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'GLOSARIO -

- BAB “:Base de Agar para S/:ingref (r'nkedlo de énriduximiento)

HIA Ag’é’r Infﬂsl(\hCo;é?}én '(i"lne'dl:oyde enriquecimiento)

“'HIB Caldo Infush.’m Comzém (m?&io de enrlquecimiento)
- LA Lisina l-li.urrg Agar (pyr’ueba‘ bioquimica)

- MIO Motilid%d, Indol, Ornitina (pruéba bioquimica)

- PBS  Solucién amortiguadora de fosfatos salinos.

- TCBS Tioglicolato, Citrato, Bilis, Sacarosa (medio selectivo)
- TSB  Caldo Soya Tripticasefna  (medio de enriquecimiento)

- Tsl Triple Azacar Hierro {prucba bioquimica}
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RESUMEN

Latécnica de COAGLUTINACION, sebasaenla unién deanticuerposespecificos
a un acarreador, que al ser combinados con un antigeno forma agregados macroscépicos.

La protefna A es un componente principal en la pared del Staphylococcus quese
liga intensamente ai silio de combinacién de cualquier molécula IgG. Esto hace que la
regién que reacciona con los antigenos quede libre para combinarse.

Aqui en este trabajo se desarrollé un reactive de Coaglutinacion para la
identificacion de Vibrio cholerae O1, utilizando un cultivo de Staphylococcus ricoen protefna
A ydiferentes antisueros polivalentes de Vibrio cholerae O1. Todo esto se hizo con el objeto
de desarrollar una técnica de diagnostico rapido y presuntivo para célera, enfrentando el
reactivo con muestras clinicas de pacientes sospechosos de colera.

Se utilizaron como controles negativos, reactivos sensibilizados con suero nor-

mal de conejo y antisuero de . coli.



INTRODUCCION

La protefna A estd unida covalentemente a la pared celular de la mayorfa de las
cepas de Staphylococcits. Tiene 1a propiedad de unirse con gran afinidad y especificidad a
1a region Fec de las Inmunoglobulinas de varias especies animales, dejando libre la regi6n
que reacciona con los antfgenos. Varios investigadores demostraron la capacidad de la
protefna A de comportarse como receptor Fe, aunque estudios recientes muestran que
también puede haber actividad en sitios Fab de ciertas inmunoglobulinas. Ademés, otras
clases de inmunoglobulinas pueden unirse a la protefna A, y la actividad dependera de las
especies y subclases. Aunquela protefna Adel Staphylococcus hasidaestudiadaampliamente,
otros microorganismos comocl Streptococcus producen proteina A que se une especificamente

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

PRESENCIA Y PRODUCCION DE PROTEINA A

Una vez que la protefna A se ha clasificado como proteina de pared celular que
seuneenformaespecifica alaregion Fedemoléculas deinmunoglobulinas, principalmente
a la de clase 1gG; se han realizado numerosos estudios para determinar su presencia,
estudios m4as recientes sugieren que es comuin en diferentes cepas de Staphylococcus y las
que generalmente se utilizan como controles son la Cowan 1y Wood 46 (positivo y negativo
respectivamente). Kronvall y cols. utilizan una IgG marcada con yodo radiactivo para
cuantificar los sitios de unién en la superficie del Staphylococcus aurcus. La proteina A se
detecta principalmente por precipitacién. (35)

Para su obtencién, se hacen crecer los microorganismos en medios de
enriquecimiento,de donde son colectados y lavados para su conservacién.

Se ha demostrado la presencia de protefna A extracelular, asf como también



* ligada a células, esto implica que la protefna A sobre la memebrana tiene facil acceso a las
moléculas de inmunoglobulinas en fluidos 0 a antigenos de superficie celular, de tal forma
que la regién Fc pueda interactuar con receptores de la protefna A. Los estudios han
demostrado que se localiza primeramente en la superficie de la bacteria y est4 unida
covalentemente a Ia porcién de peptidoglicin de las membranas. (38,39)

Los ensayos sobre ol origen de la proteina A extracelular han demostrado que las
cepas Cowan | y 3695 secretan mds del 9% del total producida, mientras que un 90% se
encuentra unida a la pared celular y un 1% en el citoplasma. (38)

Durante ¢l crecimiento exponencial de la bacteria se libera la protefna A

extracelular, después de su sintesis ribosomal. (39)

PROPIEDADES DE LA PROTEINA A

Su aislamiento se realiza por extraccién con calor dela cepa Cowan I en solucién
buffer de fosfatos, sometidos a ebullicién, seguida de una precipitacién con 4cido o altas
concentracionesdesal, cromatograffa deintercambio iénico, filtracién en gel oelectroforesis
en gel de poliacrilamida. (35,40)

Enelprocedimientooriginal después del tratamientocon laenzima y acidificacién
del precipitado, se extrae la protefna, la cual es precipitada con sulfato de amonio al 80% y

es purificada por cromatograffa de intercambio idnico seguida de la filtracién en gel. (35)

Laprotefna A estd constitufda por 5 fragmentos: A,B,C,Dy X. Los fragmentos A,B
y C son monovalentes, no aglutinan eritrocitos sensibilizados de carnero, pero inhiben la
reaccién entre IgG y células cubiertas con protefna A pura. Los fragmentos A y Btienen un

peso molecular entre 6000 y 7000 d. (40)
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El fragmento D es altamente afin a la regién Fc de unidn y est4 compuesto por 60
amino4cidos; el fragmento X est4 compuesto por 150 amino4cidos, no se une a la regién Fe

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

Figura 2. Diagrama esquemdtico de las sitios de unién de las inmunoglobulinas
en la estructura de la protefna A, que incluye las regiones D, A, B, y C. Laregién COOH es
por lacual se unea la porcion de peptidoglicin de la membrana celular. LYSy TR indican
los puntos de divisién por lisostafin y tripsina respectivamente; es probable que la regién

X quede enterrada en la pared celular haciendo que la regioén C sea menos accesible.



