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GLOSARIO 

BAB - Base de Agar para Sangre (medio de enriquecimiento) 

HIA Agar Infúsi<\n Corazón (medio de enriquecimiento) 

- HIB Caldo Infusión Coiazón (medio de enriquecimiento) 

- LIA Usina Hierro Agar (prueba bioquímica) 

- MIO Motilidad, Indo!, Ornilina (prueba bioqulmica) 

- PBS Solución amortiguadora de fosfatos salinos. 

- TCBS Tiogllcolato, Citrato, ílilis, Sacarosa (medio selectivo) 

- TSB Caldo Soya Triptlc.i.dna (medio de enriquecimiento) 

- TSI Triple Azúcar l lil'rm (prueba bioquímica) 
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RESUMEN 

La técnica deCOAGLUTINACION, se basa en la unión deanticuerposespeclficos 

a un acarreador, que al ser combinados con un antígeno forma agregados macroscópicos. 

La protelna A es un componente principal en la pared del Staphylocom1s que se 

liga intensamente al sitio de combinación de cualquier molécula IgG. Esto hace que la 

región que r<:'acciona ron los antígenos quede libre para combinarse. 

Aquí en este trab,1jn se dcs,urolló un reactivo de Coaglutlnaclón para la 

identificación de Vibrio clwh'ra1• 01, utili1ando un cultivo de Sta¡iliylncocc11s rico en proteína 

A y diferentes antisueros poliv.1lentes de Vibrio clwlcrac 01. Todo esto se hizo con el objeto 

de desarrollar una técnic.1 de di.1gnóstico r.i.pido >'presuntivo para cólera, enfrentando el 

reactivo con mw.•str.1s clínkn" de pacientl'S sospcchosoc; de cólera. 

Se utiliz,1ron cnmo controles neg.1tivos, rc,1ctivos sensibilizados con suero nor

mal de conejo y antisucro de E. coli. 
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INTRODUCCION 

La proteína A está unida covalentemente a la pared celular de la mayoría de las 

cepas de Slaphy/ococcus. Tiene la propiedad de unirse con gran afinidad y especificidad a 

la región Fe de las lnmunoglobulinas de varias especies animales, dejando libre Ja región 

que reacciona con Jos antígenos. Varios investigadores demostraron la capacidad de la 

proteína A de comportiirst' como receptor Fe, aunque estudios recientes muestran que 

también puede haber .1ctividad en sitios Fab de ciertas lnmunoglobulinas. Además, otras 

clases de inmunoglobulinas pueden unirse a la protefna A, y la actividad dependerá de las 

especies y subclases. Aunque 1.1 protef na /1 del Stapliylocacrns ha sido estudiada ampliamente, 

otros microorganismos como el Strt•ptococcus producen proteína A que se uneespcdficamente 

a IgG y otras clases de inmunoglobulinas através de los sitios de union Fe. 

PRESENCIA Y PRODUCCION DE PROTEINA A 

Una \'ez que la prolefna A se ha clasificado como proteína de pared celular que 

se une en íorm.1 específica a la n•gión Fcdrmoléculas de inmunoglobulinas, principalmente 

a la de clase tgG¡ se h,1n fl',1Jiz.1do numerosos estudios para determinar su presencia, 

estudios mM; rC'cicntcs sugil'rl'n que es común en diferentes cepas de Staphy/tlcoccus y las 

que generalmente se utilizan como controles son la Cowan 1yWood46 (positivo y negativo 

respectivamente). Kronvall y cols. utilizan una IgG marcada con yodo radiactivo para 

cuantificar los sitios de unión l'n la superficie del Staphylacocc11.i:t aurcus. La proteína A se 

detecta principalmente por precipitación. (35) 

Para su obtención, se hacen crecer los microorganismos en medios de 

enriquecimic.>nto,de donde son colectados y lavados para su conservación. 

Se ha demMtrado la presencia de proteína A extracelular, as( como también 



ligada a células, esto implica que la prote!na A sobre la memebrana tiene fácil acceso a las 

moléculas de inmunoglobulinas en íluidos o a antígenos de superficie celular, de tal forma 

que la región Fe pueda interactuar con receptores de la prote!na A. Los estudios han 

demostrado que se localiza primeramente en la superficie de la bacteria y está unida 

covalentemente a la porción de• peptidoglicán de las membranas. (38,39) 

Los ('nsayo" snbrel•I origen dt' la proteína A extracelular han demostrado que las 

cepas Cowan l y 3695 secret.1n m.~s del 9% del total producida, mientras que un 90% se 

encuentra unida a la parC'd celul.1r y un 1% ('n C'I citopla~ma. (38) 

Durante ~¡ crccimirnto exponencial de la bacteria se libera la proteína A 

extracelular, después dl' su síntesis ribosomal. (39) 

PROPIEDADES DE LA PROTEINA A 

Su aislamiento se rC'aliza por extracción con calor de la cepa Cowan r en solución 

buffer de fosfatos, sometidos .1 ebullición, seguida de una precipitación con ácido o altas 

concentraciones de sal, cromatografía de intercambio iónico, filtración en gel o electroforesis 

en gel de poliacrilamida. (35,40) 

En el procedimiento original después del tratamicntocon la enzíma y acidificación 

del precipitado, se extrae la prote!na, la cual es prccipitad.1 con sulfato de amonio al 80% y 

es purificada por cromatogr.1f!a de intercambio itlnico seguida de la filtración en gel. (35) 

La prote!na A está constituida por 5fragmentos: A,B,C,DyX. Los fragmentosA,B 

y C son monovalentes, no aglutinan eritrocitos sensibilizados de carnero, pero inhiben la 

reacción entre IgG y células cubiertas con prote!na A pura. Los fragmentos A y B tienen un 

peso molecular entre 6000 y 7000 d. (40) 
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El fragmento Des altamente a fin a la región Fe de unión y está compuesto por 60 

aminoácidos; el fragmento X está compuesto por !SO aminoácidos, no se une a Ja reglón Fe 

y difiere mucho de los fragmentos activos (figura 2). 

COOH 

Figura 2. Di.1grama t•squemático de los sitios de unión de las lnmunoglobullnas 

en la estructura de la proteína A, que incluye las regiones D, A, B, y C. La región COOH es 

por la cual se u nea la porción de pcptidoglicán de la membrana celular. LYS y TRindican 

los puntos de división por lisostafin y tripsina respectivamente; es probable que Ja región 

X quede enterrada en la pared celular haciendo que Ja región C sea menos accesible. 
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ACTIVIDAD DE LA PROTEINA A 

La posible (unción biológica de acuerdo con los trabajos de Dosset, es el bloqueo 

completo del reconocimiento y por lo tanto la muerte de la bacteria en la fagocitosis 

utilizando opsonlnas lgG. Otros Investigadores han demostrado que la proteína A es capaz 

de provocar rC'accioncs .1nafil<klicas en cobayos, reacciones de Arthus en conejos, además 

deque los complejos proteína A-lgG fijan complcmontodecobayoycomplomentodesuero 

fresco de humano, cerdo y pl'rro. (36) 

Algunos investig.1dores sugieren que la proteína A es otra sustancia capaz de 

unirse a la molécula de giobutina en la proximidad necesaria para la activación de CI

Esterasa. Han sugerido que la dimerización de la lgG por la proteína A y de la estructura 

larga es debido a una agrt•gación secundaria, pueden elevar el complemento activado por 

complejos. (36) 

Por otra parte su Jctividad con inrnunogloliulinas fue estudiada por algunos 

investigadores los cuales determinaron que las subclases 1,2 y 4 de lgG se unen a la protefna 

Ay que la lgG3 no lo hace. A los fragmentos y subfragmentos se les ha probado su activfdad 

coon la proteína A parn locaJi1,1r el sitio activo de la molécula IgG. Losdatos indican que la 

actividad principal recide en la región Fe. (37) 

Se ha demostrtldo que otras clases de inrnunoglobulinas humanas son activas, en 

el caso de la IgM, se sabe que la subclase 2 reacciona mientras que la 1 no lo hace. Se concluyó 

que l la actividad de la Ig~f reside en la región Fe, sin embargo, otros autores reportan que 

la unión de la proteína A a lg~1 se da en los fragmentos Fab. (37) 

La lgA de calostro humano y de suero se unen a la protefna A donde su actividad 

se localiza en la región Fe y la unión se da en la porción Fab de la lg. (37) 

La lgE policlonal interactúa con la proteína A, no así la monoclonal, reportando 

que el punto de unión se loc.iliza en la porción Fab. (36) 

Con respecto a la lgD existe muy poca información. De las inminoglobulinas 

animales se reporta que cxistt' reconocimiento y afinidad por la protcfna A y que en la 

mayoría de las clases dicho reconocimiento se da por la porción Fe. (36) 
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APLICACIONES DE LA PROTEINA A 

