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. CAPITULO. I.

. INTRODUCCION.

 ;#ﬁs.eﬂfermedadeé‘infecciosas han constituide, sin duda -~
‘aiéuna,Auno de los principales azotes para .la humanidad. Su'
»iﬁpactu social ha sido mayor de lo que pueda indicar su im-;.j
portancia numfrica entre las causas de muerte, lo cpal es -- .
debido a gque muchas de las enfermedades infecciosas causan -~
la muerte tanto de jSvenes como de leos individuos de edad --
avanzada. Estas enfermedades por su carfcter apidémico, han
desorganizado y aterrorizado con frecuencia comunidades ente
ras. El descubrimiento de las causas originarias de las en--,
vfermedades infecciosas y el desarrollo de m&todos adecuados
para su controel se incluyen entre los logros mi&s importantes

de la ciencia mé&dica (24).

La‘idenﬁificacién de los agentes causantes de varias en«-
feimeéades‘ihﬁecciOSas condujo al uso de algunos métodc; ——
'péra-éﬁ cdntrél?
.12. Los paises técnicamente mds avanzados han alcanzado un =
niv;l tan'el?vado en todos los aspectos sanitarios, qﬁe—los,
han conducido a una gran reduccifn en la frecuencia'de cier-~
tas enfermedades, y a veces, incluso a su erradicaci6n,rpér—
ticularmente en lo referente a las enfermedades cuyo conta--
gio se hace por medio del agua o los alimentos (por ejemplo.

tifoidea o cdlera) o por medio de los insectos (por qjémplo;



fiébre’amatiila:oi;ifus). Sin embargo, alin es esencial el _—
conocimiento ﬁé estas enfermedades para el médico puesto que

pﬁééen:ser introducidas por viajeros.

238, Laé vacﬁnaciohes han reducido enormemente ia frecuencia
de ciértas enfermedades epidémicas graves (por ejempibﬁf?i-- :
ruela, difteria, poliomielitis, tosferina), han.siﬁg muy;-i—‘
tiles para disminuir el fndice de en!ermedaﬂeéiqﬁe‘gevtras—
miten por gotitas de saliva (tos o estornudo), ﬁuéstbique -
este medio de transporte es muy dificil de controlar.'ﬁo -
obstante, la vacunacidn es ineficaz o bien no'es factible --

para muchos organismos.

38, El desarrollo de una quimioterapia antibacteriana eficaz
han reducido considerablemente la gravedad de muchas enferme
dades infecciosas y ha disminuido la £xecuencia de algunas -

de ellas (25).



I1.1 ETIOLOGIA DE:LAS® ENFERMEDADES DIARREICAS.

gfa de -las enfermedades ‘del tracto-digestivo es

muy’amplia;i’y /sfntoma comfn suele manifestarse en diarrea.

:!.ﬂé-aiafiea es causada por un dgran nfimero de agentes gené-
iiégmente agrupados en: bacterias, virus, parédsitos, agentes
jqufmicos. En oca;ionés este sfntoma ocurre como consecuencia
de Alteraciones orgdnicas y fisiolégicas del tubo digestivo
y ‘sus. anexos, o bien es debido a anomalfas inmunol&gicas o -
,; ELQItés caractexrfsticas psicolégicas inherentes al huesped

(19). ' e

Egisten 3 mecanismos bfsicos en ia'piodu;ciSn;dg diarrea:

A) Disminucién en la absorcién.
B) Secresi&n aumentada.

¢) Exudacién.

A) Disminucién en la absorcién.- Se produce vfa tres meca
nismos diferentes: diaxrea osm8tica, diarrea por aumento cn

la movilidad, y mala absorcién especifica.

1) La diarrea osmética resulta de ingesta de solutos po--
bremente absorbibles tales como carbohidratos o iones divalen
tes (Mg, 504) o bien de nutrientes mal digeridos.

2) La diarrpga por aumento en la movilidad la cual también



‘Ssecundaria a-tres diferentes mecanismos:’a)iAumen~ .

‘toed el ;ténbiﬁo;intestinal; b)ZDisminuéidﬁiéﬁ:ia

'usis[y_ci;vapiamiento colénico prematuro.

"/ "a) En'el caso de aumento en el trénsito inﬁestinaly
. gerva una disminuci6n del contacto de la mucosa yrei conteni’ >

. do.luminal, con la consecuente mala absorcidn.

b} Con la disminucién en la peristalsis, se condici&ns -
estasis y se favorece la éobrepoblacién bacteriana. y estas -

dltimas ‘lesionando las microvellosidades o dafiando la mucosa.

c) El vaciamiento colénico prematuro; se produce por'anoi N
malidad del contenido o por irritabilidad colénica, con la -
consecuente disminucién en el contacto del 1fquido luminal -

¥ la mucosa, y por lo tanto disminucién en la absorcidén.

3) Mala absorcidn especffica, como en el caso se la clo--
rhidrorrea congénita, entidad en donde el paciente es incapaz
de absorber cloro activamente, lo qﬁe da como resultado dig-
minucién en la acidificacién, disminucién en la absorcién de
1fquidos y aumento en la concentracidén de cloro, por lo gue
los pacientes cursan con alcalesis metab§lica y diarrea crg-

nica.

B) Secresidén aumentada.- La diarrea secretora resulta de
yna variedad de circunstancias; el mecanismo incluye un agen

te estimulador, que puede ser toxinas bacterianas, hormonas,



o bien'dt;és‘égeqtes como 4cidos ' biliares y laxantes.

i A ni&ei celular existéh receptores que se encuentraﬁ liga
ﬁos ancomplejos enzimAticos (édenilciclasa) gque producen un -
~.inc?ement0 en los niveles de AMP o GMP ciclicos o de calcio
intracelular due constituyen -los sequndos mensajeros que ~--
acgﬁan mediante dos mecanismos: aumentando o disminuyendo’ la

absorcifn.

C) Mecanismo exudativo.- La inflamacién.y-la ulceracién -
de la mucosa tiene como consecuencia:la pérdida de ‘protefnas

sangre detritus celulares y moco hacia la luz del intestino.

Este mecanismo es el implicado en procesos infecciosos --
como los causados por enterobacterias invasivas, protozoarios

y virus, aunque estos Gltimos es mencr crantfa.



11, ZV‘EPIDI::MIOIJOAGIA.
Vnﬂﬁhféﬁ‘ig actualidad las diarreas siguenkocupanéo Qn.iﬁ-j‘
éar prepénderante como causa de enfermedad y’mge:té ént:e-—-
1acténtes y nifios de corta edad, sobre todo'§£ paIsgs én ———
'vﬁas de desarrollo. Los trastornos diarreicos, estan sufetds
arfactores tales como el niveél socioeconSmico de la poblacidn
‘el disponer de agua potable, deshechar de modo adecuado las

aguas residuwales y disponer de alimentos balanceados (23).

