo y uno negativo, mientras que incubando
las placas a 25 °"C la cepa control negativo daba una absorbancia muy
elevada ( cercana a 1.0) lo cual provocarta problemas para poder
diferenciar un resultado positivo de un negativo

La anti-toxina coléricay los conjugados de peroxidasay fosfatasa se
titularon, obteniendo que la dilucién de trabajo para los tres fué de
1:1000, debide a que en dicha dilucion se observa la diferencia entre un
testigo positivo y un negative; a diluciones mayores, el testigo negative da
una absorbancia muy cercana a 1a del testigo positive 10 cual provocé que
al obtener e valor de corte no se pudiera determinar si un resultado era
positivo o negativo.

Para 1a realizacion de ensayos Utiles para la determinacion de toxina
colérica, se ha recomendado la utilizacion de diversos medios
(14,17,22,29) para la obtenctén de 12 toxina, en este trabajo se utilizo el
medio de Cralg, se quizo probar otro medto (Mundell) para compararte con
el medio de Cralg para saber cual de los dos proporciona mejores
resultados, sin embargo, esto no se pudo realizar debido a que el medio de
Mundel no se pudo utilizar ya que presenté un precipitado en el momento
de su preparacion.

Se realizd una distribucion de las cepas de Vitvio cholerae 01 de
acuerdo al lugar de procedencia obtentendo una mayor cantidad de cepas
de! [stado de Hidalgs , Puebla y Chiapas, stendo efectivamente en estos
lugares donde Se han reportado mayor numero de ¢asos (S).

Se trabajaron tantc cepas de e cholerae 0 como NO 01 las
cuales fueron de humanos y ambientales en 1as que se tncluyeron aguas

blancas, aguas negras y alimentos, estas Ultimas se incluyeron debido a
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que e! muestreo ambiental es importante ya que )a transmision se da por 1a
ingestion de agua o alimentos contaminados con vémitos o heces de
fndividuos infectados (34), en los resultados presentados se observa la
distribucton de estas cepas donde se ve que todas las cepas de Viric
cholerze 01 trabajadas son toxigénicas y las de Vibrio cholerae NO O
probadas por el metodo de ELISA son no toxigénicas , algunes autores
(4,25) proponen que /brva ciclerae NO 01 produce una toxtna similar a la
colérica la cual han denominado CT-1ike, han observado que dicha toxina da
resuitado positivo en asa ligada de conejo, sin embargo en este caso
dieron un resultado negativo.

vibrio cholerae 0V incluye 105 serotipos Ogawa e Inaba 10s cuales son
productores de toxina colérica (36), se determino toxigenicidad a estos
dos seratipos comprobando que, en efecto dichos serotipos son productores
de toxina, ademas de que se observa que el serotipe predominante fué el
Inaba.

Aungue Vitrio cholerae O 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 nimero similar de casoes en cada range aunque Se observa un
nimero mayor en el rango de 21-30 y 31-40, existe una disminuctén de
casos apartir de S1 afos, esto se puede explicar ya que existe una menor
pablacion de esta edad

Al realizar el anallsis de sensibilidad y especificidad de 1as técnicas de
ELISA, utilizando diferentes conjugados (peroxidasa y fosfatasa), se
obtuvo una mayor sensibilidad y especificidad para la técnica de ELISA con
conjugado de fosfatasa (S=96.0% y £ = 91.0%), de hecho en las técnicas
descritas por diferentes autores (17,22,29) siempre utilizan el conjugado
de fosfatasay no mencionan el uso de otro.
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Para la validacion de ambas técnicas se tomo como prueba de referencta
12 de aglutinacion con latex de Oxold para la cual se ha reportado una
sensibllidad del 97% y una sensibilidad gel 100% (1), se probaren para cada
caso (peroxidasa y fosfatasa) 7S cepas de Vidrio cholerae 01y 75 cepas
de Vibrio cholerae obteniendo asi una S=86.6% y E=72.08 para 1a técnica
de ELISA con conjugado de peroxigasa mientras que para fosfatasa se
obtuvo una $=85.4% y una E=78.4%, por lo cual la prugba con fosfatasa es
mas confiable que a de peroxidasa.

De todas las cepas de Wibrio cholerae NO 01 12 de ellas fueron
s0spechesas de producir toxina colérica por lo cual se les realizo prugbas
bloguimicas y serologta, ademas se les realizo APl 20 E, los resultades
obtenidos corroboraron que dichas cepas eran Virio cholerae NO 01
aungue 7 de estas cepas fueron rugosas. Estas cepas no se reportaron come
toxtgénicas debido a que existié la oportunidad de enviartas al COC (Centro
de control de enfermedades de Atlanta) donde se les realizd una prueba de
PCR donde se confirmo que eran Vo c/holerae NO 01 no toxigénicas. E
hecho de que por el metodo de ELISA dieran un resultado positivo se puede
explicar como 03 falsos positivos de 1a técnica, o bien que dichas cepas
producen una toxina simtlar a la colérica (4,25) que se puede detectar por
1a técnica de ELISA
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CODELDS DD
EY regulador de fosfatos salino mas desoxicolato de sodio proporciona un
mejor resuitade en 12 sensibiiizacion de 1as pacas de ELISA con el GMI1.