La proteína A se ha convertido en un reactivo inmunoquímico extremadamente 

importante, más allá de su capacidad para aislar lgG o subclases de lgG. Se ha utilizado en 

métodos como inmunoensayos de linfocitos, antígenos tumorales de superficie celular, 

antígenos y anticuerpos virales, ensayos de anticuerpos lgG espedficos a un antígeno en 

suero o anticuerpos monoclonales producidos por hibridomas p.1ra la cuantificación de 

antígenos en fluidos fi<iológicos. (36) 

La bacteria dt~ la cepa Cowan I muerta por calor y fijada con forma Ji na es ofrecida 

por algunas compJf\fas C'omerciales, representando una alternativa a la precipitación con 

doble anticuerpo o a otro< métodos de separación de antígeno marcados o complejos 

Antígeno-Anticuerpo. (36) 

La precipitación con proteína A en fase sólida también es una forma útil para 

aislar complejos inmunes de suero; .1si como también de membranas celulares solubilizadas 

o de otras fuentes. (35) 

Algunos autores reportan Ja utilización de proteína A en la scrotipíficación de 

microorganismos, basándose en antígenos estables al calor, usando una combinación de 

técnicas, dentro del análisis de reacciones cruzadas, asf como también en la técnica de 

coaglutinación, la cu.íl se ha comparado con otras técnicas inmunocnzimáticas como la 

contrainmunoclcctrofor{'SÍS (CIE}, resultando la coaglutinación altamente sensible y 

espedfica. (35) 
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GENERALIDADES 

El cólera es una infección intestinal aguda, grave, que se caracteriza por la 

aparición brusca de diarrea acuosa y abundante, vómito, deshidratación rápida, acidosis, 

colapso circulatorio y en los CílSOs no tratados se produce la muerte dentro de las 24 horas 

siguientes a su aparición. Tambi6n se sabe que la infección puede ser asintomática o solo 

provocar una leve sintomatología. Ln lctalidad en los casos graves puede exceder el 50%, 

pero si se aplica el debido tratamiento se reduce a menos del 1%.( 13, 17) 

El diagnóstico se realiza mediante la búsqueda del agente etiológico, el cuál debe 

confirmarse mediante reacciones bioquímicas y serológicas (13, 17). 

AGENTE ETIOLOGICO 

El género Vilirin es un grupo muy amplio de microorganismos que se han 

dasificz.do dentro de 1.1 familiJ Vibrionaceae junto con otros tres géneros: 

- Photobactcrium 

.. Aeromonas 

.. Plesiomonas 

El Vibrio es un bacilo gram negativo, que mide de 1.5 -3 um de longitud por 

0.4 -0.6 umde ancho, es ligeramente curvo de bordes redondeados en uno de los cuales tiene 

un flagelo que lo hace móvil; puede presentarse aislado o en cadenas con aspecto de 

espirales cortas en forma de "S" (dos células). No tiene cápsula ni forma esporas.( 11, 17) 
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Es anaerobio facultativo ya que posee ambos metabolismos, es decir, tanto 

respiratorio como fermentativo; no fija ni desnltrifica el nitrógeno, qulmlorganotrofo, 

capaz de crecer en un medio mineral con glucosa y NaCl, oxidasa positivo, indo! positivo 

y Voges Prosk.1uer positivo (según cuadro No. 1 ) (11, 17). 

Varias especies de Vil•rio son patógenas para el hombre así como también para 

animales marinos. Existen mas de20cspeciesde Vibriodc las cuales sólo 12 se han encontrado 

en muestras clínicas hum.1nas. Cinco especies han mostrado serc.1usantesoestar asociadas 

con diarrea. El Vibrio clrolcrar es causante de cólera, el Vihrio parahacmolyticus causa gas· 

troenteritis aguda, Vibrio flm,ialis, Vibrio lio1Jisac y Vibrio mimicus son causantes de diarrea 

de leve a moderada.(17) 

El Vi/>rio cholt•rnc se divide en Vil•rio c/10/crac 01 y Vibrio c/zo/erac NO 01 (de los 

cuales existen aproximadamente 72 serogrupos). Todos los vilirios comparten un antígeno 

flagelar (H) común. El Vibrio c/10/crac 01 incluye 2 biotipos el Clásico y El Tor, dentro de 

los cuales hay 3 serotipos que se difcrcndan entre sr por la composición de su antígeno 

somático: 

OGAWA 

!NABA 

HIKOJIMA 

(AD) 

(AC) 

(ABC) 
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TABLA No.3 
. . . . 

CLASIFICACION DEL Vibr/o cltolerae EN BASE A SUS 

ANTIGENOS SOMATICOS 

' Vibrio cholerae 

NOOl 
(más de 72 serogrupos) (cólera Asiático) 

NO TOXJGENICO 

01 

1 

~OJIMA 

TOXIGEN!CO 

La toxigenlcidad de Vibrio clrolerae 01 depende en gran parte de la producción 

de la enterotoxina, la cuál es una proteína oligomérica con peso molecular de 84000 d; 

compuesta por una subunid.1d A1de21000 d, una subunidad A2 de 7000 d y 5 subunidades 

B de 10000 d cada una. Se inactiva a IOO''C por 15 minutos, es resistente a los ácidos; está 

estrechamente relacionada a la toxina LT de Esclrcrichia coli, y produce además anticuerpos 

neutralizantes (15). 
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CUADRO# l 

DIFERENCIACION ENTRE Vibrio Y OTRAS BACTERIAS 
s: 
)> 

ORGANISMO 1 FONDO DEL TSI 1 OXIDASA 1 LISINA 1 ARGININA 1 ORNITINA 

1 

UCUEFACCION 

1 I~ ACIDO GAS H,S DESCARB. Dlt11DR. DESCARB. GELATINA 

o 
m 

Vibrio cholerae + 

1 

+ 

1 

+ 

1 

-

1 

+ 

1 

+ s 
lJ" 

~.:: 5-
Aeromohas o 

hydropllila D D 
,:'· ::r 

+ + + - + o 
iil 
iil 

Plesiomonas 1 
shigelloides + 1 + 1 + 1 + 1 + 1 lg 
--

Enterobaclerias 1 + D 
D l 

1 

D 

1 

D 

1 

D ·.¡,Y··· 1 1~ :.·'.··-, 

+ Posilivo - Negalivo D Dilerenle lipa bioquímico 



CUADR0#1. 

CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE LAS ESPECIES DEL GENERÓ Vibrio 

ESPECIES CRECIMIENTO EN NaCJ VOGES AAGININA INOOL 

0% 6% 8% PAOSKAUEA 

'l. cholerae + +/- +/-

::; 
V. ¡¡lgino/yticus 
~/. Oncinnaticnsis 
'/. damseb 1 + + 
V. fluvialis + +/-
l¡_ tu111issii l + +1- + 
'l. lwllisae + 

'. meJschnnikavii' +/- + +{- + + 
V. mfrnicus + +I· 
'/. parahaemolyticus ' + + 
'l. vulnificus + ----

'Ureasa (+) 
'Gas de glucosa 
'Oxidasa (-). nilrato (-) 

z 
o 
:o 
m 

s: 
)> 
z 
e 
)> 
r 
o 
m 
s; 
·[ 
·º . o 
·::r 
o 
;¡¡ 
iil 
"' o .... 

.... 
<O 
<O .... 