. Una de las enfermedades, entre muchas, es el c8lera que -
es‘exclusiva del ser humano y gue causa diarrea, la cual ---
éuede sexr severa, ya que un paciente puede perder hasta 30 =~
liffos de agua en las deyecciones en un dia. El ser humano -
y sus abastecimientos de agua contaminados son los principa-
les reservorios de infeccifén. El cblera es una enfermedad --
muy antigua, conocida desde hace miles de afios, ha sido endé
mica en Asia por siglos enteros y su mayor frecuencia se re-—
gistra en los bordes de los rios Ganges y Brahmaputra en el

oriente de la India y Bangladesh.

burante-el siglo XIX ocurrieron varias epidemias de c6lera
en el mundo occidental; cada una cobrS§ un elevado tributo de

vidas humanas.

A fines del siglo XIX y principios de XX, se originé una -

serie de 6 pandenias con focos de infeccifn erdémica que aspo



-1ar5n'5reas tales como Asia, Europa, Africa y América. De ==
1923 a 1960 se produjeron epidemias temporales-dentro de la
India y Bangiadesh con .extensiones bcasionalesla;los.paises;,

cercanos,

En 1961,el Bidtipo E1l Tor se vi6 impiiqad§:en la séptima

pandemia, este desde 1937 se ha identifiéado también como --

. agente atiolégico del cSlera, se propagé a todos los paises

del sureste de Asia en 1961 y 1962; en Mailand.‘Asia de 1963
a 1969, y casi reemplazS al biotipo Clésico. M&s tarde inva-
di§ Africa, Europa y sur de Rusia, y en menor extensién Cana
d4 y Australia. Se han presentado casos esporddicos de cllera
en &reas no endémicas, debido al paso de viajeros. Aungque el
cSlera no se habfa presentado en forma significativa en el -
mundo occidental desde 1900, la reaparicién de una pandemia
en Filipinas en 1958 y su diseminacién subsecuente a través
del medio oriente y Asia durante los afios gque siguiercn fue-
ron un recordatorio de gue la enfermedad todavfa estd presen

te.

Es de notar que el V. cholerae Cl&sico no ha interxvenido
~en las infecciones posteriores a 1961, pues el biotipo El Tor
se ha identificado como el agente causal en todos los pafises
invadidos durante la séptima pandemia. Esta variante causa -
enfermedad idéntica a la producida por el vibridn Cl&sico, -
"pero hay marcadlas diferencias epidemiolégicas. En comparacidn

con el biotipo Clasico, el biotipo El Tor prolifera rééida—-



ciencia nuevos focos de infeccidn. (11

burante las migraciones humanas masivas como resultado de
la guerra Indopasquistanf de 1971, ocurrierfn miles de muertes
por célera. En 1973 se presentS un brote epidemico en Italia

¥y otro en Portugal. En Rgosto de 1973, se registro. en Texas,

; . BEstados unidos, un c¢aso aislado: un hombre que no habga ————

hecho viajes fuera de aquél pafs y no habfa tenido contacto

con gente que hubiera viajado (20).

En Agosto y Septiembre de 1978 se regi;traron 11 casos de
cSlera entre los residentes de la costa de Louisiana, La ~--
maycorfa de los casos estuvieron te1§cionados con ia ingesta
de cangrejos cocidos al vapor. En eStos casos se aislo Vibro

cholerae, biotipo Bl Tor, seretipo Inaba (10).

El agua es el medio de transporte mds frecuente de los ~--
vibriones fuera del cuerpo humano. El tipo de provisifn de -
agua (como los pozos), la velocidad de los rios y la calidad
de la misma, especialmente su acidez o alcalinidad, se consi
deran elementos de gran importancia para explicar el movi---
miento y la distribucidn del cdlera en diferentes &reas geo-
gr&ficas. Los desiertos y las zonas pobres en agua se soslayan
en gran parte durante las migraciones del cblera. La inflven

cia de las estaciones indica que el frio, la nieve y la es--



carcha son factores-inhibitorios de la »enfgrme_d_ayd. (28, zlé) o




17.3: CLASIFICACION' DEL GENERO VIBRIO.

ﬁl genero Vibrio es un grupo amplio de microorganismos ==
1querabuhdan en el medio ambiehte, especialmente en aguas ---
sﬁperfiéiales y marinas; las especies reconocidas en la ac--
tualidad se mencionan en la tabla 1. Bl génerxo Vibxio se cla
sifica dentro de la familia Vibrionaceae (Tabla II) iunto éoh; 

otros tres géneros: Photobacterium, Aeromonas y Plesiompnas.

Vibrio cholerae es un bacilo gram negativo ligeramente --
curvo y enrrollado; mide 1.5 - 3 micras de longitud bor 0.4~
0.6 micras de ancho. Puede presentarse aislado o en cadenas

con aspecto de espirales cortas en forma de “gr' (dos celulas)

Los vibriones tienen movilidad activa mediante un solo --
flagelo polar m&s corto gque los fagelos de la mayor parte de

las bacterias; no tiene c4psula ni forma esporas,.

Actualmente se conocen dos grupos de Vibrio cholerae: --—-

serogrupo 0:* y No 0:1 (18).

vihrio_cholerae 0:1 se ha aislado de casos de c8lera, en
el cual se produce diarrea severa por la accién de la entero
toxina colérica que estimula a la adenilato ciclasa en las -
c&lulas del epitelio intestinal. Vibrio cholerae No 0:1 puede
causar una enfermedad parecida al c6lera pero que Se caracté

riza por producir un rango mayor de enfermedades, inclhyendo -

10



“TABLA illqiésificaéidh del Qenerd-vibrio y‘aléunds’orgahiémos

relacionados.

ﬁspéciés'de'Vibrio encontradas en muestras c¢lfnicas humanas.

 V.:$1giA61yticus. V. hollisae.
'v.‘chélérae. v, metschnikovii.
‘Q. damsela. V. mimicus,.

V., fluvialis. V. parahaemolyticus.
XL_gérnissii.. V. vulnificus.

Especies de Vibrio y Photobacterium las cuales no se encuen=-

tran en muestras clfnicas humanas.

V. aestuarianus. V. natriegens. P. angustum,

¥. anguillarum, V. nereis. P. leionathi.
V. camppbellii. V. nigripulchritudo. P. phosphoreun.
V. costicola. V. ordalli.

V. diazotrxophicus. V. orientalis

V. fisheri. V. pelagius,

V. gazogenes. V. proteolyticus.

V. harveyi. . V. splendidus.

V. legei. V. tubiashii. s el -




TABLA II. Propiedades de.los cuatro géneros de la

“Vibrionaceae. ::

gamilia --

Progigdad'del.género.