Los. serotipos Inaba y Ogawa son toxigénicos determinados por la técnica
de ELISA.

Todas Yas cepas trabajadas de Vbrio cholerae 01 fueron toxigénicas por el
meétodo de ELISA.

Todas las cepas trabajadas de Wibvio cholerae NO 01 fueron no Loxigénicas
por i metodo de ELISA

. La tecnica de ELISA con fosfatasa fué mas sensible y especifica que la de
peroxidasa probada en este trabajo.
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APTIDIER
! - Solucton regulazera de focfatos OC MpH 7.2 (Solucion pya;ttfovn SVO)QMV .

Na HPD, 543 ¢
NaHafJ"\4'Hafl 153 9
Auua destitade 1000l Lo
= Solucion saling anui Liguedora de fosfates 0.01 M bH 7 2 (PBS)

Reyuigdor de fosfatos soin. patron SO X 20 ml
NaCi S5y
Aygua desliiada 980 mil

3.~ Solucion veguiadora de carbunatos pH 9.6

NaaCO3 704
NaHCO, 28 ¢
Agtia Aesr11aga 1000 ml
4= AIDUMINA SAFIVA DWINA Al | % en PR (BSA/PRS)

AIDUMINA SAFICA DOVINA 1 g
Pho Taumi
AlmAarenar en relrxgﬂrarmn neseArtar CUanan S precipite o muestre
S1gnas de contaminacion
5= Ptin-Tween

kRS Tugu mi
Tween 20 05 ml
= Kequlaaor fe dietanolaming al tO%

fnetanntamina 97 mi
AgUA (RST1A03 800 mt
NaN= U/ q

MuCin 6HA0 100 1y

Ajustar el pH 2 9.8 con HCY 1 M. Aforar a un litro con agua destilada y
aimacenar 3 4°C on 1a oscurigad
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7' Regulador G€ CitratozpHSE

Citrato de sodio 20 g , ‘ ‘
Acide citricoi41g . ) "
Agua desttlada 1000 mi

8.+ Actdo sulfGrico 9N

H,E0,{0S%) 11Zmi
Agua gestitada 387 ml
Q- Hiagroxtao ge sodio 3M

NaDR GG g
Aqua destlaga SO0 m!
10 - Sustratoe de peroxidasa

Orto-ternl enchamina (OPD) 6 mg
Requlador de citratos pHS6 12 mt
H05 3% 3 m)

1.~ Sustiale de fuslatasa (p-niti o fenil fusfato)

Sy’ tabiela
Sma/S mil 1eguladur dietanvlamine
12.- Fiediv de Craiy

Casaming acidos 3.07%
Extraclo Je ievadura O.4%
KoHPG,4 0.05%

Despues de esterilizar adicionar glucosa esterilizada por filtracién
para una concentracion final de 0.2% (10 mi por litro de una solucion de
glucosca at 20%)

Ajustarel pH a7 0 con NaOH
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FALLA TE 2CEN |

e T 73




RIBLIDBRARIA

t. Almetda,R. Hickman-Brenner,F. 1990. Comparison of a latex Aglutinaticn
Assay and Enzyme-Linked immunosorbent Assay for Detecting Cholera
Toxin. J, Clin. microbiol, 28:128-130

“2Bailey. iagngsti m . 7a.  ed.  Panamericana.
argentina.(1989):.424-428

3.Balows. Manuat of Clinical Microblelogy. Fifth ed. American Society for
Microbiology. Washington D.C.(1991):384-395

) 4Blake,P. 1980. Diseases of humans (other than cholera) Caused by vibrios.
Ann Rev Microblol. 34: 341-367

S.Beletin Colera/Diarreas Infeccfosas.1992. Situactén del coélera en
México.Afo 2.(1)1-3

6.Bol. of Sanit Panam.1991. Epidemia de cdiera en el Peru y pautas para su
control. 110{4%277-297

7. Chen, F. 1991, Genetic diversity among toxigenic and nontoxigenic Vibrio
cheleras 01 Iselated from the Western Hemisphere. Epidemiol. Infect: 1-9

8 Finch, M. Vaidespine, JL. 1985. Non-01 Vibrio cholera Infections in
Cancun, Mextco. Wang Document.(9102E)384-395

9. Guerrant, R. 1977. Characterization of the Chinese Hamster Ovary Cell
Assay for the Enterotoxins of Vibrio cholerae and Escherichia coli and for
Antitoxin: Differential Inhibition by gangliosides speciic Antisera, nd
Toxoid. J. Infec. Dis.13245) 720-728