CUADRO CLINICO 

La enfermedad causada por el Vibrio cJ10/erae Oles conocida como COLERA la cual 

se caracteriza por la falta de apetito, malestar abdominal y diarrea liquida inicialmente de 

color café pero que rapidamente adquiere un color pálido como de agua de arroz. Las heces 

son isotónicas, no tienen proteínas pero poseen bicarbonato y potasio, se produce 

deshidratación, no hay fiebre, ni sangre, ni moco; pero puede aparecer vómito y dolor 

abdominal.(17) 

El paciente puede perder del 10 al 15 % de su peso corporal lo que genera un 

colapso circulcttorio acomprlti.1do de pulso periférico auscmte y presión arterial no detect· 

able.(17) 

Gran parte de );u= infecciones por Vihrio c11olerac 01 son asintomáticas, o presentan 

manifestaciones que no pued(.•n distinguirse de las diarreas causadas por otras etiologfas 

(13, 17). 
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PATOGENESIS 

Cuando los vibriones han sido Ingeridos y sobreviven al pH ácido del estómago 

pasan al Intestino delgado multiplicándose rapidamente, con la consiguiente autólisis y 

disolución de las células liberando la enterotoxina.(13) 

De la toxina producid,1 por el Vii1rJn clwlaac 01, las subunidades B de la toxina de 

cólera son responsables de la fijación al receptor específico, GangliósidoGM,, que se localiza 

sobre la membrana celul.irdel epitelio intestinal del huésped. La subunidad A1dela toxina, 

activa el complejo enzimático adenilato ciclasa en las células incrementando los niveles 

Intracelulares de AMI' cíclico que provocan la hipersecresión de electrolitos y agua, dando 

como consecuencia una dii'\rrca isotónica con respecto al plasma. El resultado es la 

aparición de hipcrcmcsis (vómito) y una excrcsión m,1siva de heces acuosas en las que hay 

flóculos blanquecinos semejantes a granos de arroz, se produce hipotermia y deshidratación 

que llega a causar la muerte (13, 15, 17). 
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En 1988, se registró el cólera en más de 30 paises. Hasta 1991, se consideraba que 

la región de América del Sur se encontraba libre de cólera, pero el 29 de Enero se iniciaba 

la epidemia de cólera en Perú, identificándose Vibrio clwlcrae 01, biotipo El Tor, serotipo 

!naba (21). 
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EPIDEMIOLOGIA 

En 1973 se reportó el cólera en la costa texana del Golfo de México, en 1978 en 

louisiana, 1981 en Texas y dos años después se reportó un solo caso en Cancún.(18, 19) 

Durante los últimos diez años se reportaron alrededor de 40,000 casos anuales 

en 35 pafses, la mayoría africanos y asiátlcos.(19) 

la difusión del cólera sigue las rutas migratorias y comerciales de los pueblos y 

en una época de transporte r.lpido puede utilizar las vías aéreas y marftimas, pero en una 

zona determinada se pttC"de dC'~plazar por vra terrestre, a través del excremento, en alimentos 

frescos o bien cm bcbid.is cont;iminada~.(19) 

Fué hasta 1978 cuando se reportó un aislamientode Vibriocholerae 01 ene! drenaje 

de Río de Janciro, Drnsil, pero no se reportaron casos en humanos. En 1988 se reportaron 2 

casos de diarrea en turistas que visitaron Perú, Jos cu.1lcs fueron los prime-ros aislamientos 

de Vibrio clwlrrae 01 provenientes de humanos en Sudamérica (18). 

El 31 de Enero de 1991 se reportaron otros casos de cólera en Perú, para el 15 de 

Abril se hablan notificado 146,877 de los cuales 1,045 fueron muertes. Li mayoría de los 

casos corresponden a Lima, Puerto de Chim.bote, Piura, La Libertad y otras regiones más. 

Durante los primeros 72 dios se presentaron alrededor de 2,000 casos diarios, y el úllimo 

reporte indica 297,000 casos acumulados. las cep.1s aisladas corresponden a Vibriocho/erae 

01 biotipo El tor (19). 

Ecuador reportó en total 1,216 casos y 35 muertes por cólera hasta el 7 de Abril 

de 1991, cuya fuente de infección fué un pozo de agua que abastece a la comunidad as[ 

como los alimentos marinos.(19) 
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En Colombl.a se Inició el reporle el 8 de Marzo y hasta el 11 de Abril DE 1991 (ué 

un total de 49 cas~~ t>nlos que se aisló . Vibrio cltolerae01, blotipo El Tor, serotlpo Inaba.(19) 

".- ··"·,::. 
, .. '' .,·_;·: ... -,· 

El)6 de_'Ab~U de)991en Chile reportaron el primer caso donde se aisló Vibrio 

c/10/erile 01; EÍ 1o~)¡ri~6~'.c19j . 

El ·17 de Abril de 1991, Brasil, reportó 5 probables casos con confirmación 

pendiente.(19) 

Es muy probable que el Vibriorho/rrae 01 circulara desde meses antes del reporte 

del Inicio de la epidemia. Su distribución geogrMica (de la epidemia) abarca 1500 km a lo 

largo de la costa peruana, ecuatoriana y parte de Colombia; su fuente de contagio se puede 

suponer que fueron los alimentos marinos y las condiciones bajas de saneamiento. Dichas 

condiciones fueron fundamentales en la difusión de la epidemia. Su probable origen 

pudieron ser pacientes infectadosoalimcmtos contaminados provenientes de Asia y Africa 

(22). 

En una siguiente etapa se difundió a países centroamericanos, del Caribe y 

México.(22) 

En México el ingreso del cólera fué notificado en Saltillo el 27 de Junio de 1833 y 

tiempo después en Campeche, Yucatán yTampico, donde morfan 140personas diarias. La 

epidemia se propagó a San Luis Potosí yGuanajuato; para Agosto se reportó ya en la dudad 

de México, Guadalajara, Puebla y Oaxaca, es decir, que desde la primera invasión se 

extendió por toda la República.(22) 

El cólera originó epidemias en 1849 y 1854 por todo el territorio causando alrededor 

de 200,000 muertes. De 1855 a 1871 el cólera fué endémico cuya transmisión se efectuaba 

sin interrupclón.(22) 
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En 1882 nuevamente se presentó una epidemia en Chiapas, Oaxaca y Tabasco; 

en esta última epidemia se observó que la propagación siguó rutas comerciales y el sentido 

de las corrientes de los r!os, terminando en Juchitán (Oaxaca) donde se logró extinguir la 

enfermedad a mediados de 1883.(19,22) 

Las epidemias de cólera como las del siglo XIX en nuestro pa!s, no se han 

repetido. El n~lera se extinguió antes de quC' se conocieran lo!> métodos epidemiológicos 

descritos por Snow en JR49 o el descubrimiento del Vibrio por Koch (un año después) 

(18,19). 

El 17 de Junio de 1991 se recibió una muestra de materia fecal de San Miguel 

Totolmaloya, Municipio de Sultcpec, Estado de México; rc•sultando positiva para Vibrio 

clwll.'rae 01, El tor, ln:iba. Para el 24 de Junio ya eran 16 los casos confirmados de los cuales 

5 requirieron hospitalización.(19, 22 ,23) 

El 26 de Junio de 1991 se recibió una muestra de Tepeji del Río en el Valle de 

Tu!a, siendo positiva para Vi/wio clw/cra,• 01, El tor, lnaba (23). 

De Agosto a Noviembre de 1991 el cólera alcanzó gran parte de la República (ver 

tabla 4). 

En resumen, trece países de América L1tina reportaron casos de cólera en el afio 

1991,cuya forma de transmisión fuéendemo-cpidémica para el caso de Perú; para Ecuador, 

Colombia, Guatemala, Panamá y México fuéde forma epidémica; Brasil, Chile, El Salvador 

y Bolivia en forma de brotes; Honduras y Estados Unidos como casos aislados, Incluso 

muchos de ellos no tienen relación con la epidemia en Sudamérica. El último pa!s que se 

incorporó a esta situación fué Nicaragua presentando para e! 11 de Noviembre un caso de 

Vibrio cholerac 01.(22, 23) 
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Nueve meses después del Inicio de la epidemia se registraron 327,108 casos de 

cólera con 3,486 defunciones y más de 107 provincias afectadas, dentro del Continente 

Americano (24). 
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TABLA 4. 

NUMERO DE CASOS DE COLERA REPORTADOS EN LA 
REPUBLICA MEXICANA DURANTE 1991 

AGOSTO SEPTIEMBRE OCTUBRE 

CAMPECHE o 6 

COLIMA o o o 

CHIAPAS 31 20 29 

D.F. o 21 o 

EDO. MEXICO 5 o o 

GUERRERO o o o 

HIDALGO 70 12 10 

JALISCO o o 

MICHOACAN o o 23 

MORELOS o o 8 

OAXACA o 2 8 

PUEBLA 61 66 4 

TABASCO o 21 123 

VERA CRUZ 39 49 35 

YUCA TAN o o 42 

206 197 284 

TOTAL 

22 

NOVIEMBRE 

16 

4 

16 

14 

o 
29 

20 

o 
23 

12 

11 

o 
171 

18 

47 

381 

1068 



A semejan~a de otras enfermedades infecciosas el cólera presenta variaciones 

estacionales caracterfstlcas, aunque la estación varia según las regiones, como por ejemplo, 

en Dacca se inicia después de las lluvias del monzón y desaparece en los meses cálidos y 

secos; en cambio, en Calcuta, al otro lado del Delta del Ganges- Brahmaputra, el cólera se 

inicia en la estación cálida y termina en las lluvias del Monzón. Aun no se conoce la causa 

de estas variaciones estacionales. (15) 

Las epidemias pueden ser de dos tipos: 

- explosivas.- tienen una fuente común o un vehículo común y puede 

reconocerse rápidamente por la aparidón de un número elevado de casos en una 

colectividad durante un periodo corto (1 a 5 dfas).(15) 

- lentas.- se m.1nificstan por un pcquef\o número diario o semanal de casos, en 

estos brotes no está claro el rnodo de transmisión. En muchos casos la contaminación del 

agua puede infectar una elevada proporción de la poblaci6n, o bien, puede deberse a la 

propagación por contacto.(15, 17) 

El cólera ataca a personas de bajo nivel socioeconómico, no se conoce ningún 

factor nutricional o gastrointestinal que predisponga a la infección o a la enfermedad. El 

sexo parece ejercer cierta inílt1C'ncii1 ya que los primeros casos en los que se observa son 

varones adultos, debido a la m,1yor movilidad.( 17) 

La morbilidad por edades varía según sea el cólera (endémico o epidémico), es 

decir, en zonas indemnes ataca sobre todo a personas adultas, en cambio en zonas 

endémicas la incidencia es en la población infantii.(17) 
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El periodo de incubación es variable, •unque en general, oscila entre 1 a 5 días. 

