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INTRODUCCION.

Existen discrepancias con respecto a la antigueéad b
el origen del célera., De (1), notable investigador de 1la
India, sefiala que el célera desde sus inicios no fué una
enfermedad exclusivamente asidtica, afirmaba que el
padecimiento estuvo presente en el mundeo e¢lisieco, en Arabia
y Europa en los siglos 17 y 18, Howard-Jones sin embargo,
manifestd su desacuerdo a este respecto, refiriendo que el
término "c8lera" aparece en escritos Hipocrdticos 2,400
afios antes de Cristo, y persistidé hasta finales del siglo
19, probablemente por no existir un acuerdo nosolégico,
razén por la que se aplicé para todos los tiposA de
enfermedad gastrointestinal esporadica, con diferente
etiologfia, s8in tener estos cuadros relacién con el
verdadero célera de la iIndia © el Asidtico (2). La
importancia de éstos planteamientos como lo ha sefialado
Gréenwood, radica en gue los casos clinicos del "edlera "
Europeo pudieron haber sido muy similares a los casos del
célera Asiatico, sin embarge los epidemiélogos en general,
concluyeron que las manifestaciones particulares del célera
que se observaron en Europa después de Waterloo, fueron
diferentes epidemiolégicamente de cualquier otra que se

hubiese visto con anterioridad (1).

La historia del cdlera es tdnica, pues de su lecho
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ancestral en el Delta del Ganges, de repente se difundid
explosivamente a todo el mundo come una ola gigantesca que
abarcd los 5 continentes, esto sucedid en varias ocasiocnes

durante el siglo 19. (2,4).

Con la actual se han presentado siete pandemias del
padecimiento. lLa primera se inicié en 1817 en la India
diseminandose rédpidamente primero a través del pais y
afectando posteriormente China, Japén y Siria bordeando el
Mediterrdneo. Se diseminé también en Armenia y la porcién
Europea de Rusia en Austrakhan sin excendérse mayormente
(5,6). Poateriormente inicia un largo recorrido de 20 afios
por el oriente desde China hasta Filipinas, siguiendo al
oceste por Arabia, subiendo a Rusia hasta llegar finalmente
a Inglaterra en 1823, de donde se embarcé para ir a Canadi
en 1832, pais en el que comienza su avance hacia el sur del

continente Americano (3).

El cSlera significé un cambio en el pensamiento de la
patologia infecciosa de las naciones afectadas y del mundo
entero, La antigua patologia bioldgica fué reemplazada por
una patologia biosocial. La segunda pandemia mostrdé por
primera vez el problema de la insanidad y 1la miseria
mundial a la que estaba encadenada gran parte de la
poblacién del mundo, obligando a los gobiernos sin importar

su ldeologia politica a tomar medidas sanitarias (3,7).
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En nuestrc pais el c¢olera se ha presentado durante la

segunda (1833), tercera- (1853), ‘cuarta {(1866) y séptima
(1991) pandemias (8).

La importancia del cSlera en México, en especial de la
pandemia de 1833 radicd en el carédcter de &sta. No fué una
pandemia con la cual la poblacién mexicana hubiera estado
acostumbrada a convivir. Era alge nuevo gue no respetd
grupos, clases sociales ni condicién econdmica y establecid

un verdadero corte en la historia de la patologia (3).

El primer casc de cdlera en México se presentd en
junio de 1833 en Saltillo Coahuila, propagandose a partir
de ese momento a la mayor parte del pais. Durante esta
epidemia murieron aproximadamente 200 mil personas. E1
dltimo caso notificado hasta antes del actual brote se dié

en Juchitan Oaxaca en 1883 (8}).

El arribo del célera a nuestro continente durante la
actual pandemia se debid probablemente, a la llegada de
individuos infectados © a alimentos contaminados
procedentes de paises de Asia y/o Africa. El primer pais
afectado fué Perd, iniciandose la epidemia a finales de
enero de 1991. De gran magnitud, por su elevada morbilidad
y gran extensidn geogr&fica (4,9). A partir de este pafis el
célera se difundié a Ecuador, Colombia, Chile, Brasil,

Estados Unidos, México y Guatemala.
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En junio de 1991 se reporté el primer caso .de la
actual pandemia de célera en nuestro pais.Esto se dié en
Sultepec, Edo. de México. A partir de éste se presentaron
diferentes brotes, viendose afectados los Estados de:
Hidalgo, Puebla, Tabasco, Chiapas, Guerrero, Veracruz,
Yucatédn, Distrito Federal y presentandose casos aislados en

otros estados de la Reptiblica. (9)

Desde el inicio del brote y hasta Abril de 1993 se
han notificado un total de 11 685 casos, con 146
defunciones registradas, relacionadas con el padecimiento.
La mayoria de los casog se han presentado en individuos del
sexo masculino. Del total de casos la mayor proporcién se
ubica en los grupos de 25 a 44 afios y en menor proporecifn
en los grupos de 5 a 14 afios, de 45 a 64 afios, de 14 a 24
aflos y en el de 1 a 4 afios en orden decreciente, La regién
sur que comprende los estados de Yucatédn, Tabasco, Chiapas,
Oaxaca, y Campeche acumula el mayor nimero de casos, con un
porcentaje de 40.73% en conjunto suman en los tres afios 4
760 casos cen 32 defunciones, siendo las entidades més
afectadas Campeche y Yucatdn. La regidn centro oriente
compuesta por Morelos, Veracruz, Puebla, Edo. de México,
Guanajuato, Tlaxcala, Quintana Roo, Hidalgo y Querétaro,
acumula 3 553 casos con un porcentaje de 30.40%, con 74
defunciones, resultando Veracruz, Morelos y Puebla los
Estados mis afectades. La regién centro occidente que

comprende: Guerrero, Michoacdn, Colima, San Luis Potosi, y
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Sinaloa han presentado 2 458 casos acumulados, 21.03% con
49 defunciones siendo Guerrero el mds afectado. La Regién
Norte comprende los Estados de Nuevo Leén, Chihuahua,
Tampico, Zacatecas, Coahuila, Baja California Sur y Sonora.
Acumulando 569 casos (4.86%) de ésto el Estado més
afectado es Tamaulipas con 4 defunciones. El D,F. ha
presentado 345 casos acumulados (2.95%) con 10 defunciones.
Nuestro Pais se encuentra en el nimero 13 en términos de
tasas de morbilidad c¢on respecto al resto de los paises de

América que han registrado casos de cdlera. (10, 11)

En la actualidad se reconoce la existencia de dos

variedades o biotipos de Vibrio cholerae del grupo

seroldgico 01 como responsables del cdlera epidémico, el
Cldsico y El Tor. De éstos existen tres serotipos Inaba,
Ogawa e Hikojima de los cuales loz m&s comines son los dos

primeros {6,12}.