?lesio

Vibric Photobacterium Aero-
monas . monas.’

Contenido

guanina - citosina 38-51 40-44 57-63 Si

de DNA (mol &)

Asociado con infég

ciones humanas. +* = iﬁf}' +*
" Requerximento de -~

sodio para crecer + + T -

(o0 estimular su -~ .

crecimiento).

Lipasa. . + I ' + -

Fermentacién de
~-p-Manitol. + ) - + -

Flajelo polar. +: o R - -

12



Lnfecciones extralntestinales tales c"mo en herxdas e xnfec- )

ciones del oxdo, la” sangne y el_SNc (2 6).&

Cuando los® v1br10nes han” "sido aneridos y sobreviven al Ef

pH 5cido del estémaqo pasan al intestlno delgado multiplican

dose rdpidamente, con la consxguxente a“t&llSLS y

de ‘las celulas, 1iber5ndose la extegotox n

La enterotoxina (peso moleculai:de 84,000) esté“éombﬁesta

por una subunidad Al (peso molecular 7 000), ‘una- subunidad -
A2 (peso molecular 7,000), y cinco subunidades B (cada una -
con un pese molecular de 10,000). La subunidad B de la toxina
del c6lera se une al receptor especffico, ganglifsido Gl, -~
que se encuentra sobre la membrana celular del tejido del --
huésped. La subunidad Al de la toxina del c¢c8lera activa ----
entonces a la enzima adenilate ciclasa en las cé&lulas, la --
cual incrementa el nivel de AMP cfclico y la hipersecracién
de electrolitos y agua. El rcsultado neto ¢s la aparicibn --
repentina de hiperemesis (abundantes v6ﬁitos) ¥ una excresién
masiva de heces acuosas en las que hay flSculos blanquecinos
semejantes a grxanos de arroz. Se produce hipotermia y deshi-
dratacién (tfpica del c8lera) que es causa frecuente de ---=-

muerte(7).
El examen bioqufmico de las heces excretadas en el c8lera

ha demostrado que la aparicién liquida se parece al plasma,

pero no tiene proteinas, es un trasudado en el gue la mucosa

i3



intgstinal‘actﬁa como membrana semipermeable.

"ﬂa composiciﬁn de la porcidniTiquida es de aproximadamente
155 mEq de sodio, 15 mEgq de potasio, 105 mEq de cloruros y -
- 45 mEBEq de bicarbonato por litre, en adultos. En nifios la --~--
composicién de electrolitos durante la diarrea es diferente
y contiene un promedio de 100 mBq de sodio, 25 mEq de pota--—
sio, 7% mEd de cloxrurxos y 32 mEq de bicarbonato por litro.--
Estas diferencias se deben a que los nifios no responden como
,;os—adultos. ellos tienen frecuentemente fiebre, convulsiones

generélizadas y edema pulmonar (29).

»- Las. colonias de V. cholerae en agar TCBS (agar tiosulfatop
citrato, sales biliares) son frecuentemente grandes (1.0 --~
1.5 mm de di&metro), enteras y trasldcidas; V. parahaemoly--
ticus forma colonias de 0.5 - 2,0 mm de difmetro, son verde
azuladas, enteras y trasldcidas. En agar HIA (agar infusién-
de corazén), V. cholerae forma colenias blanguizcas, enteras

y traslucidas., (foto 0}.(9,14).

La identificacidén de Vibrio cholerae puede hacerse en ---

,baée~a,;§§ pgggpas:bioquimicas de laboratorio (Tabla 3).

14



TABLA J.f‘Diférénﬁiacién‘dé”vibrioﬂyfmiemﬁroﬁ'défot:ongeneros

‘Género, -especie’-

o. familia.

V. cholexae

Especies de vibrio

A. hydrophila.

Enterobacteriaceae.

pseudomonas.

nohay ‘cambio

15



i

as verde azuladas de Vibrio parahaéhoiyt‘gusf

Colon

Foto 0.~

t;ato,saleéﬂb liares)’

lfato ci

10Su

despues de 24 horas a 37° C;

en agar TBCS (t

16



reaccién (K/A) ‘en KIA; la sacaros

'cad; biotipo,

las cepas de vibriones pueden difq én:ia

‘por‘las pruebas enumeradas en. la Tabla 4. (Lﬁ);

TABLA 4.- Diferenciacién de los bioqrupos clssico¢

v. cholerae 0;1

“BYOGRUPO

PRUEBA

Tclfsgigo Bl Tor

Sensibilidad a la pol;mixihaln FS -
(s001) -
Sensibilidad a bacteriografo  IV.

+
Prueba de Voges— Preskauer. N E
Hem&lisis de eritroci B +

17,



II.4 ANTIGENOS.

"Pero para conocer con certeza a) verdadero Vibrio cholerae
organismo ca\i.sante d‘ve‘l éélerg papdémico, se requie.re recono- -
vcer el antigé‘no soméﬁ-ic;: 0.-‘1' por aglutinacifn con antisuero
especffico 0:1, sien@o este uno de los criterios ﬂre mﬁyor -

validez para su identificacién.

-v. cholerae posee dos tipos de antfgenos: . saniét‘icm(o) y
_'flajelqr '(H)_. El antfgeno especifico es el som&tico O,"é‘l cual
" se compone-de tres fracciones que son: A, B, C las cuales dan
: lu:c_;:ar'a los tz;es serotipos que conocemos como t- Ogawa’ (AB), =

Inaba (AC). e Hikojima (ABC).

_LC;S antfgenos 0 somiticos termoestables ‘estén éﬁmpdéétbs
de complejos de fosfolfpido-polisacdrido., El anflisis de los
Vantf.genos 0 generalmente revelan polisacaridos (60%), 1lf{pidos
(20 a 30%) y hexosamina (3.5 a 4.5%). Es la. naturaleza ée los
t;.;r\,lpos terminales y el orden en el cual ellos se encuentran
en 155 unidades respectivas de la cadena de polisacdrido que
confiere especificidad a las numerosas especies de antigenos

-0.:Estos antfgenos son resistentes al alcohol y Gcido diluido

’p"or lo- que provoca la desnaturalizaci&n de los flajelos: los
Va‘ntfqenos somdticos 0 de 1s superf-icies de los bacilos adya-
centes pueden unirse pox los anticuerpos anti-0. La aglutina
cibn resultante determina la formaciSén de conglomerados granu

lares peguefios y dificilmente descociables por agitacién.

18



Son_dé‘hatutaleZa proteica y
El amino&cidc contenido y el orden
‘én‘el eual estos se encuentran en’las flagelinas determina -

: lé‘é;éécificidgd'de.iésfantfqenoﬁ H flaﬁeiares.

En:la éélutinaciéﬁ flagelar se forma un precipitado, dando
‘lugar a ‘elementos grandes, algodonoscs y facilmente disocia-

bles por agitaci6n._‘

'[ Actua1mente se han-realizado esguemas de tipificacidn sérg

l8gica por laboratorios de referencia, tanto para Vibrio ---

cholerae 0:1, Vibrios no coléricos, Vibrio parahaemolyticus,
asf como otras especies de vibrios, incluso Aeromonas y ----
Plesiomonas. Uno de estos esquemas es el descrito por Sakaza
ki y shimaida, donde el antfgeno O se determina por aglutina
cién y que comprende el reconocimiento de mis de 60 antfgenos
En el esquema descrito por Smith el antfgeno 0 se determina
por aglutinacién en placa con cultivos vivos, se reconocen‘-
mds de 72 antfgenos diferentes en €l (4). La serotipificacién
de Vibrios no coléricos se hace Ginicamente como en el caso de

Vibrio parahaemolyticus.,

Desgraciadamente en nuestro pafs este tipo de investiga--
cién es limitada debido a la poca accesibilidad y al alto ==

costo de los antisuweros impertados. Es necesario el ~—--~-

19



" desarrollo de la teEnolégia én el Sre$ de produccibn de‘anéi
7 sueros, con el objeto deidishinuirrli deéendénbia y aumentar
el nimero de estudios que nos ayuden al conocimiento de la*-;
epidemioclogfa de enfermedades qﬁe son verdaderos problemas =

de salud pdblica.

20



CAPITULO ‘ITI.

1II.1° OBIJETIVOS,

1.- Obtener las cepas de referencia del Centrdrparaféliéop-:"

"trol de las enfermedades (CDC); de Atlanta;'Georéia.m

V. cholerae subgrupo 0-Ogawa.

V. cholerae

subgrupo O-Inaba.

V. cholerae (Ogawa) y v:

3.~ Obtener un antisuero1§Riivﬁi6p£37par§ la idpntificacidn

de V, cholerae 0:17
4.~ Evaluar el antisuero obtenido por la prueba de aglutina-

cifn en placa, con cepas vivas de referencia tanto de -~

vibrios coléricos como de vibrios no coléricos.

21



IIILZ HIPOTESIS DEL TRBBAJO.

8i un conejo se inmuniza con antfgeno elaborado a partir
de Vibrio cholerae 0:I y que tiene cantidades equivalentes -
de los serogrupos Ogawa e Inaba, se obtendrd un antisuero -=
polivalente para la identificacién de Vibrio cholerae sero--

grupo 0:I/
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CAPITULO IV,

IV.1. MATERIAL BIOLOGICO.

4 conejos blancos Nueva ZeIandarde‘3'Kg de peso. .

Sueros ‘de referencia dél-dDC,‘defvibrio‘chéieraéwoéfyﬁéfngrgj;

- po’ Ogawa e Inaba.

Cepas de referencia del cné,vdé vibrio cholerae 0:I serogiu-

éo Ogavwa e Inabé.

Cepas de referencia de los Laboratorios Nacionales de la SSA:
V. anguillarum.
V. costicola.

V. alginolyticus.

V. mimicus,

V. parahaemolyticus., 0:4

V. parahaemelyticus. 0:5

V. parahaemolyticus., 0:11
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IV.2 -APARATOS.
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IV.3. REACTIVOS ¥ MATERIAL  EN . GENERAL.

i”Agar bacteriol6gico; Bioxon.
Agaf infuéién corazdn; DIFCOJ
Caldo infusién corazén; DIPCO!
Peptona de carne; BIOXON.

Base agar sangre; Merck.

Agar tiosulfato citrato sacarosa sales biliafésiine¢£6n o

Dickinson and Company.

Cloruro de sodio., An&lisis; Merck.

Kcetona. Reactivo; Sigma de México, S;A.
Cloroformo. Reactivo; Sigma de México, S.A.
Hidroxido de sodio. Andlisis; Baker Analized.
Etanol. Anflisis; Baker analized.

-Acriflavina. Reactivo; sigma de México, S.A.
Glicerina. Reactivo; Sigma de México,S.A. -
Benzal; Gasa, S.A. de C.V.

Reactivos para la tincién de Gram.

Azida de sodio. Reactivo; Si-ma de México, S.A:
pipetas pasteur. -
Bulbos para pipetas pasteur.
Placas de aglutinacién.’

Asas bacteriolégicas.

pPipetas graduadas de: 1 -ml,-
Vasos de precipitado de: iod_mxﬁ

Probetas de: 100 ml, 250 ml;.5

11000 ml.

Matraces Erlenmeyer de: 500 ml,




Jeringas de: 1 ml, 3 'ml, S ml,!;d ml,. 20 ﬁl.

y

Agujas del 18 para sangrfa.

Tubos de ensaye de 13 X 100,

Tubos de polipropileno de 50 ml fondo éShiééApafaféene;ifﬁgé;

Morteros de pistilo.

Cajas petri de 88 mm X 15 mm,

Portaobjetos.

de cépi@ida@;‘

Retapas de aluminiq.a;~,
Engargoladora.
" Etiquetas autoadheribles;
Cajas de cartfn para viales de 5 mi.
Tripié / tela de asbesto.
Mechero Bonsen.
Mechero Fisher.
Gradillas.
Termémetro ( -10°C a 11Q°C ).
caja para inmunizar conejosgrvv:

Tabla para sangria.
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CAPITULO V.
METODOLOGIA.
Preparacién de un antisuerc polivalente

0:I.
V.1 CULTIVOS.

-Las cepas de referencia de V. cholerae
Ogawa e Inaba que se recibierén del CDC se

das en tubos con agar inclinado.

1.- Mantener los cultivos de referencia en
desfibrinada y esteril a -60°C.

2.- Inocular dos tubos de agar infusién co
cepas de referencia de V. cholerae ser

- Inaba respectivamente.

3.~ Incubar a 37°C por 24 horas.

4.~ Suspender el crecimiento en 0.5 ml de

%.- Vaciar en deos tubos estériles de & mm

&.~ Adicionar 1 ml de sangre de carnero a
tubos y homogenizar.

- Guardar los cultivos en el congelador

de ~60°C.

27

.de" V. cholerae --

0:I serogrupo --—--
‘hallaban conserva
sangre de carnero

razén (HIA) con las

ogrupe Ogawa e -+--

agua peptonada.
X 150 mm.

cada uno de los --

a una temperatura -



1.~

deben de autoaglutinar con solucién

i ¢ont&criflavina, y aglutinar 4% con el -

‘referencia- de cada serogrupo.
SELECCION DE LAS COLONIAS.