En un brote causado por una fuente común, el periodo de incubación fué de 48 horas.( 17, 

25) 

El reservorio natural conocido es el hombre, siguiendo un ciclo de transmisión 

hombre • medio ambiente • hombre. Aunque por lo general el sujeto infectado excreta 

vibriones por pocos d!as, la elevada proporción de infecciones asintomáticas hace que el 

ciclo de transmisión'°" m.1ntvnga (25, 15, 17). 
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DIAGNOSTICO 

La identificación de Vibrio cltol<'rac 01 causante del cólera, en el laboratorio se 

lleva a cabo a partir de las muestras de materia fecal o vómito del paciente, se inoculan 

directamente ose transfieren a medio de transporte Cary-Blalr (en donde se conservan por 

varios dfas) (27, 13). 

El caldo de enriquecimiento recomendado tanto para muestras directas como 

para el Cary-Blair es el agua rcptonada ,1kalina (pH 9.0) incubando de 6 a 8 horas a 37"C. 

(13) 

De aqul se siembran placas de Agar TCBS por es tria cruzada, y se incubar por 18 

- 24 horas a 37''C. Las colonins típicas en cslc medio son amarillas, un poco con\'exas. Las 

colonias sospechosas se pas.1n a una pl.1ca de Agar ílas<.' par.1 Sangre (BAB) para realizar 

serología y prueba de o.xida.i;a. Oc esas mismas colonias se siembran las pruebas 

bioqufmicas, incubando de 18 a 24 horas a 37"C (13). 

Las pruebas bloqufmicas empicadas son: 

MEDIO MIO 

Es un medio scmisólido, se siembra por picadura. Sirve para leer la movilidad, 

producción de Indo! y descarboxilación de la ornitina, la cual se lleva a cabo en anaero

biosfs.(13) 

25 



AGAR DE !-IlERRO Y TRIPLE AZUCAR (TSI) 

Es un medio sólido, se siembra por picadura y estría. Sirve para determinar la 

fennentación de gluco.a, sacarosa y lactosa, además de la producción de gas a partir de 

glucosa y la producción de .ícido sulfhídrico que precipita como sulfuro férrico al 

reaccionar con el hierro.(13) 

AGAR DE 1-!lEBBO Y LISJNA_í!Jh.) 

Es también un modio sólido, se siembra por estría y picadura, sirve para 

detem1lnar la descarboxilación de la lisina que se lleva a cabo en anaeroblosis y la 

desaminación de la lisina en aerobiosis.(13) 

CALDO ARGIN!NA 

Es un medio lfquido, el cuál puede demostrar la descarboxilación de la arglnlna 

en anaeroblosis. Después de inocularse es te caldo, debe sellarse con vaselina Hquida o aceite 

mineral estéril para evitar contacto con el aire, (se incuba de 1 a 4 dlas).(13) 

PRUEBA DE OXIDASA 

Esta prueba se realiza en una tira de papel filtro colocado sobre una caja petri, se 

ponen 2 a 3 gotas del reactivo de oxidasa (N,N,N,N, tetrametil parafenll~ndlamina). Se 

coloca un pequeño inóculo con un asa de platino (no de nicromo) o un palillo de madera 

sobre e! papel impregnado con el reactivo.(13) 
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Si después de Incubar las bioqufmicas, los resultados concuerdan con los de 

Vibrio clio/erae(ver cuadro No. 1), realizar la prueba deoxidasa y si es positiva, se confirma 

con serología, esto por medio de aglutinación en placa con los antisueros polivalenles 01, 

Ogawa e !naba (13, 30). 

Existen otras pruebas de diferenciación como puede ser: 

- Sensibilidad a la polimixina B 

- Sensibilidad al Fago del grupo IV 

- Hemólisis 

- Susceptibilidad a antimicrobianos 

· Pruebas inmunoC"nzimáticas para detección de toxina 

En total para la identificación completa de un cultivo dC! Vibriocliolerae se requieren 

por lo menos 3 d!as, por lo tanto es importante el desarrollo de técnicas rApidas por medio 

de las cuales se puedan dar resultados bastante confiables. (13) 

Entre otríl.s técnicas que se han desarrollado para la detección rápida de 

enterobacterias, existe el método de diagnóstico por COAGLUTINAClON.(1) 

LA TECNICA DE COAGLUTINACION para la detección de V. clio/crae 01 ha 

sido ensayada por varios au lores que reportan resultados alentadores de sensibilidad y 

resultados en menos de JO horas. Esta técnica es lo contrario al método de aglutinación 

pasiva, pues anticuerpos específicos son unidos a un acarreador que al ser combinados con 

el ant!geno homólogo, forma agregados macroscópicos (6, 12, 20). 
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Para este procedimiento se aprovecha la capacidad del Stap/Jylococcus aurcus 

Cowan 1 para fijar protefnas a su pared. Se ha encontrado que la protefna A es principal en 

la pared del Staphylococcus y que tiene la habilidad de unirse con gran afinidad y especificidad 

a la región cristalizable (Fe) de las inmunoglobulinas de varias especies animales, dejando 

libre la región que reacciona con los antígenos, es decir, el sitio de combinación del 

anticuerpo (Fab) (2, 6, !). 

Cuando el anlígcmo apropiado se combina con los sitios de unión al antígeno 

(Fab) del anticuerpo, se forman grandes agregados que indican la interacción específica 

Antígeno -Anticuerpo (figura!). 
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TRATAMIENTO 

En la mayoría de los casos de cólera, se puede manejar mediante la administración 

oral de so luciones de sales de rehidratadón oral CSRO),cuyo contenido de agua y electrolitos 

deberá aproximarse a In pérdid,1 de agua yelectrolitosen la heces diarreicas. Las soluciones 

endovenosas se utiliz.1n sólo en caso de rchidratación inicial , en casos gravemente 

deshidratados o en caso de shock; dicho tratamiento se realiza cuando el volúmen de las 

heces excede los 7 lt /día en una persona de 70 Kg de p<'so.(17) 

En general el trat.1miC'nto consiste en aplicar solucionc5 de rchidrntación con 

equipos desechables, como la solución de Ringer con lactato de sodio, a razón de un litro en 

los primeros 15 minutos y después otro litro cada 30ó45 minutos. La solución salina normal 

o solución salina con glucosa <JI 5 % son menos cfiraccs y la glucosa simple en agua es 

ineficaz.(17) 

En otros casos, los antibióticos pueden reducir el volúmen y duración de la 

diarrea, y acortar el periódo de excrcsión del Vibrio Clwft>rac . Los antibióticos deberán 

administrarse por vfa oral tan pronto como el vómito cesc.(17,27) 

La tctraciclinn es el anlibióticodeclección pues inhlbela síntesis protéica, su vida 

media es de aproximadamente 8 horas, con concentraciones terapéuticas a las 4 horas; debe 

ser administrada por vía oral, se eliminn por vía renal, atraviesa barrera placentaria y se 

excreta por leche materna. La dosis en nhios es de250 mg / dfa y adultos de 500 mg 4 veces 

al d[a durante 3 dfas.(27) 
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La doxiciclina, antibiótico de acción prolongada se administra en una sola 

ocasión en dosis de 300 mg a mayores de 5 ai\os. Otros antibióticos utilizad".>s •on la 

eritromicina y el cioran!enimi.(17, 27) 

No. deberán utilizarse antidiarreicos, antieméticos, antiespasmódicos, cardi· 

otónicos o corticosteroides ya que detienen la eliminación del microorganismo en la heces 

(13, 17, 27, 30). 
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OBJETIVO ESPECIFICO 

- Obtener un reactivo de coaglutlnación a partir de cada uno de los sueros y con 

la cepa de Stapl1y/com1s a11m1s Cowan l. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

- Obtener cuatro sueros poli va Ion tes para la identificación de Vibriocho/erae01, 

siguiendo diferentes esquemas de inmunización en conejos blancos Nueva Zelanda de3 kg 

de peso, sangrando a diferentes tiempos. 