La séptima pandemia se distingue radicalmente de las
anteriores por ser causada por una variedad de V. cholerae

conocida como El Tor. (2}

Entre 1959 y 1960, Dutta, De y otros investigadores
(7,6) identificaron una enterotoxina come la responsable
fundamental de la patogénesis del padecimiento. Se trata de
una proteina termoldbil que el wmicroorganismo secreta,

constituyendo el mecanismo b&sico de su virulencia. Es un
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activador de la adenilciclasa del epitelio intestinal danda
origen a alteraciones de 1la funeién intestinal. La
absorcién de sodio Yy agua se ve afectada por este proceso,
al mismo tiempo gue se estimula la pérdida en gran escala
de agua y electrolitos presetandose diarrea de tipo
gsecretor. La infeccidn presenta dos fases, la colonizacién
del intestino delgado mediante la adherencia del gérmen a

la mucosa, seguida de la produccidn de la enterotoxina (6).

El periodo de incubacién de la enfermedad es corto
pudiendo ser de pocas horas hasta un méximo de § dias. La
duracién del padecimiento es variable y va a depender por
un lado de las caracteristicas del paciente y por otro del
manejo terapéutico. La eXcresidn del gygérmen puede
prolongarse varios dias o semanas, razén por la cual esta

indicado el uso de antimicrobianos (7).

V. cholerae se multiplica e‘n la luz del intestino e
invade 1la mucosa, sin embargo no produce lesiones
histologicas por accidn directa. En ocasiones se observan
ciertas alteraciones tisulares debidas a factores
secundarios como la deshidratacién o el choque hipovelémico

(8).

V. cholerae es un bacilo aerobio, gramnegativo, curvo,
de extremos redondeados, en uno de los c¢uales tiene un

flagelo que lo hace sumamente mévil {7,12). Pertenece a la
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familia Vibrionaceae, filogenéticamente cercana a las
entercbacterias. Tiene mis de 90 serogrupos, pero sdlo el
serogrupo 01 puede ocasionar la enfermedad. V. choleras
sobrevive por periédos-de hasta 7 dfas fuera del organismo,
especialmente en ambientes himedos y templados. En el agua
puede vivir de unas cuantas horas hasta algunas gemanas,
preferentemente si é&sta se encuentra contaminada con
materia oxgénica, y tiene un pH entre 6 y 8, EL sodio es
requerimientoc absoluto para el crecimiento de la bacteria,
la mayorfia de las especies toleran las condiciones
alcalinas, es susceptible a la desecacién, ebullicién, al
cloro, y a otros desinfectantes, asf{ como a las
tetraciclinas y en menor grado a la estreptomicina y las

sulfonamidas.

El pH &cido menor de 5.0 les causa la muerte, motivo
por el cual el jugo gédstrico disminuye su viabilidad
(7,13). Por tal motivo una defensa importante contra la
infeccibn por éste gérmen es la Scidez gistrica (6,13). Si
ésta se nuetraliza o disminuye por cualquier medio, como
ocurre en la desnutricidn es mds fdcil que se presente la
infeccién y establezca la enfermedad a menos de que el
nmerc de microorganismos gue se ingiera no sea muy
elevado. La dosis infecciosa minima del V, cholera,
determinada experimentalmente, es del orden de 10 87

microorganismos.



En el cSlera, al igual que en muchas otras infecciones
se observan fendmenos de defensa especifica o proteccidn
inmunolégica derivada de infecciones previas. Sin embargo
también se han observado mecanismos de proteccidn natural
tal es el caso sin que se conozca el fundamento cientffico
de las personas con grupo sanguineo diferente al 0 gque
tienen menor predisposicién a adquirir el padecimiento

{6,13).

Durante 1la actual epidemia nos hemos podido dar
cuenta, gque ademds de V. cholerae del serotipo 01
responsable de la epidemia, se han aislado cepas de V.
cholerae de serotipo NO-01, de éstos se sabe pueden ser
agentes etiolégicos de diferentes padecimientos incluida la

diarrea (9).

Hasta recientemente, el nombre "Vibrio cholerae", el
2ibrio Y

término "Vibrios cholerae”, estaban generalmente
restringidos a los microorganismos responsables del cdlera
epidémico, y términos tales como "vibrios no aglutinantes
(NAGs) " y "vibrios no coléricos (MCVs)", se utilizaban
indistintamente para describir a todos los dewmds,
incluyendo los vibrios halofilicos y el grupo de vibrios
que son bioquimicamente idénticos a las cepas de cSlera

epidémico {14,15}.
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Los taxonomistas tratando de clarificar la
nomenclatura -del género Vibrio, incluyeron todos 1los
vibrios que bioguimicamente y por homologia del DNA fueron

similares en una s&la especie: V. gholerae. Las cepas

epidémicas fueron entonces clasificadas como ¥. cheolerae
del grupo Ol, y las otras como diferentes serotipos de la

misma especie, denomindndoseles ¥. cholerae NO-01 (14).

Las cepas de V. gholerae son bacterias de origen
marino ampliamente distribuidas en la naturaleza, algunas
de estas carecen de genéforo productor de la toxina
colérica. (16). Hemolizan eritrocitos de cordgro, dan la
reaccidn de VP positivas, y son resistentes a polimixiﬂa B
en concentracidn de 50 U.I. (13). Algunas cepas son
productoras de varias toxinas y otras substancias toxicas

incluyendo la hemaglutina/proteasa. (17}).

Los microorganismos pertenecientes al grupo NO-01 de
V. gholerae, se han relacionado con brotes epidémicos y
¢asos esporddicos de padecimientos gastrointestinales.
Cuando se identifican en casos esporddicos es dificil
establecer plenamente su participacién en el padecimiento.
En el caso de brotes epidémicos, las caracteristicas
clinicas varfan probablemente reflejando diferentes

caracteristicas de las cepas responsables (1).
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V. cholerae NQO-01 se ha aislado de heces de personas
con enfermedad diarreica en varios paises de los diferentes
continentes. En México existen varios reportes de
aislamiento de estos microorganismos (18,19). Sin embargo
la frecuencia de infeccién con estas bacterias no ha sido
estudiada plenamente.
Se conoce poco con respecto a la asociacidédn entre
aislamiento del wmicroorganismo y época del afie. En los
Estados Unidos por ejemplo la mayoria de las infecciones
ocurren durante los meses caluroscs. En Bangladesh, 1la
mayoria de los casos se presenta en la primavera y verano,
antes de que se pueda presentar el incremento anual de los
casos por V. cholerae en el otofio. La transmisién de estos
microorganismos como en la mayorfa de los agentes
responsables de diarrea es por el agua y alimentos

contaminados (7,3)