En cuatro placas de agar infusién corazén (HIA);‘ﬁembrar
por estrfa cruzada V. cholerae serogrupo Ogawa .e Inaéé - .
respectivamente (2 y -2). i

Incubar a 37°C por 24 horas.

Revisar la morfolegfa colonial en el microscopio'este:eoir
cépico. Foto 1,2

Seleccionar tres colonias lisas (bordes enteros, brillaﬁ
tes, traslidcidas, cremosas, ligeramente convexas), de --
cada una de las placas y de ambos serogrupos (Foto 1,2).
Sebescoéen colonias lisas porgue tienen sus antfgenos --
superficiales completos.

Se coioca una gota de solucifn salina al 0.85% en cada -

una de las tres divisiones de una placa de aglutinacién

-y 'se toma una asada de la colonia seleccionada tratando

de obtener una suspensifn homogenea en cada una de las -
tres dotas (Foto 3).
Cerca de cada gota se agrega una gota de solucifn salina

al 0.85% upa gota de acriflavina y una gota de suero --~-
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: homéioéé’dé‘ eferencia’ Ogawa: (foto;4)

:.Berogrup

" Reacciones de aglutinaci

4 = 100% de los microorganismos aglutinan.
3+ = 75% de los microorganismos aglutinan.
2+ = 50% de los microorganismos aglutinan.
+

1 = 25% de los microorganismos aglutinan.
Tr = Trazas.

~ = No aglutinan.

12.-Sembrar tres tubos de HIA,. por qa&? s§r§g¥up§, apartir
dé‘lés colenias lisas selecﬁion&daé. ETRRAS St

i3.-1ncubar a 37°C por 24 horas.

14.-Sembrar de cada tubo por estxia'ciuzadé; enupla¢§§ de. HIA.

15.-Incubar a 37°C por 24 horas,.
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Foto 1. Morfologfa colonial de Vibrio cholerae serogrupo ---

Ogawa, en medio HIA (agar infusién corazén).

Foto 2, Colonias de Vibrio cholerae serogrupo Inaba en la --
superficie de una placa de HIA (agarx infusién corazén)

Obsérvese las colonias lisas.




Foto 3.

Foto 4.

con la ayuda de una asa.



[+] ds, 1lgeramente con exas)

d as: tres leLSlOnes de una placa de aglutxnaclén,'y -

:;gvgoma una. asada de la colonia selecc;onada t;atando de
ﬁﬁiener una suspensifn homogenea en cada una de las tres
‘gotas. Lo -
‘19.-cerda de cada gota, se coloca una A o

. de referencia, Ogawa, una gota de

0.85% y una gota de acriflavina.

20.-Las dos gotas de cada divisién se
ayuda de una asa.

2l.-La placa se oscila suavemente .con.

to.
'227-53 observa el grado de aqlutina?idn cdiocandé i; piéca -
. sobre una l&mpara. »
23.-Realizar los pasos 18 a 22 para el serogrupo Inaba.
Véﬁ.—Seleccionar un tubo del serogrupo Ogawa e Inaba respecti
vamente que tengan una aglutinacidn de ﬁ+ con su suero -
homdlogo, que no aglutinen con solucifén salina al 0.85%
ni con aq:iflavina.
25.~-De los tubos seleccionados de ambos serogrupos, sembrar
6 tubos de HIA inclinando su superficie.

26.~Incubar a 37°C por 24 horas.
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Foto 5.~

Foto 6.-

En esta fotograffa la aglutinacién con solucién ---

salina al 0.85% y acriflavina con una cepa lisa de

Vibrio cholerae. es negativa.

Colonias lisas de Vibrio cholerae serotipo Inaba.en
una placa de HIA (agar infusidn corazén) después de

incubar a 37°C por 24 horas.




cada uno de los cultivos,
28.-Inocular el contenido de cada'tubp
ver de 500 ml conteniendo 100 mlide

z6n (HIB).

29.-Poner en agitacién los matrac
30.-Comprobar la pureza de*ldsj;diﬁ

Gram

31.~-Centrifugar | los cultlvos a 3500 rpm pof a0 minutos en —;  ‘
tubos cénicos de poliptopxleno de 50 ml. Vertir el sobre‘
‘Vnadante de cada uno de ellos y mezclar el paguete celular
de varios tubos en uno solo, resuspendiéndolo en apro#i——"
madamente 50 ml de solucifn salina.
32.-Someter los cultivos a vapor fluente durinte 2 horag'(énj-"
autoclave con la vilvula abierta a 2 1lb de presiﬁn f ——
aproximadamente a 100°C. D
33.~Centrifugar los cultivos una vez frios a 3500‘rpm'§6r“40
minutos. ‘ '
34.-Vertir el sobrenadante de cada uno de ellos y resuspender
el paquete celular en aproximadamente 50 m1 de alcohol -
.a)l 95% e incubar a 37°C por 18 horas. 7
>'3§;-Repetir los pasos 33 y 34. .
-36.-Centrifugar los cultivos a 3500 rpm durante 40 mi;utos}
vertir el sobrenadante de’cada uno de ellos y resu;pender
el paquete celular en aproximadamente 50 ml de acetona -
centrifugando a 3500 rpm por 40 minutos.

37.-Repetir el paso 36.
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del serogrupo Inaba.

41.-Dejar que la acetona de ambos @é?gexOSJSe”evaé;ré.(aéfﬁ;i
madamenie 24 horas). 7 ‘ : ‘ ’

42.-Raspar suavemente las células de los morteros y dejar --
secar por 3 o 4 dfas a 37°C.

A!.—Después que el paquete celular se ha secado, pulverizarlo
Yy colocarlo en un recipiente hermético por separado_ddda
uno de los serogrupos (Foto 7).

44 .-Repetir el procedimiento cuantas veces sea necesario, ~--

hasta obtener la cantidad de antfgenoc somitico "“o" neée-

sario para inmunizacién.
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Foto 7.- Antfgeno pulverizado de Vibrio cholerae.
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V.3 PROGRAMA DE .VACUNACION.: -

A) Para prepaxa: el antisue:o polivalente, mezclar los dos -

antigenos pulverizacos {los dos serotipos: ogawa e Inaba) :

~:en,cantidades iguales obtenlendo una sola vacuna poliva~—

lente.

”_Suspender la vacuna en solucldn salina estétil agregando

B)

C)

la mezcla de antfgenos pulverizados a la soluchn sallna
estér;l hasta obtener la densidad adecuada como se mencio

na abajo (Foto 7')'

Inocular intravenosamente 4 conejos blancos Nueva 2elanda
de 3 Xg de peso, en la vena marginal de la oreja a inter-

valos de 4-5 dfas, como sigque: (Foto 8).

1 inoculacién 0.25 densidad igual a Mc Farland #2
2" inoculacién 0.5 densidad igual a Mc Farland #3.
inoculacién 1.0 densidad igual a Mc Farland #4.
4" inoculacidén 2.0 densidad igual a Mc Farland #5.
5% inoculacidén 4.0 densidad igual a Mc Farland #5.

6 inoculacién 4.0 densidad igual a Mc Farland #6.
Mc Farland = concentracidn bacteriana (ml).

Hacer sangrfa de prueba en los cuatro conejos 4 dfas ----

despues de la dltima inoculacifin estrayendo aproximada---
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la cual pre

Foto 7'.- Vacuna polivalente de Vibrio cholerae,

senta una densidad igual a Mc Farland # 5.

en la vena -~

figeno,

Inoculacién intravenosa del ant

Foto 8.~

Observese la dila-

marginal de la oreja del conejo.

tacidén de la vena.
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D)

E)

F)

G)

H)

1)

J)

E FRCEE SO I vy U

mente 5 ml de sangre de 1a-arteriawcéntrsl_‘é‘la}oreja“—g

de cada uno de los 4 cpnejos_*

urante 10Vminu€6§f

Separar los Sueros por CéﬁéfifugaciS

a 2500 rpm.

Previamente se: han:se

bos serogrupos en'l
por ?4 ho?dsﬁbﬁ
En.un tubo: de. vidri ' 100 dapositar 0,5 ml; del;—-:”
solucién salina al.o 85% y con una asa recoger el crec1—
mxento de la placa de HIA provenlente dnl serogrupo Ogawa
hasta obtener una suspencisn bacterlana pesada, agltar‘—

vigorosamente en un vortex hasta que la*suséenciGn sea -

cow

homogenea.

Repetir el.paso.antexio

Se separan:dilucio

180

Se coloca una gota de una de las suspens1ones en‘cada una

de las 7 divisiones de la placa (una placa por cada suero)

Cerca de cada gota, se agrega una gota de cada:una de las

diluciones del suero.
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Foto 9.- Dilucidn seriada de uno de los sueros-obtehgdos eh

la sangrfa de prueba como sigue: 1:1, 1:2;‘1:4, 1:8,
1:16,-1:32, 1:64; el primer tubo de la izquierda --

'contiene,una,suspensiGnrhagteriana con la. que se va

a. . probkar el suero.
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ﬁﬁ

§)

0}

F)

0)

si'el tftulo es satisfactorio, se sangran-los conejos por
vfa intracardiaca (esto se especifica'en la sigquiente pd-
gina) una semana después de la ﬁltimarinoqulhcidn, si los

antisueros dan una aglutinac16n7d674+ dentro. de 1 minuto.

Si los conejos no dan una respuesta adecuada,‘'dar dos —--~-

" inoculaciones adiciocnales de 4 ml cada una.

Sangrar una semana después de la filtima inoculacidn.
El suero se separa del cudgulo mediante centrifugacifn a
3000 rpm durante 20 minutos, y se transfiere .con pipetas

pasteur a recipientes adecuados.

Esterilizar el antisuero por filtracifn y adicionarx azida

de sodio al 0.01% como preservador
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intracardiaca::

sangrfa. porivfa

‘En un recipiente se Eolbéa'ﬁnafppr i6n:de

cido con cloroformo.

-8e sujeta fuerte al conejo delilohqiﬁoﬁfiés 569>manos Y -
“se procede a anestesiarlo con;elﬂcioréfa;ﬁorﬁor unos segundos
En- una tabla de sangrfa, se éques;éléi'gbpéjo boca arriba y
se procede a sujetarlo de ias pgtasf&bh’los lazos que se en-

cuentran en los cuatro.extremos dé'lakiabla. (Ver foto 10).

Se locéliza elyegéernSn delrcénejc que ésté arriba del --
diafragma, -y aprbximadamente en la parte media del lado —=--=-
fizéuierdo del conejo se encuentra el corazén. Se limpia con
un algodén humedecido en alcohol la parte donde se va a pun-
cionar. Una vez que se ha localizado, se introduce una jeripn
ga de 20 ml con una aguja del 18 de tal manera gue no roce -
hueso de las costillas y se empieza a succionar la sangre, -
una vez llena la jeringa esta se gira y se desprende cam---
bidndose rdpidamente por otra vacia (no hay que sacar la ===
aguja) y asi sucesivamente tratando de extraer la mayor can-

tidad de sangre posible. (ver foto 11).

Una vez terminado se le deja permanentemente el cloroformo

al conejo, para que este muera ripidamente.
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Foto 10.~ Localizacién del corazdn en el conejo péra realizar

la puncifn intracardiaca.

43



Foto 11.~ Puncidén intracardiaca en el conejo, el cual se ha

anestesiado con cloroformo.
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V.4 EVALUACION

de’vibrios n§'£oléricos.

aj\céda uné de las cepas a probar sembrarl;s én:i/é de placa:
Vde HIA e incubar a 37°C por 24 horas. ; : iy

D) Cosechar cada uno de los cultivés‘en 0.5 ml dersbluciSn -

.‘salina al 0.85% en tubos de ensaye, agitar vigorpsamenté;,
hasta obtener una suspensifén homogenea,

E) Realizar diluciones del antisuero como sigue:
1:1,-1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, (Ver foto 12)

) ?ara cada .una de las suspenaiones: c¢olocar en una placa -
1 gota de cada una de las diluciones del antisuero y una
gota de la suspensifn de cultivo a probar, mezclar con una
asa y agitar manualmente hacia delante y hacia atr&s por
un minuto,

G) Se busca la presencia de aglutinacién colocando la placa

sobre una l&mpara y anotar el grado de aglutinacién,
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Foto 12.- Evaluacién del antisuero de V. cholerae..0:1, sero -
grupo Ogawa. De izquierda a derecha se dan las re= "
acciones de aglutinacién como ,s:i_.qu‘ev:

o, e, et 3t 1t T,
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Rotular los viales ‘con 153‘etiqu:
‘D) Mantener los viales en refrigeracién a ‘una temperatura de

2~6°C hasta su uso. (Ver foto 13).

Foto 13.- Producto terminado para la identificacifn serol&gica

de Vibrio cholerxae 0:1.
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Técnipa del sdifatélQe bario ‘del nefelémetro de‘&ckrarlihd'

(18). .

l.- Preparar sdlﬁéioneslacu;sés al.lg de élorﬁro de bario 'y
“Scide sulfdrico.

2.- Agregar las cantidades indicadas en el cuadro de abajo a
ampolletas secas y limpias, Estas Gltimas deben tener el
mismo difmetro del tubo de ensayo para wusar en determina
qiones subsigquientes de densidad,

3.~ Sellar y rotular las ampolletas.

Preparacién del estandar de sulfato de barioien,el-néfélé

metro de Mp'Farland.

Tubo . Clororu.de bario. - Acido sulflrico . Densidad de bacte-
(i % ) (ml) = rias, que corres--

ponde (millones/ml)

2 300
2 600
E 900
4 1,200
3 1,500
& 1,800
7‘ 2,100 °
8. .2,400
3 2,700
10

3,000




AGUA PEPTONADA.

(Enriquec1m;ent pvra vibr;o cholerae)

Diselver por calentamxento.

Ajustar el pH a 8, 0 - B 4, con-ﬁEOH (IN).’

Esterilizar a 115°C7 201, S
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CAPITULO VT,

RESULTADOS, -

TABLA I

glu iqé@idn de. V. cholerae 0:1

e Se#btibq ‘

solucién salina 0.85%

Acriflavinal

Suero -homSlogo.

. . . +
Se observa una reaccién de aglutinacién de 4° en ambos ~--
serotipos con su suerc homSlogo de referencia y no hay reac—
cién de aglutinacidn con acriflavina ni con solucién salina

al 0.85s%.
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TABLA. - II

Aglutinacién de las capas de V. cholerae 0:1 y. seleccién

de las mismas para preparar los aﬂtigenos.de Roshcka.

Solucidn salina 0.85%
Acriflavina.

suero hom&logo (Ogaﬁa).

Suero homﬁ;ogq (Ipahé).

a,b,c (Cepas delrseréq:upo Ogawa)
Donde s . oo
: : D,E,F.: (Cepas del serogrupo Inaba)

Las cepas a,b,D,F fuerSn las elegidas para presentai los
antfgenos puesto que presentardn una aglutinacién de 4% con
su suero homélogo y no aglutinaron con acriflavina ni con --

solucidén salina 0.85%.
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Los frotis que Se realizaron para comprobar la pureza de

los .c¢ulti os’ ue:onlséﬁisfactorios, esto es:-se'iﬂeﬂti

ficaron'baci jram negativos ligeramente curvos’'y cortos.
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Serotipo Ogawa.

‘{1‘='serotipo Inaba.

ISe evalud }os sueros de los conejos, cada uno por separado
el suero delﬂconejori presentf un tftulo de 1:16 mientras gue
los sueros de los conejos 2 y 3 fué de 1:32, Por lo que se -
dej6 pasar 5 dfas mis para que el nivel de anticuerpos llega
ra hasta un tftulo Sptimo de 1:64 como en el suero del conejo

4,
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CHOLERAE

" CEPA

V. anguillarum. ' : ?:;?
V. costicola. o

V. alginolyticus. -

V. mimicus. - R L e e e

V. parahaemolyticus 0:4 - - _.;717 = U I e

V. parahaemolyticus 0:5 - e

V. parahaemolyticus 0:11 -~ - “4*'j~; e o TR
V. cholerae No—01(7255)77 ’
V. cholegae No-01(7696)
V. cholerae No-01 (g)f'
V. cholerae No-01. (B}

V. cholerae No~01 kcf"v

Aquf se realizé la evaluacién del antisuero polivalente -
con vibrios no colérices de los ciales la mayorfa no aglutino
excepto por las dos dltimas cepas que si presentan reaccibn~ -

de aglutinacién hasta un tftulo de 1:4.
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Q:

CEPA

V. anguillarum. -
V. costicola. . <;: .f:‘

V.. .alginolyticus. e

V. mimicus. R

V. parahaemolyticus 0:4 =

V. parahaemolyticus 0:5: 7=~

V. parahaemolyticus 0:11

V. cholerae No-01 (A)

V. cholexae No-0l (B)

V. cholerae No-01 (Cf

V. cholexae 0:1 (Ogawa) 1t
V. cholerae 0:1 (InabQ); TY Tr

En este cuadro se dan iogr;e;ultgdos obtenidos de la eva-
luacifn del antisuero coﬁ vibrios coléricos y no coléricos -
Ogawa e Inaba presentan reaccigﬁbde agiutinacién hasta un --
tftulo de 1:64. En los no coléricos la mayorfa no aglutino =
salvo V. cholerae No-0l (A) y V. cholerae No-01 (B), ambos -

presentarén un tftulo de 1:2.
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El volimen qde;sefbbfﬁvb fﬁé‘/&:iéq-mf“dél‘antisﬁeﬁdaﬁbiir

‘arld}vobééniéndaée‘504
ada unc.-El-antisuero restante. se guard§ --
vasarse para uso posterior, manténiéndose en refrigera

'Cidn'a pna_tghperaﬁura de'aprﬁximadamente 2 - 6°C.
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0:

CEPA
 v. cholerae D11l {Inaba) .
riv. cholexae 031 (ogawa) .

V. cholerae No-oi'(B)

W chélerae Np-01 (C)

Se realiz6é la evaluacién final del antiQuero con el con--
servador (glicerina) para determinar la dilucién a la cual -
se va a utilizar. Como en ninguna de las tres diluciones rea
lizadas disminuyd el tftulo, se usard a una dilucidn de 1:4
y como ya tiene glicerina al 50% esto implica gue una vez --

envasado se usari diluyéndolo 1:2,
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CAPITULOIVII:

VII,1:DISCUSTON DE RESU

éi;érgdo de aglutina

Vibrio cholerae 0:1. Los

cenfa meénor proporcifn: de antfgeno espéqifi -

éo QQellasrcepéégﬁa"{fj”b“féon'4+.

L : o .
“‘La cepa "E" se descartd porque autoaglutin§ 4 con. acri--
flavina y las cepas que autoaglutinan con—soluEiGn-sglina o
con acriflavina se descartan por ser cepas rqgoéééfyé que no

tienen antfgenos de virulencia {(26).

Por otro lado, los antigeno; "o" e;téﬁ ;ﬁjetoé a presentar
variaciones y ser capas lisas 6 }ug;;ag, siendo algunos de -~
conversidn liso génica. De ahf que las cepas: a, b, D, F fue
.ran las seleccionadas para la preparacidn de los antfgenos ~

respectivos pues eran cepas lisas (27).