~ Evaluar el reartivo concultivosdereforcncia de Salmonelfa, Slzisdla, Esclterichin. 

coli, Aeromonas, P/esinmonns, Prntt•us, Vibrio clrolerac NO 01 y Vibrio c/iolC'rac 01 (Ogawa e 

In aba). 

- Probar el reactivo con muestras clínicas de he-ces y aguas de monitorco, 

comparar su especificidad con la técnica de aislamiento de Vibrio clwlcrae 01 por cultivo. 
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MATERIAL 

- Asa b~~ter!~lógk~ (platino) 

- Centrifuga 

-Gradillas 

- Lámpara de luz blanca 

- Matraces Erlen Mayer 

- Mechero 

- Pipetas de 10 mi 

- Pipetas Pastcur 

- Placas petri de metal (15 cm de diámetro) 

- Portaobjetos 

- Potenciómetro 
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- Probeta 

- Termómetro 

-Trlpie 

-Tela de asbesto 

-Tubos de ensaye 

-Tubos de centrfgufa (pollproplleno) 

-Viales 50 mi 

-Vortex 
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MATERIAL BIOLOGICO 

Conejos blan~os Nuev,a z.éia~da _ (3 Kg de peso) 
' ": - -~ 

• Cepa de Slaphyloi:occus_aureus Cowan l ,<proveniente del JNDRE) 

• Cepas de Referencia: 

2 Salmonc//a 

2 Sl1ige//a 

10 E. coli 

At·romonas 

Plesiomonas 

2 Prolws 

lOV. cltolerae NO 01 

5 V. cltolerae NO 01 (referencia CDC) 

3 V. cl1olerae 01 !naba (VC13, 226, !naba) 

4 V. c/10/erae 01 Ogawa (VC12, 6041, 299, 310) 

· 150 muestras de heces de ct1sos de cólera, provenientes de diferentes estados de la 

república. 

· 10 muestras de aguas negras, provenientes del estado de México. 
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REACTIVOS y; MEDIOS DE· CULTIVO 

• Agar de Hierro yÚslna '(LIA), BIOXON 

• Agar de Hierro }'Triple Aztlcar (TSI), · .. BIOXON 

• Agar Infusión Corazón CHIA), 'móxoN 

• Agua destilada 

• Base Agar Sangre (BAB), BIOXON 

• Benzal 

• Buffer de fosfatos salino (PBS) pH= 7.3 

• Caldo Infusión Corazón (Hl), BIOXON 

• Caldo Soya Tripticaseína (TSB), BIOXON 

• Caldo Arginlna 

• Cloruro de sodio (NaCI) 

·Formol 

• Fosfato ácido de sodio (Na2HPO,l 

• Fosfato di ácido de sodio (Nal-~PO, · H,0) 
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• Hipoclorlto de sodio 

• Peptona de caseína, (reactivo) 

Todos los rc•ctivos se preparan de .• icuerdo con las indicaciones especificadas 

por el provedor. 
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PRODUCCION DEL REACTIVO 
DE. COA G L UTINA CI O N 

l. METODO DE OBTENCION DEL ANTIGENO 

·• Inocular una asada de la cepa de Staplzylococrus aurl'tlS Cowan 1 en viales de 50 

mi con caldo soya triplicase!na (TSB)., incubar a 37"C por 18 horas. 

- Del caldo de cullivo anterior, pasar 10 mi a cada una de las 10 placas (15 cm 

diámetro) de Agar IJa'e parn S.1ngre (IJAIJ), incubar lR horas a 37"C. 

· Co~echar el cultivo con aproximadamente 10 mi de solución buffer de fosfatos 

(PBS) de pH= 7.3, col oc.ir en tubos de cenlrífuga (polipropileno) y centrifugar 30 minutos 

a 3000 rpm. Obtener el paquete celular. 

- Hacer 3 lavados m,\s con solución buffer de fosfatos (PBS) durante 30 minutos 

a 3000 rpm; descartar el sobr('nadante. 

- Después del último lavado, agregar al paquete celular una solución preparada 

de PBS-Formolal 0.5 %, resmpcnderperíectamente y dejar 3 horas a temperatura ambiente 

(volúmcn il volúmcn). 

- Centrifugar, eliminar el sobrenadan te y hacer3lavados más con solución buffer 

de fosfatos (PIJS), centrifugando 30 minutos a 3000 rpm. 

- Adicionar PBS, n•suspendC'r perfectamente el paquete celular durante 1 hora a 

BO"C en baño maria . 

- Realizar nuevamente 3 lavados con PBS desca1·tando el sobrenadante; y al 

último paquete adicionar PIJS en una proporción de 1:10 para su conservación. 
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11. p R o o u e e 1 o N o E L A N T 1 s u E R o o E V 1 b ri o eh o 1 e r a e 

01 POLIVALENTE 

11.tOBTENCION DEL INMUNOGENO: 

- Todas las cepas de Vibrio cholerac 01 (!naba ·y OgawaYeri placa deberi ser lisas 

y no autoaglutinar en solución salina. 

- Inocular 2 placas de Agar Infusión Co~azón U-fiÁ) por cepa. Incubar a 37"C 

por 24 horas. Hacer tinción de Gram. 

- Inocularen un matrazde21itrosconteniendo200ml de CaldolnfusiónCorazón 

(HlB) con el cultivo anterior. 

- Checar la pureza de los cultivos mediante la tinción de Gram. Centrifugar el 

cultivo a 3000 rpm por 30 min., resuspender en solución salina 0.85 %. Calentar en baf\o 

maría a lOO"C por 2 horas. 

- Centrifugar el culiivo anterior y resuspender en aproximadamente 50 mi de 

alcohol al 95 %. Dejar toda la noche a 37''C. 

- Repetir el paso an tcior. 

- Centrifugar, decant,u el sobrenadan te y resuspender las células en 50 mi de 

acetona. 

- Repetir el paso anterior. 
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- Resuspender las células en una pequeña cantidad de acetona y rapidamente 

vaciar en una caja petri estéril para secar. Cuando la acetona se ha evaporado (alrededor 

de 1 hora), raspar las células de la caja y dejar secar de 3 a 4 horas y después toda la noche 

a 37"C. 

· Después de que están secas, pulverizar en un mortero estéril y vaciar en un 

recipiente hermético estéril. El polvo resultante se guarda indefinidamente a temperatura 

ambiente para su posterior uso como lnmunógcno. 
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11.2 e A LEN D A R 1 o o E 1 N M u N 1 z A e 1 o N 

.• Para el antlsucro polivalente, mezclar las 2 vacunas Ogawa e lnaba (obtenidas 

por el procedi.mlento anteriror) en cantidades Iguales, suspender en solución salina 0.85 % 

has.ta obtener las d~ns!dades mencionadas abajo (de acuerdo con el nefelómetro de Me 

Farland). 

• Inocular conejos lntravenosamente en Ja vena marginal de la oreja de 4 a 5 dfas 

en intervalos, de la siguiente manera: 

la Inoculación 0.2Sml Me Far!and #2 600 x 10' bac/ml 

2a O.Sml #3 900x 10' 

Ja J.Oml #4 1200 X JO' 

4a 2.0ml #5 1500 X 10' 

Sa 4.0ml #5 1500x 10' 

6a 4.0ml #6 1800 X 10' 

- Realizar sangría dc.1 prueba ,, los aninrnlcs una semani'l después de la última 

inoculación. 

- Determinar el lflulo por aglutinación en placa (ver método) usando antígenos 

vivos. Sangrar los conejos si el antisucroda 4+ de aglutinación en un minuto a una dilución 

de 1:10 o mayor. 

- Si los conejos no d.1n una buena respuesta inocular 2 veces más con 4 mi cada 

una. Sangrar de prueba una SC'mana después de la última inoculación. 

- Esterilizar Jos anti<ueros por filtración y agregar un volúmen igual de glicerol. 
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11.2 e A L E N o A R 1 o o E 1 N M u N 1 z A e 1 o N 

- Para el antlsuero polivalente, mezclar las 2 vacunas Ogawa e !naba (obtenidas 

por el procedimiento anteriror) en cantidades iguales, suspender en solución salina 0.85 % 

hasta obtener las densidades mencionadas abajo (de acuerdo con el nefelómetro de Me 

Farland). 