10, Hicks, J. Biloquimica e  ipmunglogia ra ed Piensa
Méxtco.(1988:549-5352

1 LHirschhorn N.1971. Cholera. Scientific American, 225(2):15-21

12. Hoimgren.1980. Cellular Action and pathophysiological Effects of
cholera toxin, Melecular Basis of Micobial Pathogenicity:269-284

13 Holmgren‘19529Patnogenesls and preventicn of cholerae. escand. J.
Infec. Dis. 36: 58-64 b e SO

w | TESIS COR
| BALLS DE ORIy




14, lwanaga, M. 1985. New Medium for the Production of cholera ToxIn by
vibria cholerae 01 Biotype E1 Tor. J Clin Microblol. 22: 4065-408

1S. Johnston, J. 1983, Isolation of Nontoxigenic Vibrio cholerae 01 from a
Human Wound Infectton. J. Ctin. Microbiol. 17: 918-920

16. JokMk. Zinsse Microblolggy. 19th ed. Appleton &Lange. USA.
{1988):480-486

17, Koneman. Diagnostico microbiolgico vexto y atlas en color Ira. ed.
Panamerfcana.México. (1985).252-253

18. Koneman. Color Atlas and Testbook of Diagnestic Microbiology. Third
Ed. L ippincott. EVA. (1988):209-215

19. Lanata,C.198S. Sensitivity and Specificity of DNZ Probes with the stool
Blot Technique for Detection of Escherichia coli Enterotoxins. J. Infec
Dis.152:1087-1090

20. Manual de laboratorios de deteccion de anticuerpos Anti-VIH.Secretaria
de Salud Direccién General de Epidemtiologfa. 1989

21 Manual de procedimientos para aislamiento y caracterizacion de Vibrio
cholerae 01, Publicacién técnica del INDRE =10, Secretaria de Salud. 1991,

22. Manual of laboratory investigations of Acute Enteric Infections, who.
documento no publicado. CDC/83.2 Rev.(1986)

23Manual sobre coélera para personal de salud. Publicaclén téenica del
INDRE*1 1. Secretaria de Salud.1991

24 Morgan,D. 1983, Comparison of Methods to Detect Escherichat col
Heat- Labile Enterotoxin in stool and Ceil-Free Culture Supernatants. J.
Cln. Microbiol. 18:798-802

25Morris J. 1985. Cholera and other vibrioses in the United StatesNew
England JMedicine 312:343-349

26. Mudd,S. Infectious Agents and Host Reactions. !th. WB. Saundres
Company. Philadelphia.(1970)285-302

27 Pérez,P. 1983 Toxina termolabil (TL) de Escherichia col.

infectologia 3223232 " .
» ©OTILIS CON

FALLA DE ORiGEM




28. Richards,K. 1978. Pathophysiological Effects of vibrio cholerae and
Enterotoxigenic Escherichia coli and Their Exotoxins on Eucaryotic Cells.
Microbiol Reviews. 42: 592-613

29, Ristaino, P. 1983, Improved GM1-Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
for Detection of Escherichia colt Heat-Labile enterotoxin. J. Clin
Microbiol. 18 (4).808-815

30. Rose, M. E1 Laboratorto en tntunclogia clinica 2a. ed. Panamericana.
Argentina (1984)549-553

31 Sack, D. 1930 Microtiter Ganglicside Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay for Vibrio anc [scherichia coll Heat-Labile Enterotoxine ang
Antitoxin. J Clin Microbiol. 11: 35-40

32 Smith, H. 1973, Serotyplng of Non-cholera Vibries.J. Clin Microbiol. 10
85-90

33. Sussman. The virulence of Escherichia coll Reviews and Methods . 1th.
Soctiety for General Microbiology by Academic Press.(1985):395-405

34, valdespino , J.L.1991. Epidemnia de c6lera en América. Ciencia y
desarrollo. XVil: 55-64

35. Varela, G. 1971, Fatlure to find cholera and noncholera vibrios in
dtarrheal disease in Mexico-city,1966-67. Amer. J. Tropical medicine and
hygiene 20 925-926

36. Wachsmuth, K.1984. Laboratory Detection of Enterotoxins. Public
tHealth Service, Center for Disease Control: 93-115

37. Weekly Eptdemiological record. 1991. Epidemic in Peru(9).61-63

38 en, R 1977, E'\..,me Linked immunasorbent Assay for Detection of
Esc'\e-'.c t : oli Heat Labile Enteroroxin. J. Clin Microbiol.§: 439-444

10615 CO®
BALLA Y\L O?X(m ‘k

76



	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Generalidades
	Planteamiento del Problema
	Objetivos
	Materiales
	Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Apéndice
	Bibliografía