Durante la produccidn de los antfgenos se realizardn frotis
Yy se tifieron por la tincién de Gram de los cuales todos resul
tarom satisfactorios sin encontrarse contaminacifn alguna en
ellos.

g
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Las cantidades de‘antigedd'qdé'ééwébfﬁﬁiefﬁn ‘fueron.dife-.

no fué hécesario;d?f inocul

terminado se’:éiiiééilalsangria de prueba‘evalu&ndo;e el —--

suero'ébtenidO‘de_éad no‘de los cuatro conejos, lleéando -

a 1os resultadcﬁ que se ‘d en la tabla III. En el conejo 1

'el titulo del ‘suero-es 1 16, en 105 conejos 2y 3 fué de 1: 32
:;y‘en‘el‘conego 4 el titulo £ué de 1:64 que ya era Sptimo; de
: ’acuerdo a esto se dejé pasar 5 dfas mis para el..conejo 1 —_—

aumentara la capacidad de respuesta inmune (24).°

Llegado el momento de la sangrfa total de los conejos se-
procedif a separar los sueros en condiciones de esterilidad
y antes de proceder a la evaluacidn del suero este se dejé -
en "reposo" durante una semana para que se estabilizara el -
nivel de anticuerpos presentes (26). Una vez pasado este lap
so Se evalud con las cepas de referencia de vibrios no colé-

ricos que se especifican en la tabla IV en la cual se observa
que en dos cepas de V. cholerae No-01 ambas presentan un ---
tftulo de 1l:4 que realmente es bajo (12) ya que la cepa "b" =
presenta sole trazas y la cepa "c" presenta 1+ mientras que

la cepa "a" no muestra ningdn grado de aglutinacidn.

Despues se realizé otra evaluacién final en la que se ~-==
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incluyen lerlcs coléricos y no coléricos tabla V Nuevamente
ise observa que las cepas de V. cholerae BD—Q; prgsentan;reag
\c;§9'§e;aglut;nacxén halldndose un tftulo de. 1l:2 en‘ambas éé'*'
égéieslf“;“ y "c¢") esto quiz& se deba a que las cepas presen
téﬁ éoﬁq eséecificidad {(no estdn tipificadas) en cuanto a =--
sﬁ?co@pdsicidn antigénica o algin factor inespecffico que se‘
gncuenﬁra enbbajas concentraciones y se eliminé a través de
flé‘dilucién del suero (26); mientras que en los serotipos =-=-
'ogawa e- Inaba se encontr§ un tftulo bastante Sptimo que es -
’de 1 64 A hablendo 11egado a estos resultados se procedif a

Vevaluar el an:;suero con el conservador (24) que es glicerina

,50\, para ver a que dilucidén se va a usar y asf mismo ---

fobserva: si se diluye o pierde las reacciones crugzadas y es-

';;§71§cer'1a dilucién mds alta en la cual aglutine 4% con 1as

vcep;s antfgenos homSlogos (tabla VI), efectuindose tres di--
luciones: 1:2, 1:3, 1:4 gque son las diluciones finales con -
las que trabaja un antisuero y porque hasta estas diluciones
nos d4 una reaccidn de 4+ con €l antisuero, por lo cual se =-.
manejard a esta dilucién. Una vez evaluado el antisuexo con
glicerina se procedid a esterilizar el antisuero por filtra-

cidn, se envas®d y asf estar en condiciones de usc.
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VIT! 2  CONCLUSIONES:: -

ficééibn de vibrio cholerae 0:1 podra hacerse. —-

jsiﬂfdlfxcultkd apo&ﬁndose en las caracterfsticas bidquimicas

-'y.déga"lutlnacién con el antisuero polivalente de V. cholerae

' Asf.pues aquellas colonias, las cuales:tenqan'apariencié
~‘tfpica de vibrios célera sobre medios. solidos (gspécfficos -
ré;ra el crecimiento de vibrioé);.sg probarin con ancisuéro,;
: polivalente de V. _ cholerae 0:1. éi'ocugfe agiutinacidn, -
puede hacerse una identificacién presuntiva, La identifica--
cién final requerird de pruebaé conf{rmdtorias biogufmicas y
probarse anflogamente con antisueros monoespecificos Inaba y
Ogawa, para determinar el serotipo y descartar otros micro--

organismos que causan enfermedades diarreica (29,28).

El antisuero obtenido tiene la suficiente potencia ya que
aglutind bien a V. cholerae 0:1, aunque le falta un poco de
especificidad ya que aglutiné a dos cepas de vibrios no colé
ricos aunado a este el antisuero no se absorbi8 puesto que -
no se evalud con todas las cepas conooidas de vibrios, que -
son aproximadamente 34 especies (18), esto Gltiﬁo no se rea-
1iz8 completamente porque no se contaba con todas las cepas
de vibrios no ¢oléricos, sin embargo en el presente trabajo

de Tesis se pudieron incluir vibrios representativos con ---
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. Por dt;é_lado no se’ ‘puede hacer una comparacién del anti-
suero qué se obtuvo con uno ‘del CDC ya gue este ﬁltimb esté

diluido y listo para usarse directamente ademis de que tieneQ

tambi&n conservador y ccn el inconveniente da que ya no se'

contaba con antisuero. estSndar producido en' el CDC. -

Y aunque el prop

. CbC'para que allS los verifiquen, y hasta la -
'Eggﬁé,lqé'iesultados han sido satisfactorios lo que ha ayuda
,dﬁ*akperfeccionar poco a2 poco las técnicas con las que traba

‘‘ja este laboratorio; en el caso del antisuero polivalente =--

"Qath la identificacién de V. cholerae 0:1 comoc es la primera
vez qué se produce se mandard a corto plazo al Centro de ---—
Referencias de Atlanta, Georgia en un lote en conjunto con -
otros antisueros. Por consiguiente, el antisuero,prqducidq -
dentro de las instalaciones del I.S,.E.T. (i;étituto‘de Salu-
bridad y Enfermedades Tropicales) es uho de;i§;5pri@eros aquf -

en México.

La aglutinacién en placa\Sé'p}efiere debidd'a la facilidad




ya en México (1 10 20), mas esPecificamente en las costas --

porque ahi es su hibitat de los vibriones, particularmente -
ﬁse tienén datos de que las personas con esta enfermedad d1a£
'réica habfan .consumido mariscos de aguas mexicanas, con esto
aunque el cSlera geogréficaﬁente no deberfa de existir en ~--
MExico se intuye que este se ha extendido a nivel mundial ==~
(18,28) y lo mis probable es que tenga ya varios afios de ==
existencia por estas aguas territoriales pero sin detectaréé;
Y estd‘no descartarfa la posibilidad de una epidemia a';6z€b

plazo (20).

Es por eso, que se ha requerido producir este antisuero -

- para tenerlo como arma de diagnfstico y con esto ayudar a la
formacidén de Laboratorios de Referencia aguf en Mé&xico y no
tener que depender completamente de los sueros que se obtie-

nen de otxo u otros pafses, como es el caso de E.U.A. especi

ficamente del CDC (Centro para el control de las enfermedades

Atlanta, Geordgial.

Debido a que es un proceso- que 1leva mucho txempo, esto -
es pedir oficialmente los sueros a dlcho centro, que 'los =---
envfen oportunamente y en buenas ccndiciones Y sobre todo que
serpuedan rescatar de las aduanas, para que‘liequenAa los -—

Laboratorios donde se requieran.
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