Inocular conejos in1ravenosamente en la vena marginal de la oreja 

de 4 a 5 dlas en Intervalos, de la siguiente manera: 

1a Inoculación 0.25ml Me Farland #2 600 x 10 bac/ml 

2a 0.5 mi # 3 900 X 10• 

3a 1.0 mi #4 1200 X 10-

4a 2.0 mi #5 1500 X 10-

Sa 40 mi #5 1500 X 10• 

6a 4.0 mi #6 1800 X 10• 

- Realizar sangrla de prueba a los animales una semana después de 

Ja última inoculación. 

Determinar el tllulo por aglutinacl6n en placa (ver método) usando 

antlgenos vivos. Sangrar los conejos si el antisuero da 4+ de aglutinación en 

un minuto a una dilución de 1:10 o mayor. 

- Si los conejos no dan una buena respuesta inocular 2 veces más con 

4 mi cada una. Sangrar de prueba una semana después de la última Inoculación. 

Esterilizar los antisueros por filtración y agregar un volúmen Igual 

de glicerol. 
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11.3 E V A L U A C 1 O N 

- Evaluar el antisuero por aglutinación en placa utilizando cultivos frescos de 

varios aislamientos de V. ello/crac serotipos Ogawa e lnaba y con varias cepas de Vibrios no 

coléricos. El antisueronodeberNccionar con ningún cultivo que no corresponda a V.c/10/crae 

01, además se evalúa con cultivos de referencia de Aeromonas y Plcsiomonas. 

- El Htulodel antisueroes la mayor dilución que da 4+ de aglutinación al minuto. 
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lll.METODO 'DE:'AGLUTINACION EN PLACA 

- ., ...... - '.';-;_ -... - ,,.,·=:: 

-C~loci; e)~~a~l:fc:J~~aglJtinaclón una gota de muestra (de la superficie del 

tubo) con u~a pipeta p;~teJi'.' 

- AnacÍlr:una gota d~i reactivo y mezclar por agitación durante un minuto. 

·Observar las placas bajo una lámpara de luz blanca. 

- Dar un rcsul ta do positivo cuando existan grumos o aglutinación; reportar desde 

4 +hasta trazas (tr). Reportar negativo cuando no exista aglutinación. 

4 + grumos grandes y sobrenadan te claro 

3 + grumos grandes con sobrenadan te ligeramente turbio 

2 + grumos moderados y sobrenadan te turbio 

1 + grumos pequo1)05 y sobrenadan te turbio 

T r aglutinación muy fina 

(-) permanece sin cambio 

- Correr la prueba junto con el control negativo, pero sin observarse aglutinación. 



IV. s EN s 1B1L1zAe1 o N DEL RE A e T 1 V o 

-Mezclar una alfcuotadel reactivo deStaphylococc11s con cada uno de los antisueros, 

mezclar durante 2 horas y media a temperatura ambiente; colocando 1 mi de reactivo con 

0.5 mi de antlsuero. 

- Agregar a la mezcla anterior aproximadamente 9 mi de PBS y centrifugar 30 

minutos a 3000 rpm. 

~ Descartar el sobrenéldante para eliminar el exceso de antisuero, y al paquete 

celular obtenido agregarle 5 mi de PBS. 

~ Lavar 3 veces a 3000 rpm por 30 minutos. 

- Resuspender en 2 mi de PBS, agitar y usar. 

- Además preparar un reactivo con antisuero normal de conejo y otro con 

antisuero de EscJ1crichia cofi. (testigos neg;itivos}. 
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V.EVALUACION DEL REACTI.VO CON CEPAS DE 

REFERENCIA 

. - De un cultivo en BAB tomar una asada de cada cepa 

- Inocular en agua peptonada alcalina (pH=9), las cepas de E. co/i, Salmonella, 

Shigel/a, Proteus, Plesimnonas, Acromonas, V. cho/e rae NO 01 y V. c/10/erac 01 (Ogawa e !naba). 

- Incubar de 4 a 6 horas a 37ºC. 

- Aglutinar en placa con el reactivo de coaglutinación; tomando de la superficie 

del agua peptonada. 

- Observar las placas bajo Ja lámpara de luz blanca. 

- Dar resultado positivo o negativo en base a la presencia de aglutinación. (No 

dC'be haber re.iccioncs cruza.das). 
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Vl.EV ALUACI ON DEL. REACTIVO CON 

MUESTRAS .. CL_l NICAS 

-lnCicularmuesttasd-e h,~ces f~calesde casos de cólera en agua peptonada alcalina 

(pH=9). 

- Incubar de 4 a 6 horas a 37"C. 

- Aglutinar en placa con el reactivo de coaglutinación; tomando de Ja superficie 

del agua peptonada. 

- Observar las placas bajo Ja lámpara de luz blanca. 

- Dar resultado posilivo o negativo en base al grado de aglutinación. 



Se pr.:;-.a!&' o:-.~ ~:·.t SJí:'OS con dfo!i:.1t~s :.:1ile.')ja~ics d.; inmun;zaci6n, in1..::i~nd ::.-se 

con 6 inocu:acivnes a in:13r~·alos de 3 di as en cada ino.:ulación y va1iando la cvncentraci6n del 

antlgeno; la sangrla de prueba se realizó una semana posterior a la última inoculación y 

después la sangrla en blanco. Para el último antisuero se dejó al conejo descansar por dos 

meses y se le realizó una re inmunización, obteniéndose la sangrla en blanco tres meses 

después de la fecha de Inicio. 

Una vez obtenidos los antisueros se probaron con cepas de referencia como son 

: V. cholerae (ogawa, inaba y NO 01). E. co/i, Salmone/la, Shigella, Proteus, Aeromonas 

y P/esiomonas; para evaluar el titulo y observar si existe o no cruce antigénlco con otros 

microorganismos. 

De aqul se prepararon los reactivos de coaglutinación sensibilizando con los 4 

antisueros; se probaron con las mismas cepas de referencia (ATCC) y se eligió el más 

sensible y en el cual no se observaron reacciones cruzadas. 

Ya seleccionado el reactivo se probó con las muestras clinicas ya la vez se le realizó 

el alslamienlo por cultivo (como lo indica el manual de técnicas (13).) para comparar 

resultados. 

Todas las evaluaciones tanto de los antisueros como de los reactivos de 

coaglutinación se realizaron por el método de aglutinación en placa. 



RESULTADOS 

TABLA 1 Y 2 

En la tabla 1 se muestran los títulos obtenidos en los 4 antisueros producidos en 

conejos contra Vibrio c/10/crae 01 polivalentes y realizados con diferentes calendarios de 

inmunización, es decir, que l;is fechas en que se obtuvieron los sueros no son las mismas, 

ya que el primer sul"ro tiene 2 meses de diferencia con el último suero; de aquí que el 

antisuero de mayor trtulo (suero 4) se evaluó con otras cepas de Vibrio cltolrrac 01 tanto 

!naba como Ogawa para rectificar su título, como se muestra en la tabla 2. Las cepas de 

VibrioclwleracN001, Acromonas, Plcsiomomis, no aglutinan con el suero, porloquenoexlste 

ninguna reacción cruzada. 
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RESULTADOS 

TABLA No.1 

EVALUACION DE LOS ANTISUEROS POLIVALENTES DE 

Vibrio cl1olerne 01 CON CEPAS DE REFERENCIA 

fill!IBQ.l (5 de Julio de 91) 

D 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 

VC-12 

VC-13 

4+ 4+ 4+ 

4+ 4+ 4+ 

Aeromonas -

Plesiomonas -

4+ 4+ 

4+ 3+ 

SUERO 2 (25 de Julio de 91) 

D 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 

VC-12 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 

VC-13 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 

Aeromonas 

Plesiomonas 
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3+ 

2+ 

1:64 

3+ 

2+ 

1+ 

1:128 1:256 1:512 

1+ 



SUERO 3 (8 de Agosto de 91) 

VC-12 

VC-13 

Aeromonas 

Plesiomonas 

VC-12 

VC-13 

D 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 

4+ 4+ 4+ 3+ 

4+ 3+ 3+ 2+ 

(9 de Septiembre de 91) 

3+ 

i+ -· 

D 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 

4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 2+ 

4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 

Aeromonas 

Plesiomonas -
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TABLA No.2 

EVALUACION DEL ANTISUERO POLIVALENTE DE V. cho/erae 01 CON 
CEPAS DE V. cho/erae INABA Y OGAWA OBTENIDAS POR AISLAMIENTO 

ANTISUERO 4 ( 9 de Septiembre de 91) 

D 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 

OGAWA 

6041 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 

299 4+ ·4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 2+ 

310 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 1+ 

!NABA 

226 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 2+ 

!NABA 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 2+ l+ 

50 



TABLA 3 

Una vez obtenidos los sueros, se prepararon los diferentes reactivos de 

coaglutlnación con los mismos, de aquí se seleccionó el reactivo de coaglutinación con 

mayor sensibilidad y se probó con diferentes cepas tanto homólogas como hcterólogas en 

las cuales no se obsPrvó ningtín cruce antigénico como se muestra en la tabla 3. 