Las cepas de V. cholerase NO 01 se distribuyen
ampliamente en el medio ambiente. Se han encontrado en
drenajes, aguas superficiales contaminadas con aguas del
drenaje, aguas de estuarios, alimentes marinos y en
animales. Por tal motivo se considera a estos
microorganismos como acudticos y de vida libre. Sin embargo
no se ha establecido si estas cepas de vida libre son las
responsables de causar enfermedad en el hombre, o si la

patogenicidad se restringe a cepas adaptadas a colonizar el

intestino humanc.
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Se han identificado en este grupo de microorganismos
como mecanismos de patogenicidad, la produccién de
enterotoxinas semejantes a la de V. cholerae 01, asi como
una toxina termoestable y cuadros de enteritis no
relacionados con la elaboracidn de algin factor téxico.
(12). Sin embargo algunas cepas de V. cholerae tanto O1
como NO-O1 pueden causar diarrea por mecanismos en los que

no interviene la enterotoxina (13).

Las entercbacterias poseen una estructura antigénica
compleja. Los tres principales grupos de antfgenos gon el
O (somitico) el H (flagelar) y el K o Vi (capsulax) (20).
En lo gue se refiere a V. cholerae bacteria posee dos
antigenos principales: el somdtico (0) y flagelar ().

(2.

El antigeno O se ubica en la parte mis externa del
lipopolisacédrido de la pared celular, constituido é&ste de
unidades repetitivas de polisacdridos (20). El an&lisis de
los antigenos O generalmente revelan la -presencia de
polisacdridos (60%), lipidos (de 20 hasta 30%) vy
deoxihexosas (3.5% hasta 4.5%). Los anticuerpos producidos
contra antigeno O son predominantemente de tipo IgM, é&stos
tienden a aglutinar al antigeno en masas granulares, la
aglutinacién es relativamente lenta Yy se denomina
poliaglutinacidn. La presencia del antigeno (o] es

regponsable de dar variaciones en las cepas de lisa a
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rugosa asi como variacién en la forma (21,20). Sen
termoestables, no se destruyen al calentarlos a 100° C por
2 horas ademids de ser resistentes al alcohol y al &cido

diluido.

Los flagelos son apéndices filiformes compuestos en su
totalidad por proteina. Son los Srganos de locomocidn para
las bacterias que los poseen. Un flagelo esta compuesto de
una sola clase de subunidad proteica, denominada flagelina,
el flagelo esta formado por la agregacidn de subunidades
que forman una estructura cilindrica hueca {20). El
antigeno H se localiza en el flagelo y se desnaturaliza o
destruye con calor o alcohel (es inactivado al ser
calentado a 100° C por algunos minutos (12)}). Los
determinantes antigenicos del antigeno H estén en funcién
de la secuencia de amino&cidos de la flagelina. (21,20). La
aglutinacién flagelar ocurre siempre rdpidamente y en forma
de flcculo suelto o masas plumosas (21). La tipificacidn
serolégica de las bacterias gram negativas se realiza
identificando el antfgeno somitice "0Y, lc que permite
establecer el serogrupo bacteriano. Cuando son méviles se
realiza también la identificacidn del antigeno flagelar. La
identificacién tanto del antigeno somitico como del
flagelar nos permite establecer el serotipo de la bacteria.

El antigeno H en ¥. cholerae tiene poca importancia en
la determinacién del serotipo de la bacteria, dado que la

mayoria de las especies comparten &ste antigeno.
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JUSTIFICACION

La actual epidemia de cblera en nuestro pafis ha dado
lugar, a que el grupo de bacterias pertenecientes a la
familia Vibrionaceae recupere el interés perdido en estas
durante tantos afios. Durante los diferentes brotes
observados en el transcurso de los dos afios anteriores y
los primeros meses del presente, un gran nimero de cepas
pertenecientes a los serotipos NO-O1 de Vibrio cholerae han
gido aisladas. Esto abre una gran perspectiva para iniciar
su estudioc y entender mé&s en relacidén a la importancia

médica y epidemiolégica de estas bacterias.

El desarrcllo de Dbiolégicos, como  son sue;r.'os
especificos para cada uno de los diferentes serotipos de
&stas bacterias reconocidas en el mundo, resulta de 1la
mayor trascendencia en este momento., El contar con estos,
ayudara de forma definitiva para entender la epidemiclogfa
de Vibrio cholerae NO-0O1 y poder identificar los serotipos

que estan relacionados con la etiopatogenia de la diarrea.

Las enfermedades infecciosas constituyen un importante
problema de salud en paises como el nuestro, el papel de la
Enfermera en el manejo de éstos padecimientos es
fundamental para evitar complicaciones en el paciente y
para el control de la transmisién del padecimiento. Sin

embargo para poder realizar las actividades antes
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mencionadas es primordial que la Enfermera tenga un
conocimiento mis amplio en relacién con las propiedades y
caracteristicas de los microorganismos como es el caso de
sus mecanismos de virulencia y de transmisién de éstos
agentes responsables de enfermedades infecciosas. También
es importante gue entienda la relacién hospedero-pardsito
Yy la asociacién Salud-Enfermedad. El conjunto de é&stos
conocimientos le proporcionard las bases para comprender la
epidemiclogia de las enfermedades infecciosas. Y poder
ejercer medidas correctas para el manejo y control del

padecimiento.

La actual epidemia de c&lera en nuestro pais nos ha
dado una leceidn con respecte a la falta de conocimientos

a microorganismos como Vibrio A cholerae que de repente

desapafecié y dej6 de tener importancia médica. Sin embargo
gu aparicién repentina permitié entender que 88lo el
trakajo en conjunto de todos los responsables del sector
salud podrfa ayudar al control de este padecimiento.

La Enfermera, no obstante sus caracteristicas de
atencién directa al paciente, también debe abordar otros
aspectos del proceso Salud-Enfermedad, como es el conocer
y manejar los microorganismos directamente para gque pueda
aplicar estos conocimientos en el manejo diario del

paciente.
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OBJETIVO GENERAL

Establecer la importancia de Vibrio cholerae NO 01 en
relacién' a su participacién en la etiopatogenia de la

diarrea.

Desarrollar la metodologfia para la elaboracién de los
productoes biol&gicos necesarios para la caracterizacidn de
Vibrio cholerae.

Conocer los serotipos NO-01 de Vibrio cholerae mé&s

frecuentes en nuestro pais.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

Preparar antigencs de cada uno de les 85 tipos antigénicos

de Vibrio chelerae.

Inmunizar conejos para obtener los antisueros de cada uno

de los 85 tipos antigénicos de Vibrio cholerae.

Establecer la especificidad y los titulos de cada uno de

los antisueros cbtenidos.

Caracterizar bioquimica y serolégicamente cepas de Vibrio
cholerae que han sido enviadas al laboratorio de serologfia
del Departamento de Salud PGblica, durante la actual

epidemia.
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METODOLOGIA.
MATERIAL Y METODO

El presente trabajo constSé de dos fases, la primera
incluyé la preparacién de antigenos con 85 cepas de
referencia de Vibrio gholerae 01 y NO-0l1, proporcionadas
por el Laboratorio Central Salud Pidblica de Londres
Inglaterra. Con los antigenos se inmunizaron conejos para
obtener gueros espacificos contra cada> uno de los

diferentes tipos antigénicos de V. cholerae.

lLa segunda fase comprendid la identificacidn
bioquimica y serologica de 90 cepas enviadas al Laboratorio
del Departamento de Salud Piblica de la Facultad de
Medicina de 1la UNAM, aisladas de pacientes, aguas
residuales y agua para consumo humano durante los brotes

epidémicos que se presentaron en nuestro pafis durante 1992.
PREPARACION DE ANTIGENOS.

Antigeno Somitico.

Para obtener los antfgenos de las 83 cepas de
referencia primeramente se rehidratardén las cepas que se
encontraban liofilizadas. Estas se hidrataron con agua
peptonada incubandose a 37° € durante 24hrs. Se corrobord

la pureza de éstas sembrandolas en Agar sangre y Agar
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MacConkey. De estas gsiembras se obtuvieron colonias Gnicas
las cuales se emplearon para su caracterizacién mediante

pruebas biogquimicas.

Confirmada la pureza e identidad de las cepas, de cada
una se sBeleccionaron colenias lisas y se sembraron en un
tubo de caldo biotriptasa incubandose 4hrs a 37 °C. De cada
eultivo se inccularon 4 gotas en cajas de Agar soya
tripticaseina (Casoy) distribuyendo el inoculo con
rastrillos de cristal paza obtener un cultivo confluente.
Las cajas con las siembras se incubaron a 37° C durante toda
la noche. Transcurrido este lapsc el cultivo se coseché en
tubos con solucién salina isoténica estéril. La cosecha ge
hizo por duplicado para obtener antigenos tanto pﬁra
inmunizar como para realizar la tipificacién serolégica
posterior. Los tubos de los diferentes cultivos bacterianes
se calentaron a 100 9 € por 2 hrs. utilizando vapor fluyente
con el fin de inactivar el cultive bacterianc. La
sugpensién bacteriana calentada se centxifugé a 10 000 RPM
durante 10', el paquete bacterianc obtenido se lavé y
centrifugé en 3 ocasiones, finalmente se resuspendid con
solucién salina isoténica estéril. Empleando viales
estériles se ajustd la suspensidn bacteriana con 10ml. de
solueién salina estéril, a una concentracién bacteriana de
3 x 10 ?. La suspensién se conservS agregando formaldehide
al 0.6%. Los frascos se etiguetaron, sellaron y

refrigeraron a 4 ° C. hasta su uso en la inmunizacién. La
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suspensién bacteriana para la identificacidén de los
antigenos somiticos (O} se conservd a temperatura ambiente

{18 a 22 ° C) con formalina al 0.6%.

Copias de las colonias aisladas se conservaron en
Caldo casoy con glicerol al 15% en crioviales y mantenidas

en congelacién a -20 % e, para su uso posterior.
INMUNIZACION

Se utilizé un conejo Nueva Zelanda blanco de
aproximadamente 3kg para la obtencién de cada uno de los 83
sueros. Se inocularon en la vena marginal de la oreja cinco
dosis del antigeno cada 4-5 dias. Las dosis fueron
crecientes inoculando en la primera 0.5 ml.,1.0 ml. en la
2a. y 3a., y 2.0 ml.en la 4a. y 5a. Al término del esquema
de inmunizacidn se realizd sangria de prueba para conocer
los tftulos de los suercs. Si los titulos eran entre 1:1200
a mayores los conejos se sangraban a blanco, de tenexr el
tftulo menor se aplicaba una dosis de refuerzo.

1/

La obtencidén del suero se realizd sepa:;:'ando el codgulo
sanguineo por centrifugacién. El sobrenadante se transfirié
a tubos y en casc de tener eritrocitos ge centrifugo
nuevamente, Cada suerc se etiquetd de aéuerdo al serotipo
correspondiente. Para su conserxrvacidén se les agregd

thimerosal 1:10 000 y se congelaron a - 20 ° C.
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TITULACION Y ABSORCION DE SUEROQS

Con el propésito de obtener sueros esgpecificos cada

suero se absorbid con un cultivo de V. cholerae rugeso.

Para esta absorcién se utilizé la cepa de V. cholerae
rugoso (VOR). Esta cepa al igual que a las de referencia se
rehidraté y cultivé en agua peptonada con pH 8.6. E1
in6éculo rehidratado se crecidé en agar sangre y agar
MacConkey para seleccionar colonias Gnicas. Estas colonias
ge inocularon en caldo biotriptasa incubandose durante 3 a
4 hra, a 37 % C, de éste cultivo se sembraron de 4 a 5 gotas
en cajas de agar Casoy distribuyendose con un rastrillo de
cristal sobre toda la superficie incubandose a 37 ° C por
24hrs. Se cosecharon tres cajas de VOR por cada suero a éer
absorvido. En frascos de 25 ml. con rosca, se colocs el
paquete bacteriano y se calentd a 100 ° C durante 30 min.
a vapor fluente. Al términc del tiempo se dispensaron en
cada frasco 18 ml de cada uno de les sueros, se
resuspendieron por agitacién y se incubaron en bafic maria
50 ° C por 2 hrs. Después de incubar se centrifugaron a &
000 RPM durante 15 min. y por decantacidén se separd el
suerc del paquete bacteriano. Cada antisuero absorbido con
la cepa VOR se dispensd en dos frascos viales para su uso

posterior.

Con los sueros absorbidos con la cepa VOR se procedid

a determinar la existencia de reacciones cruzadas de éstos
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sueros contra cada uno de los 85 tipos antigénicds de Vv,

¢heolerae.

Utilizando placas de 96 pozos se distribuyeron 50
micrelitros de cada uno de los antigenos mds 50 microlitros
del suero dilufdo 1:100. Se incubé a 50 °C toda la noche.
Utilizando el aglutinoscopioc se realizé la lectura de las
placas valorando la existencia de masa granular en los

pozos congiderando €sta como reaccidén positiva.