ACTIVIDAD DE LA PROTEINA A

La posible funcién biolégica de acuerdo con los trabajos de Dossel, es el bloqueo
completo del reconocimiento y por lo tanto la muerte de Ia bacteria en la fagocitosis
utilizando opsoninas 1gG. Otrosinvestigadores han demostrado que la protefna A escapaz
de provocar reacciones anafildcticas en cobayos, reacciones de Arthus en conejos, ademds
dequelos complejos protefna A-1gG fijan complemento de cobayoy complemento desuero
fresco de humano, cerdo y perro. (36)

Algunos investigadores sugieren que la protefna A es otra sustancia capaz de
unirse a la molécula de globulina en la proximidad necesaria para la activacién de C1-
Esterasa. Han sugerido que la dimerizacién de la IgG por la proteina A y de la estructura
larga es debido a una agregacion secundaria, pueden elevar el complemento activado por
complejos. (36)

Por otra parte su actividad con inmunoglobulinas fue estudiada por algunos
investigadores los cuales determinaron quelassubclases 1,2 y 4 delgG seunenalaprotelna
AyquelalgG3nolohace. Alos fragmentos y subfragmentos se les ha probado su actividad
coon la proteina A para localizar el sitio activo de la molécula IgG. Losdatos indican quela
actividad principal recide en la regién Fe, (37)

Se hademostrado que otras clases deinmunoglobulinas humanas son activas, en
elcasodelalgM, sesabe quelasubclase 2 reacciona mientras quela 1 nolo hace. Se conciuyé
que Lla actividad de la IgM reside enla regién Fe, sin embargo, otros autores reportan que
la uni6n de la protefna A a IgM se da en los fragmentos Fab. (37)

La IgA de calostro humano y de suero se unen a la protefna A donde su actividad
se localiza en la regién Fc y la unién se da en la porcién Fab de la Ig. (37)

La IgE policlonal interactia con la protefna A, no as{ la monoclonal, reportando
que el punto de unién se localiza en la porcion Fab. (36)

Con respecte a la IgI) existe muy poca informacion. De las inminoglobulinas
animales se reporta que existe reconocimiento y afinidad por la protefna A y queenla

mayorfa de las clases dicho reconocimiento se da por la porcién Fe. (36)



APLICACIONES DE LA PROTEINA A

La proteina A se ha convertido en un reactivo inmunoqufmico extremadamente
importante, més alld de su capacidad para aislar IgG osubclases de IgG. Se ha utilizadoen
métodos como inmunoensayos de linfocitos, antigenos tumorales de superficie celular,
antfgenos y anticuerpos virales, ensayos de anticuerpos IgG especificos a un antigeno en
suero ¢ anticuerpos monoclonales producidos por hibridomas para la cuantificacién de
ant{genos en fluidos fisiol6gicos. (36)

Labacteria dela cepa Cowan I muerta por calor y fijada con formalinaes ofrecida
por algunas companifas comerciales, representando una alternativa a la precipitacién con
doble anticuerpo o a otros métodos de separacion de antigeno marcados o complejos
Antigeno-Anticuerpo. (36)

La precipitacion con proteina A en fase sélida también es una forma 1til para
aislar complejos inmunes de suero; asi como también demembranas celulares solubilizadas
o de otras fuentes. (35)

Algunos autores reportan la utilizacion de protefna A en la serotipificacién de
microorganismos, basindose cn ant{genos estables al calor, usando una combinacién de
técnicas, dentro del andlisis de reacciones cruzadas, asf como también en la técnica de
coaglutinacién, la cudl se ha comparado con otras téenicas inmunoenzimaéticas como la
contrainmunoclectroforesis (CIE), resultando la ceaglutinacidn altamente sensible y

especifica. (35)



GENERALIDADES

El célera es una infeccion intestinal aguda, grave, que se caracteriza por la
aparicién brusca de diarrea acuosa y abundante, vémito, deshidratacién rapida, acidosis,
colapso circulatorio y en los casos no tratados se produce la muerte dentro de las 24 horas
siguientes a su aparicién. También se sabe que la infeccién puede ser asintomética o solo
provocar una leve sintomatologfa. Laletalidad en los casos graves puede exceder el 50%,
pero si se aplica el debido tratamiento se reduce a menos del 1%.(13, 17)

El diagnéstico se realiza mediante la busqueda del agente etiolégico, el cudl debe

confirmarse mediante reacciones bioquimicas y serolégicas (13, 17).

AGENTE ETIOLOGICO

El género Vibrio es un grupo muy amplio de microorganismos que se han
clasificado dentro de la familia_Vibrionaceae junto con otros tres géneros:
- Photobacterium
- 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 unodelos cuales tiene
un flagelo que lo hace mévil; puede presentarse aislado o en cadenas con aspecto de

espirales cortas en forma de “5” (dos células). No tiene cApsula ni forma esporas.( 11, 17)



Es anacrobio facultativo ya que posee ambos metabolismos, es decir, tanto
respiratorio como fermentativo; no fija nidesnitrifica el nitrégeno, quimiorganotrofo,
capaz de crecer en un medio mineral con glucosa y NaCl, oxidasa positivo, indol positive

y Voges Proskauer positivo (segtin cuadro No. 1) (11, 17).

Varias especies de Vibrio son patdgenas para el hombre asf como también para
animales marinos. Existenmasde 20 especies de Vibriodelas cuales sélo 12 sehan encontrado
enmuestras clinicas humanas. Cincoespecies han mostrado ser causantesoestar asociadas
con diarrea. El Vibrio cholerae es causante de célera, el Vibrio parahaemolyticus causa gas-
troenteritis aguda, Vibrio fluvialis, Vibrio hollisae y Vibrio mimicus son causantes de diarrea

de leve a moderada.(17)

El Vibrio chalerac se divide en Vibrio cholerae O1 y Vibrio cholerac NO O1 (de los
cuales existen aproximadamente 72 serogrupos). Todos los vibries comparten unantigeno
flagelar (H) comiin. El Vibrio cholerae O1 incluye 2 biotipos el Cldsico y El Tor, dentro de
los cuales hay 3 serotipos que se diferencfan entre sf por la composicién de su ant{geno

somético:

OGAWA (AB)
INABA (AC)
HIKOJIMA (ABC)



| TABLA No.3 - E
‘ CLASlF]CAClON DEL ber!o "cholerae EN BASE A SUS
ANTIGENOS SOMATICOS

Vlb(ia cholerae

1
01

‘(mésde ﬁ'éeréérupos) 2 (c6lera Asidtico)

CLASICO EITOR

Serolipos

IN ICBA OGAWA HTt(OIIMA

f 1
NO TOXIGENICO TOXIGENICO

Latoxigenicidad de Vibrio cholerae O1 depende en gran parte de 1a produccion
de la enterotoxina, la cudl es una protefna oligomérica con peso molecular de 84000 d;
compuesta por una subunidad A, de 21000d, una subunidad A,de7000d y 5 subunidades
B de 10000 d cada una. Se inactiva a 100°C por 15 minutos, es resistente a los dcidos; est4
estrechamente relacionada a la toxina LT de Eschierichia coli, y produce ademAs anticuerpos

neutralizantes (15).
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CUADRO# I

DIFERENCIACION ENTRE Vibrio Y OTRAS BACTERIAS

ORGANISMO FONDO DEL TSI | OXIDASA LISINA | ARGININA | CRNITINA LICUEFACCION
ACIDO GAS HS DESCARB.} DIHIDR. | DESCARB. GELATINA

Vibrio cholerae + - - + + - + ; Y

Aeromohas
hydrophila + B - + o] +

Plesiomonas
shigelloides + - - + + +

Enterobacterias + D D - D D

+Pasitivo - Negativo D Diferente tipo bioquimico

3WaAN! |

LO 9813/0Y2 OlIQIA 3Q TVNANVIN

[ 1661
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CUADRO#2

CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE LAS ESPECIES DEL GENERO Vibrio

=2
>
ESPECIES CRECIMIENTO EN NaCi VOGES ARGININA é
0% 6% 8% PROSKAUER 1
1ol
/. cholerae + +- - %l . ‘m
V. alginolylicus - + + + - =
/. cincinnatiensis - + + - Bes
/. damseka * - + - + + Sl
/. fluvials - + +l- - + ol
. -
. furnissii 2 - + 4+l - + Q'
/. hollisae - + - - L 5‘ :
. metschnnikovii ® +- + +- + L o
/. mimicus + +- - - - 10
/. parahaemolyticus * - + + - - =
/. vulnificus - + - B ’
‘Ureasa {+)

?Gas de glucosa
*Cxidasa (-), nitrato (-)

1661
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CUADRO CLINICO

- Laenfermedad causada por el Vibrio cholerae Oles conocida como COLERA la cual
se caracteriza por la falta de apetito, malestar abdominal y diarrea lfquida inicialmente de
color café pero que rapidamente adquiere un color palido como de agua de arroz. Las heces
son isotonicas, no tienen protefnas pero poseen bicarbonato y potasio, se produce
deshidratacién, no hay fiebre, ni sangre, ni moco; pero puede aparecer vémito y dolor

abdominal.(17)

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

colapso circulatorio acompanado de pulso periférico ausente y presion arterial no detect-

able.(17)

Gran parte de lasinfecciones por Vibrio cholerac O1 son asintométicas, o presentan
manifestaciones que no pueden distinguirse de las diarrcas causadas por otras etiologfas

(13,17).



PATOGENESIS

* Cuando los vibriones han sido ingeridos y sobreviven al pH 4cido del estémago
pasan al intestino delgado multiplicAndose rapidamente, con la consiguiente autélisis y

disolucién de las células liberando la enterotoxina.(13)

De la toxina producida por el Vibrjo cholerae O1, las subunidades B de la toxina de
colerasonresponsables delafijacién alreceptor especifico, GanglidsidoGM, queselocaliza
sobrela membrana celular del epiteliointestinal del huésped. La subunidad A dela toxina,
activa el complejo enzimético adenilato ciclasa en las células incrementando los niveles
intracelulares de AMP ciclico que provocan la hipersecresién de electrolitos y agua, dando
como consccuencia una diarrea isoténica con respecto al plasma. El resultado es la
aparicién de hiperemesis (vomito) y una excresion masiva de heces acuosas en las que hay
fléculos blanquecinos semejantes a granos dearroz, se produce hipotermiay deshidratacién

que llega a causar la muerte (13, 15, 17).
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En 1988, seregistrd el colera en més de 30 paises. Hasta 1991, se consideraba que
la region de América del Sur se encontraba libre de colera, pero el 29 de Enero se iniciaba
la epidernia de célera en Pery, identificAndose Vibrio cholerae O1, biotipo El Tor, serotipo
Inaba (21).
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- EPIDEMIOLOGIA -

" En 1973 se’reporté el cSlera en la costa texana del Golfo de México, en 1978 en

Louisiana, 1981 en Texas y dos afos después se reporté un solo caso en Canctin.(18, 19)

Duranite los ltimos diez afios se reportaron alrededor de 40,000 casos anuales

en 55 paises, la mayorfa africanos y asisticos.(19)

La difusién del célera sigue las rutas migratorias y comerciales de los pueblosy
enuna época de transporte ripido puede utilizar las vfas aéreas y marftimas, pero en una
zonadeterminada se puededesplazar por via terrestre, através del excremento, en alimentos

frescos o bien en bebidas contaminadas (19)

Fué hasta 1978 cuando se reporto unaislamientode Vibriocholerac O1 enel drenaje
de Rio de Janeiro, Brasil, pero no se reportaron casos en humanos. En 1988 se reportaron 2
casos dediarreaen turistas que visitaron Per, los cuales fueron los primeros aislamientos

de Vibrio cholerae O1 provenientes de humanos en Sudamérica (18).

E131 de Enero de 1991 se reportaron otros casos de coleraen Perd, para el 15 de
Abril se habfan notificado 146,877 de los cuales 1,045 fueron muertes. La mayorfa de los
casos corresponden a Lima, Puerto de Chimbote, Piura, La Libertad y otras regiones mas.
Durante los primeros 72 dfas se presentaron alrededor de 2,000 casos diarios, y el tiltimo
reporte indica 297,000 casos acumulados. Las cepas aisladas corresponden a Vibrio cholerae

O1 biotipo El tor (19).

Ecuador reporté en total 1,216 casos y 35 muertes por célera hasta el 7 de Abril
de 1991, cuya fuente de infeccion  fué un pozo de agua que abastece ala comunidad asf

como los alimentos marinos.(19)



L En Colomb se ln lé el reporte el 8deMarzo yhastael 11 de Abril DE 1991 fué
c se a1 6 Vlbna chulemeOl biotipo El Tor, serotipo Inaba.(19)

89ten Chile reéortaron el primer caso donde se aislé Vibrio

“reporté 5 probables casos con confirmacién

“Lo5 BI17-de-Abril-de 1991 Brasil,
" pendiente.(19) "

Es muy probable quecl Vibriocholerae O1 circulara desde meses antes del reporte
del inicio de la epidemia. Su distribucién geografica (de la epidemia) abarca 1500 kmalo
largodela costa peruana, ecuatoriana y parte de Colombia; su fuente de contagio se puede
suponer que fueron losalimentos marinos y las condiciones bajas de saneamiento. Dichas
condiciones fueron fundamentales en la difusién de la epidemia. Su prabable origen

pudieron ser pacientes infectados o alimentos contaminados provenientesdeAsia y Africa

(22),

En una siguiente ctapa se difundié a pafses centroamericanos, del Caribe y

México.(22)

En México el ingreso del ¢dlera fué notificadoen Saltitlo el 27 de Juniode 1833 y
tiempo después en Campeche, Yucatiny Tampico, donde morfan 140 personas diarias. La
epidemiasepropagé aSanLuis Potosfy Guanajuato; para Agostosereporté yaenlaciudad
de México, Guadalajara, Puebla y Oaxaca, es decir, que desde la primera invasién se

extendié por toda la Repuiblica.(22)

El cdlera originé epidemias en 1849 y 1854 por todo el territorio causando alrededor
de 200,000 muertes. De 1855a 1871 el clera fué endémico cuya transmisidn se efectuaba

sin interrupcién.(22)

19



En 1882 nuevamente se presentd una epidemia en Chiapas, Oaxaca y Tabasco;
en esta ultima epidemia se observé quela propagacién sigué rutas comerciales y el sentido
de las corrientes de los rfos, terminando en Juchitén (Oaxaca) donde se logré extinguir la
enfermedad a mediados de 1883.(19,22)

Las epidemias de colera como las del siglo XIX en nuestro pafs, no se han
repetido. El colera se extinguio antes de que se conocieran los métodos epidemioldgicos
descritos por Snow en 1849 o ol descubrimiento del Vibrio por Koch (un ano después)

(18,19).

‘ E! 17 de Junio de 1991 se recibid una muestra de materia fecal de San Miguel
Totolmaloya, Municipio de Sultepec, Estado de México; resultando positiva para Vibrio
cholerae O1, El tor, Inaba. Parael 24 de Junio ya eran 16 los casos confirmados delos cuales

5 requirieron hospitalizacién.(19, 22,23)

El 26 de Junio de 1991 se recibic una muestra de Tepeji del Rfo en el Valle de

Tula, siendo positiva para Vilbrio cholerae O1, E! tor, Inaba (23).

De Agostoa Noviembre de 1991 el colera alcanzé gran parte de la Repuiblica (ver

tabla 4).

Enresumen, trece paises de América Latina reportaron casos decéleraen el afio
1991, cuya formade transmision fué endemo-epidémica parael caso de Perty; para Ecuador,
Colombia, Guatemala, Panami y México fuéde forma epidémica; Brasil, Chile, ElSalvador
y Bolivia en forma de brotes; Honduras y Estados Unidos como casos aislados, incluso
muchos de ellos no tienen relacion con la epidemia en Sudamérica, Elltimo pafs que se
incorporé a esta situacién fué Nicaragua presentando para el 11 de Noviembre un caso de

Vibrio cholerae ©O1.(22,23)
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Nueve meses después del inicio de la epidemia se registraron 327,108 casos de
" cdlera con 3,486 defunciones y m4s de 107 provincias afectadas, dentro de! 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 0 6 1
COLIMA 0 0
CHIAPAS 3 20 2
O.F. 0 21 o
EDO. MEXICO & o
GUERRERO 0 0
HIDALGO 70 12 10
JALISCO o 0 1
MICHOACAN o 23
MORELCS o 8
OAXACA 2 8
PUEBLA 61 66 4
TABASCO o 21 123
VERACRUZ 39 49 35
YUCATAN 0 0 42

206 197 284

TOTAL

22

NOVIEMBRE

16
4
16
14
o]
29
20
0
23
12
11
0
7
18
47
381
1068



A seme]anza de otrns enfermedades infecciosas el célera presenta variaciones
estacionales caracterfsucas, aunque la estacién varfa segtin las regiones, como por ejemplo,
Ven Dacea se inicia después de las lluvias del monzén y desaparece en los meses célidos y
secos, en camblo, en Calcuta, al otro lado del Delta del Ganges - Brahmaputra, el c6lera se
inicia en la estacién célida y termina en las lluvias del Monzén. Aun no se conoce la causa

de estas variaciones estacionales. (15)
Las epidemias pueden ser de dos tipos:

- explosivas.- tienen una fuente comiin o un vehiculo comin y puede
reconocerse ripidamente por la aparicién de un ngmero elevado de casos en una

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

- lentas.- se manifiestan por un pequeiio niimero diario o semanal de casos, en
estos brotes no esté claro el modode transmision. En muchos casos la contaminacién del
agua puede infectar una elevada proporcion  de la poblacién, o bien, puede deberse ala

propagacién por contacto(15, 17)

El colera ataca a personas de bajo nivel sociceconémico, no se conoce ningin
factor nutricional o gastrointestinal que predisponga a la infeccién o a la enfermedad. El
sexo parece cjercer cierta influencia ya que los primeros casos en los que se observa son

varones adultos, debido a la mayor movilidad.( 17)

La morbilidad por edades varfa seguin sea el célera (endémico o epidémico), es
decir, en zonas indemnes ataca sobre todo a personas adultas, en cambio en zonas

endémicas la incidencia es en la poblacién infantil.(17)
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El periodo de incubacién es variable, aunque en general, oscila entre 1a 5 dfas.
En un brote causado por una fuente comuin, el periodo de incubacién fué de 48 horas.( 17,
25)

El reservorio natural conocido es el hombre, siguiendo un ciclo de transmisién
hombre - medio ambiente - hombre. Aunque por lo general el sujeto infectado excreta
vibriones por pocos dfas, la elevada proporci6n de infecciones asinlomaticas hace que el

ciclo de transmisién se mantenga (25, 15,17).
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DIAGNOSTICO

La identificacion de Vibrio cholerae O1 causante del cblera, en el laboratorio se
lleva a cabo a partir de las muestras de materia fecal o vomito del paciente, se inoculan
directamente osetransfieren a medio de transporte Cary-Blair (endonde se conservanpor

varlos dfas) (27, 13).

El caldo de enriquecimiento recomendado tanto para muestras directas como
para el Cary-Blair es ¢l agua peptonada alcalina (pH 9.0) incubando de 6 a 8 horas a 37°C.
13

De aqui se siembran placas de Agar TCBS por estria cruzada, y se incubar por 18
-24 horasa37°C. Las colonias tipicas en este medio son amarillas, un poco convexas. Las
colonias sospechosas se pasan a una placa de Agar Base para Sangre (BAB) para realizar
serologfa y prueba de oxidasa. De esas mismas colonias se siembran las pruebas
bicquimicas, incubando de 18 a 24 horas a 37°C (13).

Las pruebas bioquimicas empleadas son:

MEDIO MIO
Esunmedio semisélido, se siembra por picadura. Sirve paraleer la movilidad,
produccidn de Indol y descarboxilacién de la ornitina, la cual se lleva a cabo en anaero-

biosis.(13)

-
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AGAR DE HIERRO Y TRIPLE AZUCAR_ (TSD

Es un medio sdlido, se siembra por picadura y estrfa. Sirve para determinar la
fermentacién de glucosa, sacarosa y lactosa, ademds de la produccién de gas a partir de
glucosa y la produccidn de dcido sulfhfdrico que precipita como sulfuro férrico al

reaccionar con el hierro.(13)

AGAR DEHIERRO_Y LISINA__(LIA}

Es también un medio sélido, se siembra por estrfa y picadura, sirve para

determinar la descarboxilacién de la lisina que se lleva a cabo en anaeroblosis y la

desaminacién de la lisina en acrobiosis.(13)

CALDO ARGININA
Es un mediolfquido, el cuil puede demaostrar 1a descarboxilacién dela arginina
enanaerobiosis. Después deinocularseeslecaldo, debesellarseconvaselinaliquida oaceite

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

PRUEBA DE OXIDASA

Esta prueba se realiza en una tira de papel filtro colocado sobre una caja petri, se
ponen 2a3 gotas del reactivo de oxidasa (N,N,N,N, tetrametil parafeniléndiamina). Se
coloca un pequedio inGeulo con un asa de platino (no de nicromo) o un palillo de madera

sobre el papel impregnado con el reactivo(13)
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Si después de incubar las bioqufmicas, los resultados concuerdan con los de
Vibrio cholerae (ver cuadro No. 1), realizar la prueba de oxidasa y sies positiva, se confinna
con serologfa, esto por medio de aglutinacién en placa con los antisueros polivalentesO1,

Ogawa e Inaba (13, 30).

Existen otras pruebas de diferenciacién como puede ser:
- Sensibilidad a la polimixina B

- Sensibilidad al Fago del grupo IV

- Hemdlisis

- Susceptibilidad a antimicrobianos

- Pruebas inmunocenziméticas para deteccién de toxina

Entotal paralaidentificacién completadeun cullivo de Vibrio cholerae se requieren
por lo menos 3 dfas, por lo tanto es importante el desarrollo de técnicas rdpidas por medio

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

Entre otras técnicas que se han desarrollado para la deteccién répida de

enterobacterias, existe el método de diagnéstico por COAGLUTINACION.(1)

LA TECNICA DE COAGLUTINACION para la deteccién de V. cholerae 01 ha

sido ensayada por varios autores que reportan resultados alentadores de sensibilidad y
resultados en menos de 10 horas. Esta técnica es lo contrario al método de aglutinacién
pasiva, pues anticuerpos especificos son unidos a un acarreador que al ser combinados con

el antfgeno homélogo, forma agregados macroscdpicos (6, 12, 20).
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Para este procedimiento se aprovecha la capacidad del Staphylococcus aureus
Cowan 1 para fijar protefnas a supared. Se ha encontradoquela proteina A es principalen
la pared del Staphylococeus y que tienelahabilidad de unirsecon granafinidad y especificidad
a laregioncristalizable (Fc) de las inmunoglobulinas de varias especies animales, dejando
libre la regién que reacciona con los antfgenos, es decir, el sitio de combinacién del

anticuerpo (Fab) (2,6, 1).

Cuando el antigeno apropiado se combina con los sitios de unién al antfgeno

(Fab) del anticuerpo, se forman grandes agregados que indican la interaccién especifica




" TRATAMIENTO

En la mayoria de los casos de célera, se puede manejar mediante ta administracion
oraldesoluciones desalesderehidrataciénoral (SRO), cuyocontenidode agua y electrolitos
deberd aproximarse a la pérdida de agua yelectrolitos en la heces diarreicas. Las soluciones
endovenosas se utilizan sdlo en caso de rehidratacién inicial , en casos gravemente
deshidratados o en caso de shock; dicho tratamiento se realiza cuando el voltimen de las

heces excede los 7 1t / dia en una persona de 70 Kg de peso.(17)

En general el tratamiento consiste en aplicar soluciones de rehidratacidn con
equipos desechables, como lasolucién de Ringer conlactato desodio, arazén de unlitroen
losprimeros 15 minutos y después otrolitro cada 30 645 minutos. Lasolucién salinanormal
o solucidn salina con glucosa al 5 % son menos eficaces y la glucosa simple en agua es

ineficaz.(17)

En otros casos, Jos antibisticos pueden reducir el voltimen y duracién de 1a
diarrea, y acortar el periédo de excresién del Vibrio Cholerae . Los antibi6ticos deberdn

administrarse por v{a oral tan pronto como el vémito cese.(17,27)

La tetraciclinaes el antibidticode eleccion pues inhibela sintesis protéica, su vida
media es deaproximadamente 8 horas, con concentraciones terapéuticas a las 4 horas; debe
ser administracla por via oral, se elimina por via renal, atraviesa barrera placentaria y se
excreta por leche materna. Ladosis en nifios es de250 mg / dfa y adultos de 500 mg 4 veces

al dfa durante 3 dfas.(27)
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La doxiciclina, antibiético de accién prolongada se administra en una sola
ocasién en dosis de 300 mg a mayores de 5 aflos. Otros antibiéticos utilizadas son la

eritromicina y el cloranfenicel (17, 27)

No. deberan utilizarse antidiarreicos, antieméticos, antiespasmédicos, cardi-
oténlcos o corticosteroldes ya que detienen la eliminacién del microorganismo en ia heces

(13, 17,27, 30).
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OBJETIVO ESPECIFICO
- Obtener un reactivo de coaglutinacién a partir de cada uno de los sueros y con
la cepa de Staphylcoccus aureus Cowan 1.

OBJETIVOS PARTICULARES

- Obtener cuatro sueros polivalentes para la identificacion de Vibrio cholerae 01,
siguiendo diferentes esquemas deinmunizacién en conejos blancos Nueva Zelanda de 3 kg

de peso, sangrando a diferentes tiempos.

- Evaluar el reactivo concultivos dereferencia de Salmonella, Shigella, Escherichin
coli, Aeromnonas, Plesiomonas, Proteus, Vibriocholerac NO O1 y Vibrio cholerae O (Ogawa e

Inaba).

- Probar el reactivo con muestras clinicas de heces y aguas de monitoreo,

comparar su especificidad con la técnica de aislamiento de Vibrio cholerac O7 por cultivo.
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MATERIAL

= Asa bacteriolégica - (platino)

e Cenh'(fuga =
- Gr.adillas
- Limpara de luz blanca
- Matraces Erlen Mayer
- Mechero
- Pipetas de 10 ml
- Pipetas Pasteur
- Placas petri de metal (15 cm de didmetro)
- Portaobjetos

~ Potenciémetro
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- Probeta
- Termémetro-
= Tripie
i '-Telra deasbesto
-Tﬁpos de éngayé :
- Tubos de cdnt*‘fgu f;\ (polipfopileno)
-Viales. 50 ml

- Vortex
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MATERIAL. BIOLOGICO

; - Conejos fblé\ihgo.{‘r\!“

= Cepa de Staphylotocctis aureus: Cowan I (proveniente del INDRE)
- Cepas de Referencia:

2 Sahmonella

2 Shigella

10 E, coli

1 Acromonas

1 Plesiomonas

2 Proteus

10V. chelerac NO O1

5 V. cholerae NO O1 (referencla CDC)

3 V. cholerac O1 Inaba (VC13,226, Inaba)

4 V. cholerac O1 Ogawa (VC12, 6041, 299, 310)

- 150 muestras de heces de casos de colera, provenientes de diferentes estados de la
repiblica.

- 10 mwuestras de aguas negras, provenientes del estado de México.



" REACTIVOS Y:MEDIOS DE CULTIVO -

BIOXON *i:+

. -Agar de'Hierro y Lisina“(LIA),

Triple Azticar:(TSD), BIOXON . . .

usion Corazén - (HIA);“ BIOXON - S

- Ag@:azdestilada i

. l}ase ;‘gar Sangre (BAB), BIOXON e

- Benzal | e

« Buffer de fosfatos salino (PB5)  pH=7.3
- Caldo Infusién Corazén (HI), BIOXON

- Caldo Soya Tripticaseina (TSB), BIOXON
- Caldo Arginina

- Cloruro de sodio (NaCl)

- Formol

- Fosfato &cido de sodio  (Na,HPO,)

- Fosfato didcido de sodio (Nai,PO, H,0)
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- Hipoclorito de'sodio .

L Peﬁ!bnd,de cé's;eiﬁa;,y(réfa’c’tivo)k .

Todos los reactivos se preparan de. acuerdo con las indicaciones especificadas

por el pr’dvedbﬂ et S o :

36



PRODUCClION '_,V'DEL REACTIVO
. COAGLUTINACION

1. METODO DE OBTENCION DEL ANTIGENO
- Inocular una asada de la cepa de Staphylococeus aureus Cowan I en viales de 50

ml con caldo soya tripticasefna (TSB)., incubar a 37°C por 18 horas.
- Del caldo de cullivo anterior, pasar 10 m! a cada una de las 10 placas (15 cm

didmetro) de Agar Basc para Sangre (BAB), incubar 18 horas a 37°C.

- Cosechar el cullivo con aproximadamente 10 ml de solucién buffer de fosfatos
(PBS) de pH= 7.3, colocar en tubos de centrifuga (polipropileno) y centrffugar 30 minutos

a 3000 rpm. Obtener el paquete celular,

- Hacer 3 lavados mds con solucion buffer de fosfatos (PBS) durante 30 minutos

a 3000 rpm; descartar el sobrenadante.

- Después del tiltimo lavado, agregar al paquete celular una solucién preparada

de PBS - Formol al 0.5 %, resuspender perfectamente y dejar 3 horasatemperaturaambiente

(volimen a volimen).

- Centrifugar, eliminar el sobrenadante y hacer 31avados mis con solucién buffer

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

- Adicionar 'BS, resuspender perfectamente el paquete celular durante T horaa

80“C en bafto marfa .

- Realizar nuevamente 3 lavados con PBS descartando el sobrenadante; y al

ultimo paquete adicionar PBS en una proporcién de 1:10 para su conservacién.
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lI.PRODUCClON DEL" ANTISUERO DE Vibrio Cholerac
01 POLIVALENTE

1LIOBTENCION DEL INMUNOGENO: - .

- Todas las cepas de Vibrio cholerac O1 (In: on placa deben ser lisas

y no autoaglutinar en solucién salina.

- Inocular 2 placas de Agar ln[uﬁién Cor 6 (HIA) por cepa. Incubar a 37°C

por 24 horas. Hacer tincién de Gram.

- Inocularen un matrazde2 litros conteniendo 200 mi de Caldo Infusién Corazén

(HIB) con el cultivo anterior.

- Checar la pureza de los cultivos mediante la tincién de Gram. Centrifugar el
cultivo a 3000 rpm por 30 min., resuspender en solucién salina 0.85 %. Calentar en bafio

marfa a 100°C por 2 horas.

- Centrifugar el cullivo anterior y resuspender en aproximadamente 50 ml de

aleohol al 95 %. Dejar toda la noche a 37°C.
- Repetir el paso anteior.

- Centrifugar, decantar el sobrenadante y resuspender las células en 50 ml de

acetona.

- Repetir el paso anterior,
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- Resuspender las células en una pequeiia cantidad de acetona y rapidamente
vaciar en una caja petri estéril para secar. Cuando la acetona se ha evaporado (alrededor
de 1hora), raspar las células de la caja y dejar secar de 3a 4 horas y después toda la noche

a 37°C.

- Después de que estin secas, pulverizar en un mortero estéril y vaciar en un
recipiente hermético estéril. El polvoresultante se guarda indefinidamente a temperatura

ambiente para su posterior uso como inmunégeno.
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~ M2CALENDARIO ‘DE INMUNIZACION

: - Para él ianiisftbm polivalente, mezclar las 2 vacunas Ogawa e Inaba (obtenidas

o é_di_fnie‘nto dnge_r{rnr) en cantidades iguales, suspender en solucién salina 0.85 %

er. 155 déﬁSidadés menclonadas abajo (de acuerdo con el nefelémetro de Mc

= Inocular conejos intravenosamente en la vena marginal de laorefa de 4 a 5 dfas

en intervalos, de la siguiente manera:

1a inoculacién  0.25mi Me Farland #2  600x10* bac/ml

2a . 0.5ml #3 900x10°
3a 1.0ml #4 1200x 10*
4a 20ml #5 1500x 10*
5a 4.0ml #5 1500 x 10°
6a 4.0ml #6 1800 x 10°

- Realizar sangrfa de prueba a los animales una semana después de la tltima

inoculacion.
- Determinar el titulo por aglutinacién en placa {ver método) usando antigenos
vivos, Sangrar los conejos si el antisueroda 4+ de aglutinacién en un minutoa una dilucién

de 1:10 0 mayor.

- Silos conejos no dan una buena respuesta inocular 2 veces més con 4 ml cada

una. Sangrar de prucba una semana después de la iltima inoculacion,

- Esterilizarlos antisueros por filtracion y agregar un volimen igual de glicerol.
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t2CALENDARIO DE INMUNIZACICN

- Para el antisuero polivalente, mezclar las 2 vacunas Ogawa e Inaba (obtenidas
por el procedimiento anteriror) en cantidades iguales, suspender en solucién salina 0.85 %
hasta obtener las densidades mencionadas abajo (de acuerdo con el nefelémetro de Mc

Farland).

- Inocular conejos intravenosamente en la vena marginal de la oreja

de 4 a 5§ dlas en intervalos, de la sigulente manera:

1a Inoculaciésn  0.25 mi Mc Farland #2 600 x 10 bac/m|
2a 0.5 m! #3 900 x 10
3a 1.0ml #4 1200x 10
4a 20 ml #5 1500x 10
5a 40 mi #5 1500 x 10
6a 4.0 ml #6 1800 x 10

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

la altima inoculacién.

- Determinar el titulo por aglutinacién en placa (ver método) usando
antigenos vivos. Sangrar los conejos si el antisuero da 4+ de aglutinacién en

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

- 8i los conejos no dan una buena respuesta inocular 2 veces mas con

4 mi cada una. Sangrar de prueba una semana después de la ultima Inoculacion.

- Esterilizar los antisueros por filtraclon y agregar un veolimen iguai

de glicerol.
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H3EVALUACION

- Evaluar el antisuero por aglutinacién en placa utilizando cultivos frescos de
varios aislamientos de V. cholerae serotipos Ogawa e Inaba y con varias cepas de Vibrios no
coléricos. Elantisueronodebereaccionar con ningtin cultivoque no corresponda a V. cholcrae

01, ademas se evaliia con cultivos de referencia de Aeromonas y Plesiomonas.

- El titulodel antisuero esla mayor dilucién que da 4+ de aglutinacién al minuto.
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ULMETODO DE-"AGLUTINACION EN PLACA

lptinaéén una gota de muestra (de la superficie del

tiibo) con wina pipeta pasteur.

-Afadifuna gola_doli reactivo y mezclar por agitacién durante un minuto.
- Observar las placas bajo una ldmpara de luz blanca.

-Dar unresultado positivo cuando existan grumos o aglutinacién; reportar desde

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

4+  grumos grandes y sobrenadante claro

3+ grumos grandes con sobrenadante ligeramente turbio
2+ grumos moderados y sobrenadante turbio

1+  grumos pequeios y sobrenadante turbio

Tr aglutinacién muy fina

() permanece sin cambio

- Correr la prueba junto con el control negativo, perosinobservarse aglutinacién,
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IV.SENSIBILIZACION DEL REACTIVO

-Mezclar una alfcuotadel reacivo de Staphylococcus concadauno de losantisueros,
mezclar durante 2 horas y media a temperatura ambiente; colocando 1 ml de reactivo con

0.5 m!l de antisuero.

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

minutos a 3000 rpm.

- Descartar el sobrenadante para eliminar el exceso de antisuero, y al paquete

celular obtenido agregarle 5 m! de PBS.
- Lavar 3 veces a 3000 rpm por 30 minutos.
- Resuspender en 2 ml de PBS, agitar y usar.

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

antisuero de Escherichia coli, (testigos negativos).
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REACTIVO CON' CEPAS DE

V.EVALUACION DEL
- . . : BEF’E‘R'EN‘CIA

_ = Deun cultivo en BAB tomar una asada de cada cepa

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

Shigella, Proteus, Plesiomanas, Acromonas, V. cholerae NO O1 y V. cholerae O1 (Ogawa e Inaba).
- Incubar de 4 a 6 horas a 37°C.

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

del agua peptonada.
- Observar las placas bajo Ja lampara de luz blanca.

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

debe haber reacciones cruzadas).

a4



VLEVALUACION DEL
'MUESTRA

L ,gtnécd!ér muestr de chsi[_e;algs ecasosde cdlera en agua peptonada alealina
(pH=9).: ' - e

;= Incubar dé 4 a6 horas a 37°C.

- Aglutinar en placa con el reactivo de coaglutinacién; tomando de la superficie
del agua peptonada.

- Observar las placas bajo la lampara de luz blanca.

- Dar resultado posilivo o negativo en base al grado de aglutinacién,



Seprepararon dantsuerescondiferentss calendarics deinmunizacion, inicidnd sse
con Binoculacionss ainternvalas de 3dizs en&ada inosulacidbny variando laconcentracion del
antigeno; Ja sangria de prueba se realizé una semana pesterior a la ulima inoculacion y
después la sangria en blanco. Para el ultimo antisuero se dejé al conejo descansar por dos
mases y se le reallzb una reinmunizacion, obteniéndose Ia sangria 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 O1), E. coli, Salmenella, Shigella, Proteus, Aeromonas
y Plesiomonas; para evaluar el titulo y observar si existe o no cruce antigénico con otros
microorganismos.,

De aqul se prepararon los reactivos de coaglutinacién sensibilizando con los 4
antisuaros; se probaron con las mismas cepas de referencia (ATCC) v se eligio el mas
sensible y en el cual no se observaron reacciones cruzadas.

Yaseleccionadoel reactivo se probd con las muestras clinicas y alavez sele realizé
el aislamiento por cultivo (como lo indica e! manual de técnicas (13).) para comparar
resultados.

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

coaglutinacion se realizaron por el metodo de aglutinacién en placa.
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RESULTADOS ~

“TABLA'1 Y 2

Enla tabla 1 se muestran los titulos obtenidos en los 4 antisueros producidos en
conejos contra Vibrio cholerae O1 polivalentes y realizados con diferentes calendarios de
inmunizacién, es decir, que las fechas en que se obtuvieron los sueros no son las mismas,
ya que el primer sucro tiene 2 meses de diferencia con el dllimo suero; de aquif que el
antisuero de mayor tftulo (suero 4) se evalué con otras cepas de Vibrio cholerae O1 tanto
Inaba como Ogawa para rectificar su tftulo, como se muestraen la tabla 2. Las cepas de
VibriocholeraeNQO1, Acromonas, Plesiomonas, no aglutinan con el suero, porloquenoexiste

ninguna reaccién cruzada.
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RESULTADOS -

TABLA No.1-.

_EVALUACION DE. LOS ANTISUEROS POLIVALENTES DE
Vibrio cholerae 01 CON CEPAS DE REFERENCIA

SUERQ 1. {(5deJulio de91)

D 12 14 1B 1:16-1:32 1:64 1:128 1:256 1:512
VC-12 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ i+ — —
vC-13 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 2+ —

Aeromonas —

Plesiomonas —

SUERQ 2 (25 deJuliode91)

D 12 14 1:8 116 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512

VC-12 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 1+ —_
vC-13 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 2+ —
Aeromonas —

Plesiomonas —
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SUERQ.3_ . (8 de Agosto de 91)

: D12 14 18 116 1:32 164 1128 1:256 1512

vC12 4+ 4+ 4+ 3¢,
ve-13 4 34 34 2¥

Aeromonas . =—

Plesiomonas —

ERQ 4 (9 de Septiembre de 91}

D 12 14 18 116 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512

vC-12 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 2+ —_
vC-13 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ —
Aeromonas —
Plesiomonas —
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TABLA No. 2

EVALUACION DEL ANTISUERO POLIVALENTE DE V. cholerae O1 CON
CEPAS DE V, cholerae INABA Y OGAWA OBTENIDAS POR AISLAMIENTO

ANTISUERO 4 (9 de Septiembre de 91)

D12 14 18 116 132 164 1:128 1256 1512

OGAWA -

6041 N T T T T A T PO
299 Ab AR 4d 4R 4k 4k el 3+ 26—
310 4+ 4+ 46 4T Ae A 4h 36 14 —
INABA

226 4 4+ 4v 4+ dv Av 3+ 2% —
INABA 44+ A 4e 4 A Bk 24 e —



TABLA 3

Una vez obtenidos los sueros, se prepararon los diferentes reactivos de
coaglutinacién con los mismas, de aquf se selecciond el reactivo de coaglutinacién con
mayor sensibilidad y se prob¢ con diferentes cepas tanto homélogas como heterélogas en
las cuales no se observé ningtin cruce antigénico como se muestra en la tabla 3.

Los otros 3 reaclivos de coaglutinacién posefan también sensibilidad y
especificidad pero en menor grado, por lo que unicamente se trabajé con el reactivo

sensibilizado con el antisuero 4.
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TABLA 3.

EVALUACION DEL REACTIVO DE COAGLUTINACION CON

DIFERENTES CEPAS DE REFERENCIA

V. cholerae  [0Ogawa)

V. cholerae  (Inaba)

V. cholerse NO O1

V. cholerae NO 01 (CDC})
E. coli

Salmonella

Shigella

Proteus

Aeromonas

Plesiomonas

REACTIVO DE
COAGLUTINACION

++++

4+

TESTIGO
NEGATIVO

Todas las cepas fueron inoculadas en agua peptonada alcalina {(pH=9) e

incubadas durante 6 a 8 horas.



TABLA 4

En la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos en la evaluacién del reactivo
con las muestras clinicas de humanos ; haciendo una comparacién con la técnica de
aislamiento por cultivo, observando que las muestras que resultaron positivas por
coaglutinacion, son las mismas que por aislamiento corresponden al Vibrio cholerae O1; de
las muestras negativas por coaglutinacion, pero por aislamicnto se detectaron como Vibrio
cholerae  O1; son muestras on las cuales el crecimiento en agua peptonada alcalina
posiblemente no fué detectado, por la que se pudiera incubar un mayor tiempoal sugerido

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



TABLA 4.

]

COAGLUTINACION

** FALSOS (1)
*** FALSOS (+)

EVALUACION DEL REACTIVO DE COAGLUTINACION
CON MUESTRAS CLINICAS DE HUMANOS

AISLAMIENTO DE
V. cholerae O1

170

TOTALES

* +

16*

TOTALES

33




DISCUSION

Podemos decir que todos los sueros obtenidos tenfan un titulo satisfactorio
considerando que los sueros con titulos mayores de 1:4 son aceptables segiin el manual del
CDC de Atlanta. Después de realizar pruebas con antigenos homélogos y heterélogos, el
suerodemejor titulo fué el antisuero4 conun calendario de inmunizacién més prolongado
debido a que ef contenido de 1gG probablemente es més elevado en la reinmunizacién, ya
que estas inmunoglobulinas son las que se fijan con mayor afinidad a la protefna A del
Staphylococcus aurens; por tal motivo se evalud con otras cepas de referencia tanto de Inaba

como de Ogawa, obteniéndose un titulo final de 1:64.

De la tabla 4 se observéd que existe una especificidad del 100% va que no se
detectaron ningin otro tipo de microorganismos, aunque su sensibilidad no fué muy
elevada pues se aislaron 16 casos por la técnica deaislamiento, no siendo detectados por el
reactivo de coaglutinacidn; sin embargo, la sensibilidad se¢ puede aumentar haciendo un
doble enriquecimiento, pues se cree que aun a las 6 horas no se logran desarrollar en un
nimeroconsiderable que se pucda detectar con el reactivo, por lo quese transfiereel hisopo
a otro tubo de agua peptonada alcalina pH 9, para lograr incrementar el crecimiento del

microorganismoenel medio y este puedaserdetectado mediantela técnica de coaglutinacién.

El reactivo de coaglutinacién se produjo para utilizarse como un método de
diagnastico, por tal motivo se considerd que para ser una buena metodologfa, debfa
compararse con otras téenicas como la de aislamiento por cultivo por mencionar alguna;
ademésseevalud mediante ciertos criterios los cuales se deben cumplir para queunmétodo
de diagnéstico sea bueno, Inicia con quela técnica de coaglutinacion 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 mas sensibilidad que especificidad; aunque es

importante la especificidad pues no se deben detectar falsos positivos, la técnica como
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método de diagndstico rdpido requiere que la sensibilidad sea mayor ya que asf se

descartarfan con mayor facilidad los negativos.

Otro de los criterios que seincluyen es que debe ser una técnica rdpida donde se
pueda dar un diagnostico presuntivoen el menor tiempo posible, punto donde se considera
satisfactorio pues solo requicre deBhoras para dar un posible resultado. Ademds debeser
una téenica facil de realizar y que norequiere de un gran equipoo material muy sofisticado
como pueden ser otras téenicas; ademds de que el personal quela realiza no requiere de un
gran entrenamiento para realizarla, solamente se requiere un poco de experiencia en la

lectura de la aglutinacion, pues es importante para poder dar un resultado correcto.

Finalmente se requicre que sea una téenica barata lo cual se cumple pues el
matetial necesario no es caro y delerminando un posible costo no sobrepasan los 500 pesos
por prueba, ademiés de que pucde realizarse tanto en el laboratorio como en el campo, pues

el equipo es muy simple y de facil adquisicidn.

Dentro de las posibles fallas que pudiera tener la técnica, se involucra la
produccion tanto del reactivo como del antisuero, para lo cual muchas veces se obtiene un
antisuero con un titulopor debajode 1:64 el cual, al sensibilizar el reactivo no se logra tener
muchasensibilidad enel mismoy por esocxista quizd la deteccion de falsos negativos, para
1o cual es necesario checar el titulo del antisuero antes de sangrar el conejo y asf tener un

reactivo de coaglutinacién lo mejor posible.

Considero que los probables problemas que pueden existir con la técnica, se
pueden afinar y lograr que esta sea una técnica de diagnéstico réipido pues como se
menciona anteriormente, esta técnica cumple con los criterlos que son: sensibilidad y
especificidad (probable no del 100%), rapida, facil de realizar y barata; por lo que se sugiere

comouna posible técnica de diagnésticordpido presuntivo paraladeteccién de Vibrio cholerae.
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'CONCLUSIONES

En ocasiones es necesario realizar una reinmunizacién en los conejos porteriores
a la sangria de prueba para obtener un tftulo suficientemente bueno para requerir una
cantidad minima de antisuero para sensibilizar el reactivo. La pared del Staphylococcus
aurcus tiene una gran canlidad de proteina A fijadora de anticuerpos. Se requiere una
cantidad minima de antisuero para preparar el reactivo, ya que solo se necesitan 0.5 ml de
antisueroparal mldereactivo. Se pueden detectar cantidades pequetisimasde Vibrio cholerac
O1 en medios de enriquecimiento como es el agua peptonada alcalina pH 9, y en unlapso
no mayor a 8 horas de incubacién; de tal forma que un resultado presuntivo se puede dar
enalrededor de 6 horas posteriores al procesamiento de la muestra. Es un reactivo demuy
bajo costo, ya que un volimen aproximado para 100 pruebas darfa alrededor de 400 pesos
por prueba. La técnica para utilizar o identificar el Vibrio cholerae O1 a partir de agua
peptonada es simpley sencilla que puedeaplicarse comorutina, pues norequieredeequipo
sofisticado ni personal especializado, ya que unicamente se necesita material para

aglutinaci6n.
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