Los otros 3 reactivos de coaglutinación poseían también sensibilidad y 

especificidad pero en menor grado, por lo que unicamente se trabajó con el reactivo 

sensibilizado con el cintisurro 4. 
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TABLA 3. 

EVALUACION DEL REACTIVO DE COAGLUTINACION CON 

DIFERENTES CEPAS DE REFERENCIA 

V. chalerae (Ogawa) 

V. chalerae (!nabal 

V. chalerae NO 01 

V. chalerae NO O 1 !CDC) 

E. cali 

Sa/mnnel/a 

Shigella 

Proteus 

Aeramonas 

Plesiamanas 

REACTIVO DE 

COAGLUTINACION 

++++ 

++++ 

TESTIGO 

NEGATIVO 

Todas las cepas fueron inoculadas en agua peptonada alcalina fpH = 91 e 

incubadas durante 6 a 8 horas. 



TABLA 4 

En la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos en la evaluación del reactivo 

con las muestras clínicas de humanos ; haciendo una comparación con la técnica de 

aislamiento por cultivo, observando que las muestras que resultaron positivas por 

coaglutinación, son las mismns que por aislamiento corre~pondcn al V ilirio clwlcrac 01; de 

las muestras nC'gativas por coílglutinación, pero por aislamiento se detectaron como Vibrio 

clwlerae 01; son muestras en las cuales el crecimiento en agua pcptonada alcalina 

posiblemente no fuó detectado, ror lo que se pudiera incubar un mayor tiempo al sugerido 

o bien trasladar a otro tubo de agua peptonada para su doble enriquecimiento. 
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TABLA 4. 

COAGLUTINACION 

•• FALSOS H 
•••FALSOS (+J 

EVALUACION DEL REACTIVO DE COAGLUTINACION 
CON MUESTRAS CLINICAS DE HUMANOS 

+ 

TOTALES 

+ 

17 

1s• 

33 

AISLAMIENTO DE 

V. cholerae O 1 

TOTALES 



DISCUSION 

Podemos decir que todos los sueros obtenidos tenían un Utulo satisfactorio 

considerando que los sueros con títulos mayores de 1:4 son aceptables según el manual del 

CDC de Atlanta. De,pués de realizar pruebas con antígenos homólogos y heterólogos, el 

suero de mejor título fu(> el anti~ucro 4 con un calendario de inmunización más prolongado 

debido a que C'I contPnido de lb~ probablemente es m.1s ele\'tH-fo en la reinmunización, ya 

que estas inmunoglobulinas son las que se fijan con mayor afinidad a la proteína A del 

Stapllylococe11s aurcw:; por tal motivo se evaluó con otras cepas de referencia tanto de lnaba 

como de Ogawa, obt('niéndogc un título final de 1 :6-t. 

De la tabla 4 se ob~ervó que existe una especificidad dC'I 100% ya que no se 

detectaron ningún otro tipo de microorganismos, aunque su scnsibiJid,id no fué muy 

elevada pues se aislaron 16 c.1.c:os por 1.1 técnica de aislamiento, no siendo detectados por el 

reactivo de cot1.glutinación; sin embargo, la sensibilidad se puede aumentar haciendo un 

doble cnriqu('cimiento, pues St' cn:c quC' aún ~1 li.ls 6 horas no se logran desarrollar en un 

númcroconsiderab\equcsc pul'da dcteclM con el reactivo, por lo que se tran~ficreel hisopo 

a otro tubo de a~un pC'plonada akalin.1r'1 9, pi!ra lograr incrC'mcntar el crecimiento del 

microorganismo en el medio y ('~le pueda ser detectado mediante la técnica de co;iglutinadón. 

El reactivo de conglutinación se produjo para utilizarse como un método de 

diagnóstico, por tal motivo so consideró que para ser una buena metodología, debía 

compararse con otras técnica~ como la de aislamiento por cullivo por mencionar alguna; 

además se evaluó mediante ciC'rtos criterio~ los cuales se deben cumplir para que un método 

de diagnóstico sea bueno. Inicia con que la técnica de coaglutinadón debe ser sensible, es 

decir, que no debe detectar falsos negativos por lo que en este caso se tiene que aumentar 

pues es necesario que el reactivo tenga más sensibilidad que especificidad; aunque es 

Importante la especificidad pues no se deben detectar falsos positivos, la técnica como 



método de diagnóstico rápido requiere que la sensibilidad sea mayor ya que as( se 

descartarlan con mayor facilidad los negativos. 

Otro de los criterios que se incluyen es que debe ser una técnica rápida donde se 

pueda dar un diagnóstico prC'5untivocn el menor tiempo posible, punto donde se considera 

satisfactorio pue~ solo rcquirrc de 8 horas para dar un po5iblc resultado. Además debe ser 

una técnica fácil dcrci'\lizary qllcnorcquierc dcun gran equipo o material muy sofisticado 

como pueden ser otrns técnicas; además de que el personal que J,1 realiza no requiere de un 

gran entrenamiento pnra refllizarla, soli\mentc se requiere un poco de experiencia en la 

lectura de la aglutinación, pups es importante para poder dar un resultado correcto. 

Finalmente se requiere que sea un.1 técnica barata lo cual se cumple pues el 

n1aterial necesnrio no es caro y determinando un posible costo no sobrepasan los 500 pesos 

por prueba, además de que pt1cde realizarse tanto en el laboratorio como en el campo, pues 

el equipo es muy simple y de f.lcii adquisición. 

Dentro de ias posibles fallas que pudiera tener la técnica, se involucra la 

producción tanto del re;ictivo ccimo del nntisucro, para lo cual muchas veces se obtiene un 

antisuero con un titulo por debajo de 1 :64 el cual, al sensibilizare! reactivo no se logra tener 

mucha sensibilidad en el misn10 y por eso exista quizá la detección de fnlsos negativos, para 

lo cuttl es 11ecesario checar el tí lulo del antisucro antes de sangrar el conejo y as{ tener un 

reactivo de cn.iglulinación lo ml'jor posible. 

Considero que los probables problem.1s que pueden existir con la técnica, se 

pueden afinar y lograr que esta sea una técnica de diagnóstico rápido pues como se 

menciona anteriormente, esta técnica cumple con los criterios que son: sensibilidad y 

especificidad (probable no de 1100% ), rápida, f ácii de realizar y barata; por lo que se sugiere 

como una posible técnica de diagnósticorápidopresuntivo para la detección de Vibrio clro/eroe. 
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CONCLUSIONES 

En ocasiones es necC'sario realizar una reinmuni1.ación en los conejos porteriores 

a la sangría de prueba para obtener un t!tulo suficientemente bueno para requerir una 

cantidad mínima de anlisuero para sensibiliz,>r el reactivo. La pared del Stapl1ylococc11s 

aurcus tiene una gran cantidad de proteína A fijadora de anticuerpos. Se requiere una 

cantidad mínima de ,1ntisucro para preparar el reactivo, ya que solo se necesitan 0.5 ml de 

antisueropara 1 ml de reactivo. Se pueden detectar cantidades pcquef\[simnsde V ilirio cholerae 

01 en medios de enriquecimiento como es el agua peptonada alcalina pH 9, y en un lapso 

no mayor a 8 horas de incubación¡ de tal forma que un resultado presuntivo se puede dar 

en alrededor de 6 horas posteriores al procesamiento de la muestra. Es un reactivo de muy 

bajo costo, ya que un volúmcn aproximado para 100 pruebas darla alrededor de 400pesos 

por prueba. La técnica para utilizar o identificar el Vil>rio clwlcrac 01 a partir de agua 

peptona da es simple y sencilla que puede aplicarse como rutina, pues no requiere de equipo 

sofisticado ni personal especializado, ya que unicamentc se necesita material para 

aglutinación. 

5·1 



BIBLJOGRAFIA 

l. Mahbubur, R., D. Sack, S. Mahmood, A. Hossain; 1987. RAPID DIAGNOSIS 

OF CHOLERAE BY COAGGLUTINATION TEST USING 4-H FECAL ENRJCHMENT 

CULTURES. Joumal oí Clinirnl Microbiology. 25: 2204-2206. 

2. M. jest1dason, C.P. Thangave!u, Mk. Lalith.1, 1984, RAPID SCREENING OF 

FECAL SAMPLES FO Vil>rio c/101"rac DY A COAGGLUT!NATION TECl-INIQUE; joumal 

of Clinical Microbiology; 19: 712-713. 