Los criterios de evaluacién de la aglutinacién fueron:
100% (4+), 75% (3+), 50% (2+) y 25% {(1+),sin aglutinacién

(Negativo) de acuerdo a lo establecido en el Laboratorio.

En caso de presentar reaccidn cruzada contra alguno o
algunos de los diferentes 83 tipos antigénicos, el suero

fué absorbido contra aquellos con los que reacciond
de las cepas rugosas.

Se sembraron de una a cuatro cajas de agar Casoy por
cada cepa que dié cruce, dependiendo ésto del titulo de
aglutinacién que presentaron. ELl cultivo bacterianoc se
cosechd en tubos de centrifuga con 9 ml, de golucidn
salina, se calentaron a 100 9 ¢ durante 30 win a vapor
fluente, dejando enfriar. Una wvez fria la suspencidén

bacteriana se le agregd 1 ml. del suero. Se incubd en bafio
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maria a 50 ° C durante 2 hrs. y el suero se separé del
paquete bacteriano centrifugando a 6 000 RPM por 15 min. El1
suero se tituldé con su antigeno homSlogo y contra los
antigenos con los que habia dado reaccidn cruzada, si
aglutinaba séle con el homSlogo se consideraba especifico

Yy apto para su empleo.

IDENTIFICACION BIOQUIMICA Y SERCLOGICA DE CEPAS DE Vibrio

cholerae.

Se realizé la identificacién bioquimica y serolégica

de 72 cepas de Vibric cholerae enviadas de diferentes

lugares de la Repiblica Mexicana, asi como 18 E. coli
procedentes de San Luis Potosi, aisladas de heces y orina

de humanos.

De las cepas, 56 fueron enviadas del Instituto
Nacional de Diagnéstico y Referencia Epidemiolégicas
{INDRE), todas ellas aisladas de casos humanos; 4 del
Centro de Investigacién Biomédica, del Instituto de
Investigacién Bioméd. .a de la Universidad Autdnoma de
Estado de Campeche, aisladas de muestras de agua de
diferentes pozos; 9 del Laboratorio Regional de Salud
Pidblica de Villahermosa, Tabasco, aislada de casos humanos;
3 de la Facultad de Quimica de la UNAM, aislada de

alimentos.
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A cada una de las cepas se les determind pureza,

' creciendolas previamente en agar sangre y agar McConkey.
Con los cultivos pures, se realizd la caracterizacidn

bioquimica y posteriormente la tipificacidn serolégica.

Utilizando colonias dnicas, se inocularén en agua
peptonada alcalina, a partir de éste crecimiento se
inocularén en diferentes medios para pruebas bioguimicas

vy asi conocer la identidad de las bacterias.

El grupo de pruebas bioquimicas emplea.do incluyé los
siguientes substratos: Craigie, Glucosa (A), Glucosa (G),
Lactosa, Mannitol, Rafinosa, ONPG, Citrato de Simmons,
Urea, Indol, Arginina, Lisina, Ornitina, Celobiosa, TSI
(H28) , KCN, Malonato, P.P.A, Gluconato, Melibiosa,
Esculina, Sacarosa, Salicina, Dulcitel, Inositel, RAdonitol,
Sorbitol, Arabinosa, Xylosa, Trehalosa, Maltosa, Manosa,
O.F, Oxidasa, Discos del agente vibriostitico 0/129 de 10
Y 150mg (2,4-diamino-6,7-diisopropyl-pteridine), Polimixina

B 50, Vib VP (Voges-Proskauer).

Determinada la identidad de las bacterias se realizd
la tipificacidn seroldgica de éctas utilizando la prueba de
aglutinacién en laminilla, con suerc polivalente Ol para
conocer si las cepas pertenecian o no al serotipo de V.
cholerae 0Ol. Para ésta prueba se pusieron doe gotas de

solucidn salina isoténica en los extremos de la laminilla.
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Con asa bacteriolégica se tomé un indculo pesado de 1las
cepas cultivadas en tubos con agar Casoy con crecimiento de
un dia para otro, se homogenizaron en la solucién salina,
se agregd® una gota del suero polivalente, se homogenizé la
suspengién y se observd la reaccién de aglutinacién. Las
cepas que aglutinaron con los sueros polivalentes se
consideraron como o1 positivos, determinandose
posteriormente con sueros especificos s8i eran Ogawa o
Inaba. Las cepas que no aglutinaron con los antisueros 01
se tipificaron en placas de 96 pozos con los 83 restantes

sueros previamente obtenidos.

Para éste propdésito se obtuve el antigeno de 1la
bacteria en estudio, de acuerdo al procedimiento.ya
descrito. Utilizande placas de 96 pozos se colocaron 50
microlitros de cada uno de los 83 sueros NO-01 a una
dilucidn 1:100. Posteriszmente se agregaron a cada pozo 50
wicrolitros del antigeno de la cepa de Y. gholerae. Esta
mezcla se incubd a 50 ° C durante la noche, cubriendo la
placa ({(con papel ega pack) para evitar la desecacidn.
Pagado éste periddo se determiné el grado de aglutinacién
en cada uno de los pozos de acuerdo al criterio mencionado
anteriormente. Con los sueros en los cuales se obsgervd
aglutinacién se realizé la titulacién. Para la titulacién
se pusieron 50 microlitros de solucién salina en todos los
pozos. El suero preparado en una dilucién 1:100, se colocd

en el primer pozo y a partir de &ste se realizarxon
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diluciones seriadas 1:2 giendo la primera dilucién del
suero 21:100 y la Gltima 1:12800, A cada pozo se le
agregaron 50 microlitros del antigeno. Se incubé toda la
noche a 50 ° C y al difa siguiente se realizé la lectura de
aglutinacién. El titulo mds alto del suero en el cual se
observa reaccidén positiva se considero el titulo de
aglutinacién. El1 serotipo del cultivo se consideré como
aquel en que la reaccién de aglutinacién se presenta con la
mayor dilucién de los sueros. En caso de existir titulos
muy cercancs con diferentes sueros se utilizaron sueros

especificos.
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RESULTADOS .

Obtencién de sueros.

Se obtuvieron 83 sueros contra los 83 antigeno.s de
Vibrio cholerae NO-O1 preparados. Los sueros que dieron
reaccidén cruzada requirieron entre una a dos absorciones.
Los titulos de los sueros al final de todos los
tratamientos se encontraron entre 1:3 200 el mds alto y
1:200 el mis bajo. Los sueros preparados contra los
antigenos V057, VO63, V037, V074, VO65, V0Ol0 y VO53 fueron
los gue presentaron en mayor nimero de reacciones cruzadas.
Segenta y dos de los sueros (75%) dierxon reaccién cruzada

y 21 (25%) sueros fueron especificos desde un principio.
Aislamiento e ldentificacién Bioquimica.

De las %0 cepas enviadas identificadas previamente
como probables Vibrio cholerae, 66 fueron de éste género,
63 Vibrio cholerae y 3 Vibrio Metschnikovii. El resto de
las cepas identificadas fueron, 4 Aeromonas sp. Yy 1

Pseudomonas sp. y las 18 cepas de E. coli. (Cuadro 1)

La caracterizacién biogquimica de las cepas de Vibrio
chplerae NO-01 reporté que 11 de las 63 no presentaban un
patrén biogquimico caracteristico al descrito como clésico
del género. Las diferencias observadas en éste sentido

fueron en Citrato de Simmons negativo, Celobiosa y Esculina
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positivas; y1sgn§ibi}idad a la Polimixina BSO y resistencia
al i;4~diémip§f§;T-ﬁiisﬁgxo§yl-pteridine {0/129) . - (Cuadro
cay L

. Grupds Heiberg. -

Para conocer los biotipos de &stas cepas se siguié el
egquema de tipificacidn propuesto por Heiberg encontrandose
que las cepas de Vibrio identificadas incluidas las 3 cepas
de Vibrio Mestchunikovii dieron solamente caracteristicas de
log grupos I y IT de Heiberg, observéndose una distribucifn

homogénea en ambos grupos (Cuadro 3}.
Identificacién Serologica.

La tipificacién serclégica de lag 63 cepas de Vibxio
gholerae identificadas con Llos 85 diferentes sueros
estandarizados permitié identificar 9 cepas de Vibriog
cholerae 01, 8 de Inaba y 1 Ogawa. De lag 54 cepas de

Vibrio cholerae NO-01 30 de ellas fueron tipificadas con

los sueros cobtenidos y las 24 restantes no aglutinaron con

ninguno de los sueros preparados. (Cuadro 4)

Tratando de conocer si existe correlacién entre los
grupos Heiberg I y I1 con las caracteristicas bioguimicas
clégicas y las diferentes encontradas, se cbservd que la

distribucién de las cepas con bioguimicas "clédsicas® fué en
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una proporcién mayor (65%) en el grupo II y las de patrén
bibquimicb diferente con frecuencia wmds alta (64%) en el

otro grupoe (Cuadro 5).

Asi mismo se quizo observar la posible relacidn entre
serotipo y los grupo Heiberg encontrandose que a excepcién
de algunos serotipos que se encuentran en ambos grupos la
mayoria tiene una distribucién independiente. Con respecto
a lag cepas no tipificables ge observd que el 71% de éstas
se incluyeron en el grupo II y las restantes en el grupo I

(Cuadro 6).

Finalmente al realizar la correlacién entre cepas que
dieron resistencia al 0/129 y grupo seroldgico se observd
que no existe correlacidén entre ambas caracteristicas

(Cuadro 7).
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CUADRO No. 1

Géneros y Especies de Bacterias Identificadas

Género No. %

V. cholerae O1 9 10.0

V. cholerae NO-01

con serotipo 30 33.33

V. cholerae NO-O1 con

serotipo no determinado 24 " 26.66
V. Metschnikowvii 3 3.33
A. Hydrophila 3 3.33
Aeromonas sp. 1 1.11
Pseudomonas sp. 1 1.11
Escherichia coli 18 20.00
Cepa no crecid 1 1.11

Total 90 100.00

Fuente:Resultados obtenidos de bioquimicas utilizadas
en las diferentes cepas del estudio.
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CUADRO No 2

Caracteristicas RBioquimicas observadas en las diferentes
cepas de Vibrio cholerae NO-01

Bioquimica Reaccidn Bioquimica Raeaccidn
Craigie Positiva Melibiosa Negativa
Glucosa (A) Positiva * Esculina Negativa
Glucosa(G) Negativa Sacarosa Positiva
Lactosa Negativa * Salicina Negativa
Manosa Pogitiva Dulecitol Negativa
Rafinosa Negativa Inositol Negativa
ONPG Positiva Adonitol Negativa

* C.Simmons Positiva Sorbitol Negativa
Urea Negativa Arabinosa Negativa
Indol Positiva Xylosa Negativa
Arginina Negativa Trehalosa Positiva
Lisina Positiva OF Positiva
Ornitina Pogitiva Nitrate Pogitiva
Contxrol . Negativa oxidasa Posgitiva
* Celobiosa Negativa * 0/129/10 Sensible
TSI (H,S) Negativa * (0/129/150 Sensible
KCN Negativa * PB50 Resistente
Malonato Positiva Vib vp Positiva
PPA Negativa Manosa Negativa
Gluconato Positiva Poli Ol Negativa

Fuente:Misma del Cuadro No 1.

* Pruchas bioguimicas con resultado diferente al
establecido que presentaron algunas cepas de Vibrio
choleras



CUADRO No. 3

Grupos Heiberg Identificados en
cholerae estudiadas

las c¢epas

31

de Vibrio

Grupo Helberg No. %
I 34 51.51
II 32 47.48
Total 66 100.00

Fucnte:Misma del Cuadro No 1.
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Serotipos més frecuentemente identificados en las cepas de

Vibrio cholerae identificados

Serotipo No. %
VOiL * 9 14.28
VOS5 5 8.00
V06 2 3.17
Vo7 2 3.17
voa 1 1.58
VvO9 1 1.58
V026 1 1.58
VO30 1 1.58
VO31 2 3,17
VO35 2 3.17
VO39 2 3.17
Vo433 1 1.58
vo44 1 1.58
VOS53 2 3.17
voe2 1 1.58
vo64 3 4.80
voe8 1 1.58
VO76 1 1.58
vO79 1 1.58
VO ? 24 38.10

Total 63 100.00

Fuente:Resultados obtenidos y registrados en libreta de

serologia del Laboratorio.

* 8 INABA y 1 OGAWA
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CUADRO No. 5

Correlacién entre Bioquimicas clésicas y diferentes de
cepas de Vibrio cholerae con los Grupos I y II de Heibexg.
Grupos Helberg
Patrdn Blog. I % II %
Cléasieca 15/43 (38) 28/43 (65}
No Cldsica 7/11 (64) 4/11 (36)
V. cholerae OL /9 (100) | @ ------
V. Metchnikowii 3/3 {100y | @ ------
Total 34/66 (52) 12/66 (48)

Fuente:Misma del Cuadro No 1.
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CUADRO No. 6
Correlacién entre Serotipo y Grupo Heiberg de diferentes
cepas de Vibrio cholerae

Grupo Helberg Serotipo No. %

I VO5 1 1.59
)3 VvO7 2 3.17
I Vo8 1 1.59
I V026 1 1.56
I V031 1 1.59
I VO35 2 3.17
I V0339 1 1.59
I vO44 1 1.59
I VOS3 2 3.17
1 VvVO62 1 1.59
I vO&4 1 1.59
I voE8 1 1.589
I vO ? 7 11.11 -
I 01 Inaba 8 12.69
I Ol Ogawa 1 1,59
IT Vo5 4 6.34
II V06 2 3.17
II vog 1 1.59
II VO30 1 1.59
11 VO3l 1 1.59
IT V039 1 1.59
II Vo4l 1 1.59
II voe4 2 3.17
II vO76 1 1.59
I vOo79 1 1.59
II Vo ? 17 27.98

Total -——- 63 100.00

Fuente:iisma del Cuadro No 1 y No 4.
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CUADRQ No. 7

Resistencia al Agente Vibrioestatico G/129 en las bacterias
Investigadas

Cepas No. %
Con serotipo 4 44.44
Sin Serotipo 5 55.55
Total 9 99.339

Fuente:Misma del Cuadro No 1.
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DISCUSION.

La repentina aparicién de la epidemia de Célera en
Latinoamerica inclufido nuestro pais dié lugar a que se
iniciara la capacitacidn de personal para la identificacién
del microorganismo. Un aspecto de mayor trascendencia al
presentarse el brote epidémico, lo constituyd la falta de
reactivos biolégicos, en particular sueros para la
caracterizacién final del microorganismo. Esta situacién
obligé a que se recurriera a los Laboratorios de Referencia
en el extranjero para solicitar se proporcionaran é&stos

sueros necesarios para la tipificacidn de Vibrio cholerae.

Sin embargo al iniciar el aislamiento de las bacterias
responsables del brote, un gran nimero de aislamientos
correspondian a cepas de Vibrio cholerae de los serotipos
NO-Q1. El1 no contar con los sueros para realizar 1la
tipificacién serolégica de estus ¥ikrio chalerae repercutia
en la imposibilidad para conocer la importancia

epidemiolégica de serotipos de la bacteria.

En el Laboratorio de serolégia del Departamento de
Salud Piblica de la Facultad de Medicina, se ha venido
desarrollando desde hace varios afios la metodologia para la
obtencidén de sueros e identificacién de entercbacterias. El
Laboratoric Central de Salud Piblica de Colindale en

Londres a través de un convenio con la Facultad de Medicina
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proporcioné las 85 cepas de referencia existentes para que
se procediera a la obtencid de los sueros correspondientes.
Esta parte del estudio desarrollado permitid que se contara
con recursos biolégicos para conocer la distribucién en

nuestro pais de Vibrios de serotipos diferentes al O1.

Aunque un porcentaje elevade de 1los antisueros
preparados tuvieron que absorberse (75%) todos leos que se
tuvieron presentaron caracterfsticas J&ptimas para su
‘empleo. La identificacién biocquimica de las cepas empleando
el esquema propuesto por el Laboratorio Central de Salud
Pdblica de Londres mostrd que el 17% de las cepas
estudiadas presentaban un patrén biogquimico diferente al
gefialado ¢ome clésico del género. Resultados similares han
sido descritos por otros autores (22,23,24,25) en cepas de

Vibrio cholerae NO-O1 aisladas en zonas endémicas de

cSlera. En estos trabajos se menciona exclusivamente la
resistencia de las cepas al agente vibriostatico 0/129. Lac
cepas identificadas en el laboratorio ademds de resistencia
a éste compuesto resultaron sensibles a Polimixina BSO y
respondieron de manera diferente ante algunos substratos
(Cuadro 2). Debido al escaso conocimiento que se tenia en
nuegtro pais de estas bacterias hasta antes de la epidemia
es gue no podemos ubicar el origen de estos
microorganismos, tampoco sabemos como se a propuesto en los
trabajos mencionados (22,23,24,25) la participacién de

material genético extracromosomico. Es importante por lo
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tanto . iniciar un estudic mwas profundo de estos
microorganismos.

En un trabajo publicado en junio de 1992 (24) de una
cepa- de Vibrioc cholerae NO-01, aislada de un paciente
Norteamericano que regresaba de una visita a nuestro pais,
se identific6 en ésta cepa caracteristicas metabllicas
diferentes a las descritas como clésicas. Al comparar los
resultados obtenidos en éste reporte con los observados en
las cepas aisladas en éste estudio se encontro similitud en
el comportamiento biogquimico de las cepas. Esto habla de la
importancia que tiene este grupo de Vibrio cholerae NO-0O1
como responsables de infeccién intestinal, ya gque el
paciente del que fué aislada la cepa presentd un cuadro'de

diarrea severa.

En el casc de lags cepas identificadas en el
laboratorio no obstante saberse que proceden de casos

clinicos se desconoce la severidad de éstos.

La caracterizacién de las cepas wutilizando los
biotipos degcritos por Heiberg (15) permitid establecer que
el comportamientce de las cepas no era diferente a los
descritos para las cepas de Vibrio cholerae. Esta
observacién corrobora que las cepas identificadas en el

laboratorio pertenecen al grupo de Vibrio cholerae las que

probablemente corresponden a biotipos existentes en nuestro
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pais.

La tipificacién serolégica reportd que el 26.6% de las
cepas no pudieron ger caracterizadas con ningunc de los 85
sueros preparados. Esta observacién sugiere la existencia
en nuestro pais de serctipos diferentes a los descritos en
dreas endémicas. Sin embargo este debe probarse con otros

esquemas de tipificacibfn existentes.

Recientemente en Bangladesh se mostré el aislamiento
de una cepa de Vibrio cholerae NO-0Ol1 de un serotipo
descrito ecomo 0/139 (26,27) regsponsable de un brote
epidémico severo. La tipificacidén de éstas cepas se realizd
de acuerdo al Institute of Tropical Medicine, Nagasaki
University, Japan. Este antecedente refuerza lo menciocnado
anteriormente sugieriendo la importancia de establecer si
algunos de los Vibprios que no pudieron ser tipificados en
el trabajo pudieran corresponder a &ésite serotipo. Por otxyo
lado conccer si el serotipo 0139 corresponde a alguno de
los identificados previamente es de la mayor importancia ya
que de ser asi nos permitiria escar alertas ante la
aparicién de brotes epidémicos no relacionados con Vibrio

cholerae O1l.

El estudio de Vibrio cholerae se ha reiniciado en
nuestro pais teniendose en éste momento la ventaja de

contar con react]:.vos biolégicos gue ayuden para la
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caracterizacidn de éstos microorganismos.

No obstante que causa controversia el gue pasantes de
Enfermeria se involucren en el trrabajo de Labcrato'rio,
participar en un proyecto de éste tipo abre perspectivas en
cuanto a la importancia que ésto tiene para ampliar el
panorama de conocimientos gque debe poseer cualquier
profesional en el drea de la Salud. Conocer procedinientos
Yy técnicas de laboratorio, permite entender mis claramente
la importancia de éste para el diagndstico oportuno y el
mejor manejo del paciente hospitalizado, asi como para la
prevencidn de la enfermedad. Esto no implica que se desvie
la atencién de un profesionista hacia campos que no son
especificos de su 4rea de formacién, por el contrario es
importante evaluar esta experiencia para un futuro vy
contemplar la posibilidad de un entrenamiento més amplio

para la formacidén de Enfermeras.
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‘CONCLUSIONES.

La formacién de recursos humanos de calidad en el drea
de la salud es de la mayor importancia, sobre todo en

pafses como el nuestro.

México a pesar de su situacidn actual, continda siendo
un pais del 1llamado tercer mundo, en el que los
padecimientos infeccciosos ocupan los primeros lugares como
causa de enfermedad y muerte principalmente de nifios

pequeifios.

A consecuencia de la aparicién del C6lera en las
Américas, durante la actual 7a. pandemia, el problema de la
infecciones intestinales se agravé, ya que ahora no séloe
los nifios se ven afectados por el Sindrome diarreico, sino
gue éste padecimiento ae pregenta preferenlemente en

adultos jévenes.

Debido a la aparicién brusca del CS6lera en el
Continente Americano incluido nuestro pais, después de mas
de 100 afios de haberse presentado el uGltimo caso, los
conocimientos al respecto del padecimiento por el personal
de salud y 1los procedimientos y recursos para la
identificacién del microorganismo causal eran escasos, por
lo que fué necesario al inieio del brote epidémico,

recurrir a fuentes externas del pais para que se nos
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proporcionara asesorfa y recursos para iniciar el

aislamiento e identificacién de Vibrio cholerae.

En el presente trabajo se implants la metodologia.para
la obtencién de sueros necesarios para la tipificacidn de
vibrio cholerae. El centar con éstos permite tener un mejor
conocimiento sobre la epidemiologia del padecimiento, con
lo cual se podrén implementar las ccondiciones sanitarias

adecuadas.

La obtencidén y uso de reactivos biolégicos permitid la

caracterizacién de las cepas enviadas para determinar la

presencia de serotipos de Vibrio cholerae diferentes al 01

Las cepas de Vibrio cholerae NO-01 que presentaron
patrén bioquimico no caracterfistico como clisico del
género, son similares a las cepas que se aislaron en zonas

endemicas del padecimiento.

Es necesario estudiar mids a fondo las propiedades de
resistencia al 0/129 y la sensibilidad a la polimixina BSO,
encontradas en algunas cepas ya gue mundialmente estos dos
compuestos han sido determinantes para conocer el patrén

comiin de identificacidén de cepas de Vibrio gholerae.

Vibrio cholerae NO-01 probablemente es responsable de
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infeccién intestinal e incluso de diarrea severa.

Es deseable realizar un estudio mids profunde al grupo

de cepas de Vibrio cheolerae NO-01 con bioguimicas no

clésicas, para conocer su capacidad de elaboracién de
toxinas y establecer definitivamente su importancia

epidemiolégica.

La caracterizacién de las cepas, segin los biotipos
descritos por Heiberg, mostrd que éstas pertenecen al

género de Vibrio cholexae.

En nuestro pais existen serctipos de Vibrio cholerae

diferentes a los descritos en areas endemicas de célera.

BEs recomendable investigar si el serotipe 0/139
identificado recientemente y agrupado de acuerdo al
Inatitute of Tropical Medicine, Nagasaki University, Japan,
corresponde a otro serotipo identificado previamente o es
alguno de los encontrados como no tipificables en éste

estudio.

Durante el desarrollo del trabajo hemos podido darnos
cuenta de la importancia que tiene el ampliar les
conocimientos, y el papel tan trascendente gque ocupa el
laboratorio para el diagndstico de las enfermedades. El

hacer investigacidn requiere tiempo y dedicacidn, pero vale



44
la pena comprometerse e intentarlo ya que constituye un
reto para cambiar la prictica y la imagen de la Enfermera
ante la Sociedad. Para ello debe integrarse mis al equipo
multidisiplinario de salud para poder cuestionarse
problemas y emprender 1la solucidn pér medio de la
investigacién, y asi contribuir con una mayor participacién

para las desiciones de manejo del paciente.



MATERIAL.

Peptona de caseina

Base para Agar Sangre
Sangre de cordero

RAgar MacConkey

Agar soya tripticaseina.
Cloruro de sodio
Formaldehido
Ethanol

Agua destilada
Glicerol

Acido picrico
Thimerosal
Azida de sodio
Biotriptasa
Medios para
biogquimica
Discos con resistencia al
vibriostiticeo 0/129 10mg,
SO0mg. y a la Polimixina B50
Suero polivalente 01
Crioviales de 1.8ml
Estufa incubadora
temperatura graduable
Autoclave, Balanza granataria
Mecheros Fisgher

Centrifuga refrigerada
Parafilm

Tubo No. 3 de Mac Farland
Tubos de 13 x 100 con rosca
Tubos de 18 x 150 con tapén
de algodén

identificacién

con

Tubos de 16 x 150 con rosca
Tubos de 12 x 75 con y sin
rosca

Gradillas

Espétula

Cajas petri degsechables

Asas bacterioldgicas
Matraces Erlenmeger de 25,
50, 100, 500 y 1000 ml.
Pipetas de Pasteur,
micropipetas, micropipetas
multicanales

Puntas para micropipetas de
10 a 100 microlitros y de 100
a 1000 microlitros

Tubos para centrifuga de
policarbonoto de 50 ml.
Frascos viales de 30 y 100
ml.

Conejos Nueva Zelanda blancos
de 3kg aprox.

Jeringas para insulina y

de 20cc.

Estuche de diseccién

Placas de 96 pozos
Aglutinoscopio

Rastrillos de cristal

Bafio Mariz

Laminillas

XLVI



ESQUEMA DE INMUNIZACION

Clave

Indculo 0.5 ml

1,0 ml

1.0 ml

2.0 ml

2.0 ml

ler sagradb

2 sagrado

Sagrar
a blaico

Fecha

No. de Frascos

XLVII
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