3. J. Carlson, L. McCarthy; 1979, MODIFIED COAGGLUTINATION PROCE· 

DURE FOR THE SEROLOGICAL GROUPING OF STREPTOCOCCI; Joumal oí Clinical 

Mlcrobiology; 9: 329-332. 

4. A. Macone, G. Arnakere, J. Letourncau, D. Goldmann; 1985, COMPARISON 

OF A NEW RAPID ENZYME-LINKED IMMUNOSORDENT ASSAY WITH LATEX PAR

TICLE AGGLUTINATION FOR THE DETECTION OF Hncmophilus !11[111e11zae TYPE B 

INFECTIONS; Journal oí Cllnical Microbio!ogy; 21: 711-714. 

5. G. Whinberg, G. Storch; I 985, PREPARA TION OF URINE SAMPLES FOR USE 

IN COMMERCIAL LATEX AGGLUTINATION TEST FOR BACTERIA!. ANTIGENS; 

journal of Clinical Microblology; 21: 899·901. 

6. P. Guzzetta, G. Tocws, J. Robcrtson, A. Pierce; 1983, RAPJD DIAGNOSIS OF 

COMMUNITY· ACQUIRED DACTERJAL PNEUMONIA; 461-464. 

58 



ESTA TESIS tlO DEBE 
SAlnl ílt L~ m~~;p~o:-"~ 

7. J. Balley, E. Sada, C. Brass, J. Bennelt, 1985, DIAGNOSIS OF SYSTEMIC 

CANDIDIASIS BY LATEX AGGLUTINATION FOR SERUM ANTUGEN; joumal oí 

Cllnical Mkrobioiogy; 21: 749-752. 

8. Z. Tabbarah, J. Wheat, R. Kohler, A. White; 1980, THERMODISSOCIATION 

OF STAPHYLOCOCCAL IMMUNE COMPLEXES ANO DETECTION OF STAPHYLO

COCCAL ANTIGEN IN SERUM FROM PATIENTS WIT!-1 Staphylococus aureus 

BACTEREMIA; journ.11 of Ciinical Microbiology;l 1: 703-709. 

9. G. Quash, A Roch, A. Nivcleau, J. Grangc, T. Keoioouangkhot, 1978, Tl-IE 

PREPARA TION OF LA TEX P A RTICLES WITH COV ALENTL YBOUND POL Y AMINES, 

lgG AND MEASLES AGGLUTININS ANO THEIR USE IN VISUAL AGGLUTINATION 

TESTS; Journal of lmmunoiogical Methods; 22: 65-174. 

10. H. González, R. López, 1980, PROTEINA A EN Slaphilococus aureus 

CUANTIFICACION POR MICROHEMAGLUTINACION, Departamento de biolog!a 

Celular, CINVESTA V; 11: 497-506. 

11. P. Baumann, R. Schubert, 1965.Vibrionaccac, FACULTATIVELY ANAERO

BIC GRAM-NEGATIVE RODS, 517-538 

12. G. Kronvall, 1973, A RAPID SLIDE-AGGLUTINATION METJ-IOD FOR 

TYPING PNEUMOCOCCI IJY MEANS OF SPECIFIC ANTIBODY ABSORBED TO PRO

TEIN A-COUNTAINING Staphiiococci, J. Med Microbiol, 6:187-190 

13. JL. Valdospino, J Scpúlveda, 1991 MANUAL DE PROCEDIMIENTOS PARA 

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE Villl'io cho/crac 01, INDRE, DGE 2-43 

59 



14, J, Wachsmuth, J. Fecley, W. Dewitt, C. Young, 1987, JNMUNOLOGJA 

BACTERIANA, MICOTICA Y PARASITARIA, 528-536. 

15. J. Holmgren, 1982, PA THOGENESIS ANO PREVENTJON OF CHOLERAE, 

Scand J. Jnfect. Dls. Suppl. 36: 58-64. 

16. J. Martin,J. Washintong, 1980, ENTEROBACTERIACEAE, Manual oí clinical 

microbiol. 195-219. 

17. R. Tapia, O. Velá1quez, 1991, MANUAL PARA LA VIGILANCIA EPIDEMI· 

OLOGICA DEL COLERA EN MEXICO, Secretaría de Salud D.G.E., 11-43 

18. JL Valdespino, J. Sepúlveda, 1991, EPIDEMIA DECOLERA EN SUDAMER· 

JCA, JNDRE, D.G.E. 1-30 

19. JL. Valdesplno, J. Sepúlveda y cols., 1991, boletín quincenal, COLERA/ 

DIARREAS INFECCIOSAS, INDRE, No. 1-4. 

20. E. Edwards, J. Coonrod, 19RO, COAGGLUTINAT!ON ANO COUNTERIM

MUNOELECTROPHORES!S FOR DETECTJON 01' PNEUMOCOCCAL ANTI.GENS IN 

THE SPUTUM OF PHENEUMON!A PATIENTS, J.Clinical Microbio!. 1980 11: 488-491. 

21. M.C. Thinimoorthi, A.S. Dajaní; COMPARJSON OF STAPHYLOCOCCAL 

COAGGLUTINAT!ON LA TEX AGLUTINA TION AND COUNTERIMMUNOELECTRO

PHORES!S FOR BACTERJAL ANTIGEN DETECTION,J. Clinical Microbio!; 1979, 9:28-32. 

60 



22. JL. Va!despino, J. Sepúlveda y cols., 1991, boletín quincenal, COLERA/ 

DIARREAS INFECCIOSAS, INDRE, No. 5-8. 

23. )L. Valdespino, J. Sepúlveda y cols., 1991, bolet!n quincenal, COLERA/ 

DIARREAS INFECCIOSAS, INDRE, No. 9·12. 

24. )L. Vaidespino, J. Sepúlveda y cols., 199Cbolet!n quincenal, COLERA/ 

DIARREAS INFECCIOSAS, INDRE, No. 13-16. 

25. G.R de la Cruz, LA PRUEBA DE COAGLUTINACION INFECTOLOGIA 

1981, 2: 171-174. 

26. N. Hlrschhorn, B. Willlam, Creenough, 1971, CHOLERAE SCIENTIFIC 

AMERICAM, 225: 15-21 

27. J.K. Onoki, G. Wauters, CAPSULAR TYPING OF KLEBS!ELLA BY COAG

GLUTINATION AND LATEX AGGLUTINATION, J. Cl!n. Microbiol 1981, 13: 609-12. 

28. Gentry L.O., l.D. Wilkinson, AS. Lea and M.l. Price, LATEX AGGLUTINA

TIONTESTFORDETECTIONOFCANDlDA ANTIGENPATENTWITI-lD!SSEMINATED 

D!SEASE, (1988), J.Cl!n Microbio!. 2:122-128. 

29. Fung J.C., and R.C. Tilton. DETECTION OF BACTERIAL ANTIGENS 

BYCORANTENMMUNOE LETROPHORESYSCOAGGLUTINATION ANDLATEXAG

GLUTINATION, Manual of din. Microbio!. (1985) 883-890. 

61 



30.Lesmana M., R.C., Rockhlll, D.Sutantl, and A.Sutomo., A COAGGLUTINA

TION TEST TO DETECT Vlbrio cholerae IN FECES ALKALINE PEPTONE WATER 

CULTURES., J. trap. Med. Public 1-!ealt, (1982) 13: 377-379. 

31.Sanbom, W.R., M. Lesmana, and E.A. Edwards., ENRICHMENTCULTUREE 

COAGGLUTINATION TEST FOR RAPID, LOW COST, DIAGNOSIS OF SALMONEL

LOSIS, J.Clin. Microbiol.,(1980) 12:151-155. 

32. Selina Y., and S. Lam., A RAPID TEST FOR IDENTIFICATION OF Vibrio 

cholerae IN STOOLS., J. Diarrhoeal Dis, Res.· (1983) 1 (2):87-89. 

33. Edwards E.A., and G.L. Larson, NEW METHOD OF GROUPING BETA 

HEMOLITIC STREPTOCOCCI DIRECTLY ON SHEEP BLOOD AGAR PLATES BY CO

AGGLUTINATION OF SPECIFICALLY SENSITIZED PROTEIN A CONTA!NING 

STAPHYLOCOCCI, Appl. microbio!, (1974), 28: 972-976. 

34. Gunnemar S., O. Gotze, N.R. Cooper, et. al., COMSUMPTION OF HUMAN 

COMPLEMENT COMPONENTS llY COMPLEXES OF IgG WITJ-1 PROTEIN A OF 

STAPHYLOCOCCUS AUREUS, Immunochem., (1973), 10: 501-507. 

62 


	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Generalidades
	Epidemiología
	Diagnóstico
	Tratamiento
	Objetivos
	Material
	Metodología
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía



