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CAPITULO I. 

INTROUUCCION. 

Las enferme~a~es infecciosas han cons~ituido, sin duda --. 

alguna, uno de los principales azotes para la humanidad. su 

impacto social ha sido mayor de lo que pueda indicar su im--. 

·portancia num6rica entre las causas de m.uerte, lo cual es --. 

debido a que muchas de las enfermedades infecciosas causan .­

la muerte tanto de j6venes como de los indi~iduos de edad --. 

avanzada. Estas enfermedades por su carácter api~~mico, han 

desorganizado y aterrorizado con fre·cuenc ia comunidades ent; 

ras. El descubrimiento de las c~usas origin~rias de las en--. 

fermedades infecciosas y el desarrollo de mGtodos ade~uados 

para su control se inc.luyen entre los logros má.s importantes 

de la ciencia médica (24). 

La iden.tifica.ci6ri. cll\ los agentes causantes de var.ias en-­

fermedades infecr:ioSas condujo al uso de a,l·qunos métodos --.­

·para su control: 

lA. Los paises técnicamente más avanzados han alcanzado un -

nivel tan elevado en todos los aspectos sanita.rios, que los 

han conducido a· una gran reducci5n en la frecuencia de cier-

tas enfermedades, y a veces, incluso a su erradicación, par­

ticuJ.armente en lo referente a las enfermed~des cuyo canta--

gio se hace por medio del agua o los alimentos (por ejemplo~ 

tifoidea o cólera) o por medio de -los insectos (por ~j~mplo~ 
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fie"bre ·amarilla o tifus). Sin embargo, aún es esencial ·el -­

conocimient·o de est.a.s enfermedades para el médico puesto ·que 

pueden ser introducidas por viajeros. 

2A. Las vacunaciones han reducido enormemente la frecuencia 

de ciertas enfermedades epidGmicas graves {por ejemplo.-·vi-­

ruela, difteria, poliomielitis, tosferina), han sido muy.-~-

6tiles para disminuir el índice de enfermedades que se tras­

miten por gotitas de saliva (tos o estornudo), puesto que -­

este medio de transporte es muy dificil de controlar. No ~-­

obstante, la vacunación es ineficaz o bien no es factible -­

para muchos organismos. 

JA. El desarrollo de una quimioterapia antibacteriana eficaz 

han reducido considerablemente la gravedad de muchas enferm~ 

dades infecciosas y ha disminuido la frecuencia de algunas -

de ellas (25). 



II .1 ETIOLOG:tA' DE· LAS ENFERMEDADES DIARREICAS. 

La' ;,{1()1().9!a de la~ enfermedades del tracto ·digestivo es 
:<'.<.·:>.'-:e,' -·· .- . . . . 

muy amplia,·: y el síntoma comdn suele ~anifestarse en diarrea. 

La diarrea es causada por un gran número de agentes gen~-

ricamente agrupados en: bacterias, virus, parásitos, agente~ 

químicos. En ocasiones este síntoma ocurre como consecuencia 

de alteraciones orgSnicas y fisiol6gicas del tubo digestivo 

y sus anexos, o bien. es debido a anomalías inmuno16gicas o -

a ciertas caracter!sticas psicológicas inherentes al huesped 

(19). 

Existen 3 mecanismos básicos en la produ~ción de diarrea: 

Al Disminuci6n en la absorci6n. 

B) Secresión aumentada. 

C) Exudaci6n. 

A) Disminución en la absorción.- Se produce vía tres mee~ 

nismos diferentes: diarrea osm6tica, diarrea por aumento en 

la movilidad, y mala absorción específica. 

1) La diarrea osm6tica resulta de ingesta de solutos.po--

bremente absorbibles tales como carbohidratos o iones divalen 

tes (Mq, so4) o bien de nutrientes mal digeridos. 

2) La divrroa por aumento en la movilidad la cual tambié~ 



puede sér· ·secundaria a·· tres diferentes- mecanisinos: a L ·A.umen- .. 

to en· el ·tdn.sito intestinal, b) Disminuci6n· en ~la p.eristal­

sis y ~i· V~ciamiento col6nico prematuro. 

a) En el caso de aumento en el tránsito intesti.ilai··:~ ~:~·'~'_. ~~--· .. / 
serva una disminución del contacto de la mucosa y el canten! 

do luminal, con la consecuente mala absorción. 

b) Con la disminución en la peristalsis, se condiciona --

estasis y se favorece la sobrepoblación bacteriana y estas -

últimas lesionando las microvellosidades o dañando la mucosa. 

e) El vaciamiento colónico prematuro, se produce por ano~ 

malidad del contenido o por irritabilidad col6nica, con la -

consecuente disminuci6n en el contacto del líquido luminal -

y la mucosa, y por lo tanto disminución en la absorción. 

3) Mala absorción específica, como en el caso se la clo--

rhidrorrea con9énita, entidad en donde el paciente es incapaz 

de absorber cloro activamente, lo que da como resultado dis-

minución en la acidificación, disminución en la absorción de 

líquidos y aumento en la concentración de cloro, por lo que 

los p~cientes cursan con alcalosis metabólica y diarrea eró-

nica. 

B) Secresión aumentada.- La diarrea secretora resulta de 

una variedad de circunstancias; el mecanismo incluye un age~ 

te estimulador, que puede ser toxinas bacterianas, hormonas~ 
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·o bien otFOS agentes como Scido~ biliares y laxantes. 

A nivel celular existen receptores que se. encuentran li.g~ 

dos a complejos enzimáticos (adenilciclasa) que producen un 

incremento en lcis niveles de AMP o GMP cíclicos o de calcio 

intracelular que constituyen ·los segundos mensajeros que --­

actúan mediante dos mecanismos: aumentando o disminuyendo la 

absorci6n. 

C) Mecanismo exudatiyo.- La inflamac~6n y _la ulceración -

de la mucosa tiene como consecuencia la pérdida de ·proteínas 

sangre detritus celulares y moco hacia la luz del intestino. 

Este mecanismo es el implicado en procesos infecciosos -­

como los causados por enterobacterias invasivas, protozoario;!. 

y virus, aunque estos últimos es menor cuantía. 
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II.2 EPIDEMIOLOGIA. 

'AGn· ~n li actualidad las diarreas siguen ocupando un lu-~ 

gar preponderante como causa de enfermedad y muerte ent~e -­

lactantes y niños de corta edad, sobre todo en pa!ses en --­

v!as de desarrollo. Los trastornos diarreicos, estan sujetOs 

a ~actores tales como el nivel socioecon6mico de la poblaci6n 

'el disponer· de agua potable, deshechar de modo adecuado las 

aguas· residuales y disponer de alimentos balanceados (23). 

Una de las enfermedades, entre muchas, es el c6lera que -

es exclusiva del ser humano y que causa diarrea, la cual --­

puede ser severa, ya que un paciente puede perder hasta 30 -

litros de agua en las deyecciones en un dia. El ser humano -

y sus abastecimientos de agua contaminados son los principa­

les reservorios de infección. El cólera es una enfermedad -­

muy antigua, conocida deSde hace miles de años, ha sido end! 

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. 

Durante el si.glo XIX ocurrieron varias epidemias de cól.er_! 

en el mundo occidental1 cada una coPró un elevado tributo de 

vidas humanas. 

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

serie de 6 pandemias con focos de infección endémica que as~ 
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·lar6n áreas tales cOmo Asia, Europa, Africa y "Am~rica. De --

1923 a 1960 se produjeron epidemias temporales .dentro de la 

india y Bangladesh con extensiones ocasionales.a los .paises 

cercanos. 

En 1961,el· B:iotipo El Tor se vi6 implicad~ en la séptima 

pandemia, este desde 1937 se ha identificado también·como -­

agente atiológico del c6lera, se propagó a todos los paises 

del sureste de Asia en 1961 y 19621 en Mailand.Asia de 1963 

a 1969, y casi reemplaz6 al biotipo Clásico. Más tarde inva­

dió Africa, Europa y sur de Rusia, y en menor extensión Can~ 

dá y Australia. Se han p~esentado casos esporá~icos de c6lera 

en &reas no endémicas, debido al paso de viajeros. Aunque el 

cólera no se había presentado en forma significativa en el -

mundo occidental desde 1900, la reaparición de una pandemia 

en Filipinas en 1958 y su diseminación subsecuente a través 

del medio oriente y Asia durante los afios que siquLer~n fue­

ron un recordatorio de que la enfermedad todavía está prese.!!. 

te. 

Es de_ notar que el v~ cholerae Clásico no ha intervenido 

en las infecciones posteriores a 1961, pues el biotipo El Tor 

se ha identificado como el agente causal en todos los países 

invadidos durante la séptima pandemia. Esta variante causa -

enfermedad idéntica a la producida por el vibrión Clásico, -

pero hay marcadas diferencias epidemiol6gicas. En comparación 

con el biotipo Clásico, el biotipo El Tor prolifera ráPida--
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mente, es milis resistente . a la's .coridi.c.i~~~s ·, ~mbienta1e's y --­

p'roduce ma~·or nú~ero de céisos, d9 ·p~~·-~.a-~~~~~:; y como conse-­

c~encia nuevos focos de infecci6n'.~~l¡~~~· 

Dur~nte· las migraciones humanas masi~as com~ res~itado de 

la qu~rra Indopasquistan! de 19j1, ocurrier5n miles de muertes 

por c6lera. En· 1973 se present6 un brote epidemico en Italia 

y otro en Portugal. En Agosto de 1973, se r~gistro en Texas, 

~stados unidos, un caso aislado: un hombre que no hab~a ----

hecho viajes fuera de aqu~l pa!s y no hab!a tenido contacto 

con qente que hubiera viajado (20). 

En Agosto y Septiembre de 1978 se registraron 11 casos de 

c6lera entre los residentes de la costa de Louisiana. La ---

mayoría de los casos estuvieron relacionados con la ingesta 

de cangrejos cocidos al vapor. En estos casos se aislo ~ 

cholerae, biotipo El Tor, seretipo Xnaba (10). 

El agua es el medio de transporte más frecuente de los --

vibrioncs fuera del cuerpo humano. El tipo de provisi6n de -

agua (como los pozos), la velocidad de los rios y la calidad 

de la misma, especialmente su acidez o alcalinidad, se cons_!. 

deran elementos de gran importancia para explicar el movi---

miento y la distribución del c6lera en diferentes áreas geo-

gráficas. Los desiertos y las zonas pobres en agua se soslayan 

en gran parte durante las migraciones del c61era. La influe~ 

cia de las estaciones indica que ei fria, la nieve y la es--

8 



caréha son· factores· inhibitorios de la_.enfermedad. (28,29). 
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·:U. 3 CLASIFICACION DEL GENERO VIBRIO. 

El qenero Vibrio es un grupo amplio de microorganismos 

. que abundan en el medio ambiente, especialmente en aguas --­

superficia1es y marinas1 las especies reconocidas en la ac~­

tualidad se mencionan en la tabla l. El género Vibrio se el~ 

sifica dentro de 1a fam~lia Vibrionaceae (Tabla II) junto con. 

otros tres géneros: Photobacterium, Aer.omonas y Plesiomonas. 

Vibrio cholerae es un bacilo gram negativo ligeramente --. 

curvo y enrrollado; mide 1.5 - 3 micras de longitud por o.4-

0.6 micras de ancho. Puede presentarse aislado o en cadenas 

con aspecto de espirales cortas en forma de "S". (dos celulas) 

Los vibriones tienen movilidad activa mediante un solo 

flagelo polar m&s corto que los fa9elos de la mayor parte de 

las bacterias, no tiene c&psula ni forma ·esporas. 

Actualmente se conocen dos grupos de Vibrio cholerae: --­

serogrupo 0:1 y No 0:1 (10). 

Vibrio cholerae 0:1 se ha aislado de casos de cólera, en 

el cual se produce diarrea severa por ·1a acción de la enter2 

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 cólera pero que se caract~ 

riza por producir un rango mayor de enfermedades, inclÚyendo -

10 



TABLA I. Clasificaéi6n del genero Vibrio y algunos organismos 

relacionados. 

_És_p.ecié·~- de Vibrio encontradas en muestras clínicas humanas. 

v. al!!inolyticus. v. hollisae. 

v. chOlerae. v. metschnikovii. 

v. damsela. v. mimicus. 

v. fluvialis. v. parahaemolyticus. 

v. fU.rnissii. V; ·vulni·ficus. 

Especies de Vibrio y Photobacterium las cuaies no se encuen~ 

tran en muestras clínicas humanas. 

v. aestuarianus .. v. natrie2ens. P. an2ustum. 

v. an2uillarum. v. nereis. P. leionathi. 

v. camppbellii. v. ni2riEulchritudo. P. ~hos~horeum. 

v. costicola. v. ordalli. 

v. diazotro~hicus. v. oriental is 

v. fisheri. v. pelagius. 

v. 2azogenes. v. proteolx:ticus. 

v. harveyi. v. splendidus. 

v. logei. v. tubiashii. 
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TABLA :u. Propiedades de los cuatro géneros de la familia -­

Vibrion·acea:e. 

Contenido 

Propiedad del género. 

Vibrio Photobacterium Aero- Plesio 

monas monas.: 

guanina - citosina 38-51 

de DNA (mol \) 

40-44 57-63 51 

Asociado con infe~ 

ciones humanas. 

Requcrimento de -­

sodio para crecer 

(o estimular su 

crecimiento). 

Lipasa. 

FermentacicSn de 

D-Manitol. 

Flajelo polar. 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

,+ + 

+ 

V + 

+ 



infecciones extra~ntestin~ieS t~le~ como-en ~eridas e infec-

ciones del oido, l~ sangre y el SNC (2,6). 

Cuan.do los vibrio.ries han· sido ingeridos· y sobrevi:ven al ·-

' 
pll &cido del estómago pasan ... 1 int.,"s):.ino ·de·l·gado multiplica~ 

dose r&pidamente, con la consiguien~~ ~utólisis y ,dispi~ci6n 
•. - ·- _.,,·,'' .. •' 

l ..... 
de las celulas, liber&ndose la exterotoxina. (24) ,. · 

La enterotoxina [peso molecul~r .'~e ~4;.QO_O)·: ~stá compuesta 
. . . . 

por una subunidad Al (peso molecular 7 ,,ooo), .un"a subunidad -

A2 (peso molecular 7,000), y cinco subunidades B (cada una -

con un peso molecular de 10,000). La subunidad B de la toxina 

del c6lera se une al receptor espec!fico, gangli6sido Gl, 

que se encuentra sobre la membrana celular del tejido del 

hu~sped. La subunidad Al de l~ toxin~ del cólera activa ----

entonces a la enzima adenilate ciclasa en las células, la --

cual incrementa el nivel de AMP cíclico y la hipersecreci6n 

de electrolitos y agua. El resultado neto es l~ aparición --

repentina de hiperemesis (abundantes vómitos) y una excresión 

masiva de heces acuosas en las que hay flóculos blanquecinos 

semejantes a granos de arroz. Se produce hipotermia y deshi-

dratación (t!pica del cólera) que es causa frecuente de ----

muerte (7). 

El examen bioquímico de las heces excretadas en el cólera 

ha demostrado que la aparici6n líquida se parece al plasma, 

pero no tiene proteínas, es un trasudado en el que la muces~ 
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intestinal act'úa cómo membrana semipermeable. 

La composición de la porcic5n;riquida es de aproximadamente 

135 mEq de sodio, 15 mEq de potasio, 105 mEq de cloruros y -

45 mEq de bicarbonato por litro, en adultos. En niños la 

composición de electrolitos durante la diarrea es diferente 

y contiene un promedio de 100 mEq de sodio, 25 mEq de pota-­

sio, 75 mEq de cloruros y 32 mEq de bicarbonato por litro.-­

Estas diferencias se deben a que los niños no responden como 

los adultos, ellos tienen frecuentemente fiebre, convulsiones 

generalizadas y edema pulmonar (29). 

Las colonias de v. cholerae en agar TCBS (agar tiosulfat~ 

citrato, sales biliares) son frecuentemente grandes (1.0 ---

1.5 mm de diámetro), enteras y traslGcidas; V. parahaemoly-­

~ forma colonias de 0.5 - 2.0 mm de di&metro, son verde 

azuladas, enteras y trasldcidas. En agar HIA Cagar infusión­

de corazón), v. cholerae forma colonias blanquizcas, enteras 

y traslucidas. (foto O). (9,14). 

La identifiCacicSn de Vibrio cholerae·puede hacerse en 

_base_· a_ l:a~ p_~~~_?as bioquímicas de laboratorio (Tabla 3). 
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TABLA 3.- Dif~renciaci6n de-vibrio y.miembros de otros ~eneros 

G.Snero, 

Especies de vibrio + F .+ .+ - + -1+ 

A. hy.drophila. + F + +(-) 

Enterobacieriaceae. - F d d d ,+/- d 

pseudomOnas. F (Ne NC .• Ne) .. +.<-> +l'."l 

,- . .; 

~-... ~ '_ ~-~~~~~ ~7~6 n-::~~-a;~~~~á~~i~~~-i ~~~.-:~-~~~~:. 

Ne: ne:; ·hay ·carribiO· • .-·" 
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Foto O. - Colonias verde azuladas· de Vibrio parahaem~;l.yti~us 

en agar TBCS (tiosulfato citrato sales. b::lii.rtre.~') -. 

Oespues de 24 horas a 37° c. 
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utiliza la fermentaci6n d:e l~ --sacarosa.~P~od':1cie1'.l~O~.- t?.ña- -­

reaCcicSn. (K/A) en KIA; .la sacar~s-~:-.. ~a~~-i~-~.·~:--~~ '::i~·i·~-~·Iú:~·da- -~­
produciendo una reacci.Sn (A/A) en TSI ··y .·<.J<(Kl: -~·.T~¡~·{' 'en '"LIA. 

Vibrio · cholerae incluye los sera grupo.~ -~~~~~~~·-~~, i·~-~~~- :~· 
Ílikojima 1 incluye los biotipos clásicos y :El To;,· o~n~;;, ·de 

.- . ·.--.. <-' . .-:·:·· '.' .. : 
cada biOtipo, las cepas de vibriones pueden· dÍ fe.rerl.C?i~:r.se -

por· las pruebas enumeradas en la Tabla 4. (lB)• 

TABLA 4. ~- Diferenciaci.Sn de los bioqrupos Clli~ico y. El •:Tor· de. 

V. cholerae O :1 

P R· U E B A BIOGRUPO 

Cl&sico El Tpr 

Sensibilidad a la polimixiria B; + 

(5001) 

sensibilidad a bacterioqrafo;Iv. 

Aqlutinaci.Sn d~"erit~ocitos,de:pollo. + 

Prueba de Voges-_ Preskau~~ .. -. + 

Hemólisis de + 
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I I. 4 ANTIGENOS. 

Pero ~ara conocer con certeza al verdadero Vibrlo cholerae 

organismo causante ¿el c6lera panddmico, se requiere recono­

cer el antígeho som~tico 0:1 por aglutinaci6n con antisuero 

específico Oil, siendo este uno de los criterios de mayor -­

validez para su identificaci6n. 

v. cholerae posie dos tipos de antígenos: somático, (O) y 

flajelar (H). El antígeno específico es el somático o, el cual 

se compone de tres fracciones que son: A, B, e las cuales dan 

lugar a los tres serotipos que conocemos como: Ogawa (AB), -

Inaba (AC) e Hikojima (ABC). 

Los antígenos O somáticos termoestables est&n compuestos 

de complejos de fosfol!pido-polisacárido, El análisis de los 

antígenos O generalmente revelan polisacaridos (60~), lípidos 

(20 a 30%) y hexosamina (3.5 a 4.5\), Es la naturaleza de los 

grupos terminales y el orden en el cual ellos se encuentran 

en las unidades respectivas de la cadena de polisacárido que 

confiere especificidad a las numerosas especies de antígenos 

--o. Est.os antígenos son resistentes al alcohol y á'.cido diluido 

por lo que provoca la qesnaturalizaci6n de los flajelos: los 

antígenos somáticos O de 1s superficies de los bacilos adya­

centes pueden unirse por los anticuerpos anti-O. La aglutin~ 

ci6n resultante determina la formación de conglomerados gran~ 

lares pequeños y difícilmente desociables por agitación. 
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Los arit~genos. H ·)~la.qe.iareS. term.ólábiles se encuentran --­

en los 'f{~g··e-1~s'· ~-~~ ~·~~::"~·,a:_~~~er·.ra) , s~n.:-.de ·naturaleza proteica y 

se -~omP'Or:ie~---:~,:~:-~~-~-~-tj~i.-~·~~·~ ... ~, ~Í ·;~~inoác-idci con.tenido y el orden 

en el cual estos se encu'entrá'n eri las flagelinas determina -

la especificidad de. los antígenos H fla.gei..ares. 

En la aglutinaci6n flagelar se forma un precipitado, dando 

lugar a ~lernentos grandes, algodonosos y fácilmente disocia-

bles por agitaci6n .. 

Actualmente se han realiZado esquemas de tipificaci6n ser2 

16gica por laboratorios de referencia, tanto para ~ 

cholerae 0:1, Vibrios no col~ricos, Vibrio parahaernolyticus, 

as! como otras especies de vibrios, incluso Aeromonas y ----

Plesiomonas. Uno de estos esquemas es el descrito por Sakaz~ 

ki y Shimaida, donde el antígeno O se determina por aglutin~ 

ción y que comprende el reconocimiento de más de 60 antígenos 

En el esquema descrito por Smith el antígeno O se determina 

por aglutinación en placa con cultivos vivos, se reconocen -

más de 72 antígenos diferentes en ~l (4). La serotipificaci6n 

de Vibrios no coléricos se hace únicamente como en el caso de 

Vibrio parahaemolyticus. 

Desgraciadamente en nuestro país este tipo de investiga--

ci6n es limitada debido a la poca accesibilidad y al alto --

costo de los antisueros importados. Es necesario el ------

19 



desarrollo de la tecnol6gia en el área de prod~cción de anti 

sueros, con el objeto de ·disminuir _la dependencia y aumentar 

el nGmero de estudios que nos ayuden al ~onocimiento de la- -

epidemiología de enfermedades que son verdaderos problemas -

de salud p~blica. 
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CAPITULO III.' 

III.l OBJETIVOS. 

1.- Obtener las cepas de referencia del Cen~ro para··el 6on--

trol de las enfermedades (CDC) 1 de Atlanta, Georgia. 

v. cholerae subgrupo o-oqawa. 

v. cholerae subgrupo o-Inaba. 

2.- Preparar los antígenos para inmuriizaci.Sn 'a partir. _d_e .;,.. __ 
::-_-- - - '~- -.·:· :->.-':--· 

v. cholerae (Ogawá.) y v. cho le rae . (Inaba)' · 

3.- Obtener un antisuero polivalente para la identificaci6n 

de V, cholerae 0:1 

4.- Evaluar el antisuero obtenido por la prueba de aglutina-

ción en placa, con cepas vivas de referencia tanto de --

vibrios coléricos como de vibrios no coléricos. 
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III.2 HIPOTESIS DEL TRABAJO. 

Si un conejo se inmuniza con antígeno elaborado a partir 

de Vibrio cholerae O:I y que tiene cantidades equivalentes -

de los serogrupos Ogawa e Inaba, se obtendrá un antisuero -­

polivalente para la identificaci6n de Vibrio cholerae sera-­

grupo 01I~ 
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CAPITULO IV. 

IV.l~ MATERIAL BIOLOGICO. 

4 conejos blancos Nueva Zelanda de 3 Kg de peso. 

sueros de referencia dél coi::, de:·vibrio ·chOieraé . . O:I.~ .sero~r..!!_ 

po Ogawa e Inaba. 

Cepas de referencia del ene, de Vibrio cholerae ·a :I serogr.u­

po Ogawa e Inaba. 

Cepas de referencia de 1os Labo.ratorios Nacionales de .la SSA; 

v. anguillarum. 

V .. costicola. 

v. alginolyticus. 

V .. mimicus. 

v. parahacmolyticus. 0:4 

v. parahaemolyticus. 0:5 

V. parahaemolyticus. 0:11 
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IV.2 APARATOS. 

Super -

CY). 

Shaker - Bath 1 marca.: Lab '- _ Line :' 
'"'>_-.e 
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IV.3. REACTIVOS Y MATERIAL EN GENERAL. 

Agar bacteriol6gico1 Bioxon. 

Agar infusi6n ~oraz6n1 DIFCO. 

Caldo infusi6n coraz6n1 DIFCO. 

Peptona de carne¡ BIOXON. 

Base agar sangre, Merck. 

Agar tiosulfato citrato sacarosa sales biliares1 ,Becton -~-­

Dickinson and Company. 

Cloruro de sodio. Análisis¡ Merck. 

Acetona. Reactivo1 Sigma de México, S.A. 

Cloroformo. Reactivo, Sigma de México, S.A. 

Hidroxido de sodio. Análisis¡ Baker Analized. 

Etanol. An&lisis1 Baker analizad; 

Acriflavina. Reactivo1 Sigma de M~xico, S.A. 

Glicerina. Reactivo, Sigma de México,S.A. 

Benzal1 Gasa, S.A. de c.v. 

Reactivos para la tinci6n de Gram. 

Azida de sodio. Reactivo; Si-ma de México, S.A. 

Pipetas pasteur. 

Bulbos para pipetas pasteur. 

Placas de aglutinaci6n.· 

Asas bacteriolOg~cas. 

Pipetas graduadas de: l ml, 5 'ml;.10 ml. __ 
Vasos de precipitado de: 100 ml, i50:mi; 500 ml. 

Probetas de: 100 ml, 250 n\1; _500· .mi;· 1000 ml. 

Matraces Erlenmeyer de: 500 ml, .1000 ml. 
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Jeringas de: 1 ml, 3 ml, 5 ml, 10 ml, ·20 ml. 

Agujas del lB para sangr!a~ 

Tubos de ensaye de 13 X 100. 

Tubos de polipropileno de 50 ml fondo c6nic.; .'para .centr!fuga. 

Morteros de pistilo. 

Cajas petri de 88 mm X 15 mm. 

Portaobjetos. 

Viales tipo antibi6tico ·tr~n~~~~-~n~-~.s~ 

Tapones de hule para 

Re tapas de alumin.io. 

Engargoladora. 

Etiquetas autoadheribles. 

cajas de cart6n para viales de 5 ml. 

Tripié / tela de asbesto. 

Mechero Bonsen. 

Mechero Fisher. 

Gradillas. 

Term6metro ( -lOºC a llQºC ) • 

Caja para inmunizar conejos~ 

Tabla para sangría. 
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CAPITULO V. 

METODOLOGIA. 

Preparaci6n de un antis~ero poli~alente .de V. cholerae -­

O:I. 

V.l CULTIVOS. 

·Las cepas de referencia de v. cholerae O:i serogrupo ---­

Ogawa e Inaba que se recibier6n del CDC se ·hallaban conserv~ 

das en tubos con agar inclinado. 

1.- Mantener los cultivos de referencia en sangre de carnero -

desfibrinada y esteril a -60°C. 

2.- Inocular dos tubos de agar infusi6n coraz6n (HIA) con las 

cepas de referencia de v. cholerae serogrupo Ogawa e ~-­

Xnaba respectivamente. 

J.- Incubar a 37°C por 24 horas. 

4.- Suspender el crecimiento en 0.5 ml de agua peptonada. 

5.- Vaciar en dos tubos estériles de 6 mm X 150 mm. 

6.- Adicionar 1 ml de sangre de carnero a cada uno de los·-­

tubos y homogenizar. 

1 .- Guardar los cultivos en el congelador a una temperatura -

de -60°C. 
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.v. 2 PREPARAC:tON DE ANTIGENOS. 

·": ~ .. · .. 
:;"·--

'' 

Par_á·. preP8:~,~~:~"':~~<~-~ -.~~t:r.9~nos se deben de seleccionar colo-

.nias li·5,,~-~. '-1.·~-'~·'..~-~:~-~i~-~-~ n·o: de.ben de autoaglutinar con soluciGn 

sa'iin·~-/~_Í.-~--~~':.(8_~-~:f~:~·Í e con acriflavina, y aglutinar 4+ con el -

_suero --~~.: . ."f-~·f:~~-~·~:~-i~ dt!· cada serogrupo. 

SELECCION DE LAS COLONIAS. 

1.- En cuatro placas de agar infusi6n coraz6n (HIA), sembrar 

por estría cruzada v. cholerae seroqrupo Oqawa-e Xnaba -

respectivamente (2 y -2). 

2.- Incubar a 37°C por 24 horas. 

3.- Revisar la morfología colonial en el microscopio estereo.!_ 

c6pico. Foto l,2 

4.- Seleccionar tres colonias lisas (bordes enteros, brilla!! 

tes, traslúcidas, cremosas, ligeramente convexas), de --

cada una de las placas y de ambos serogrupos (Foto 1,2). 

Se escogen colonias lisas porque tienen sus ant!genos --

superficiales completos. 

s.- Se coloca una gota de soluci6n salina al O.SS' en cada -

una de las tres divisiones de una placa de aglutinaci6n 

y ·se toma una asada de la colonia seleccionada tratando 

de obtener una suspensión homogenea en cada una de las -

tres gotas (Foto 3). 

6.- Cerca de cada gota se agrega una gota de soluci6n salina 

al O.SS' una gota de acriflavina y una qota de suero ---
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hom61090 de· referencia Ogawa. (foto .. 4) .•. 

7.- s·e- me-zCran ·bien Con la --

min~, 

10. 

4+ 100\ de los microorganismos aglutinan. 

3+ = 75\ de los microorganismos aglutinan. 

2+ 50% de los microorganismos aglutinan. 

l+ 25% de los microorganismos aglutinan. 

Tr Trazas. 

No aglutinan. 

1~.-Sembrar tres ~ubos de HIA, por cad~ serogrupo, a partir 

de las colonias lisas seleccionadas. 

13.-Incubar a 37°c por 24 horas. 

14.-Sembrar de cada tubo Por estría cruzada, en placas de HIA. 

15.-Incubar a 37ºC por· 24 horas. 
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Foto l. Morfología colonial de Vibrio cholerue serogrupo 

Ogawa, en medio HIA Cagar infusi6n coraz6n). 

Foto 2, Colonias de Vibrio cholerae serogrupo !naba en la --

superficie de una placa de itIA (agar infusi6n coraz6n) 

Obsérvese las colonias lisas. 
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Foto 3. Forma de colocar las muestras de la suspensi6n homo­

genea con soluci6n salina y 

Foto 4. Mezcla de las muestras en cada una de las divisiones 

con la ayuda de una asa. 
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16 .. -~evisar. la'.. ~q~~·otog,ía 'c~lOri:·.Lii -e~·.' el" micro~:(coPio. EistereO!_ 
•,-.. -. ' '• -

_;.[;:.· ··-:. -~>~.:~-:-~; 
i 1. -se1·ec·c ... hfri·a~/~~'io-n·1a·s\ i1'~_a_S:.~· cpórdes ~~t:-~~-ci.~, :-.~~i\).~~t~-s, 

:.~ > ~· .. -~ .,_,. 

·tra~.í-~ci~-~~~·;_".<~f~~--~,~~~~~-~ ·{~-~--~~a~ent~ convexas)'· de Cada una 

d~::·.,~:¡:~·.\:;·.~\i~i·:~·"\·~~· ambos serogrupos (Foto ~) .• 

18 • ..:c~·';·~-~~~';·~~~:h·~; ·qota de Soluci6n salina al O. 85\ en cada una 

de .. las fres divisiones de una placad~ aglutinaci6n, y -

se ;toma una asada de la colonia seleccionada tratando d_! 

obtener una suspensi6n homogenea en cada una de las tres 

gotas. 

19.-Cerca de cada gota, se coloca una gota de sue~o h~m6log~ 

de referencia, ogawa, una gota de soluci6n salina ai ~~~ 

O. 85% y una 9ot·a de acriflavina. 

20.-Las dos gotas de cada división se 

~yuda de una asa. 

21.-La placa se oscila suavemente con la 

to. 

22.-Se observa el grado de aglutinaci6n colocando la placa -

sobre una l&mpara. 

23.-Realizar los pasos 18 a 22 para el serogrupo Inaba. 

24.-Seleccionar un tubo del serogrupo Ogawa e Inaba respect~ 

vamente que tenqan una aglutinación de ~+ con su suero -

homólogo, que no aglutinen con soluci6n salina al 0.85\ 

ni con acriflavina. 

25.-0e los tubos seleccionados de ambos serogrupos, sembrar 

6 tubos de HIA inclinando su superficie. 

26.-Incubar a 37QC por 24 horas. 
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Foto S.- En esta fotografía la aglutinaci6n con solución 

salina al 0.85% y acriflavina con una cepa lisa de 

Foto 6.- Colonias lisas de Vibrio cholerae serotipo !naba en 

una p1aca de HIA (agar infusi6n coraz6n) después de 

incubar a 37ªC por 24 horas. 
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27.-Resuspender en 1 ml de soluci6n salina ·est€ri~al Q,85%-

cada uno de los cultivos. . -·- ·, -· : ~, . . 

28.-Inocular el contenido de cada tubo,-; ~;~~-:~~t:~.,~~9~~·~i.'.~~:i·f~~~e·-:-. 
yer de 500 ml conteniendo 100 ml d~:' é"áld~>iiiÍ:ÜsiÍÍ~.'~~~~­

-.-, !. '.;, ":,.\:.;_ .,:¡,:,,~-·- ·-;.·; ":~;,:' .: >. 
" ,.o: : •: '·: ··:"'• <· ~-) ..... {.:.··; •'< ._,.~::e 

-.. ,_,,.. -: : ~-•;:¿4·, :?--;.;;- :. ; _ _.:;~. ·.-~ 

29.-Poner en agitación los matraces-.. -.por:-2~·(hor·as-~:a\-37._0 c-~--::· 
. . -, ·•"': ' .. - :· .. _.,., ~ -· ·~' _;,.· :·_ ---~~'-:· 

30. -comprobar la pureza de los -~~Í.t·i~~-~'. :·~'~:~·:: 'i~~:. ~-ik:f60-, 'de 

z6n (HIB). 

Gram 

31.-Centrifugar .los cultivos a 3500 'rpm por 40 mi~utos en --

tubos c6nicos de polipropileno de so ml. vertir el sobr2_ 

nadante de cada uno de ellos y mezclar el paquete celular 

de varios tubos en uno solo, resuspendi&ndolo en aproxi-

madamente SO ml de solución salina. 

32. -Someter los cultivos a vapor fluente durante 2 horas- (en 

autoclave con la válvula abierta a 2 lb de presi6n y 

aproximadamente a lOOºC. 

33.-Centrifugar los cultivos una vez fries a 3500 rpm por 40 

minutos. 

34--Vertir el sobrenadante de cada uno de ellos y resuspender 

el paquete celular en aproximadamente SO ml de alcohol -

al 95% e incubar a 37°C por 18 horas. 

35~-Repetir los pasos 33 y 34. 

36.-Centrifuqar los cultivos a 3500 rpm durante 40 minutos; 

vertir el sobrenadante de cada uno de ellos y resuspender 

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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.·.,_ ---

38.-Vertir el sobr~nadante de los tubos y ·r~susperi~er las -~ 

c·elular 

del serogrupo lnaba. 

41.-Dejar que la acet'ona de ambos mo-r.te:COs se··evapore (aprox.!, 

mad3mente 24 horas). 

42.-Raspar suavemente las células de los morte~os y dejar --

secar por 3 o 4 días a 37°C. 

43.-Después que el paquete celular se ha secado, pulverizarlo 

y colocarlo en un recipiente hermético por separado cada 

uno de los serogrupos (Foto 7). 

44.-Repetir el procedimiento cuantas veces sea necesario, 

hasta obtener la cantidad de antígeno som&tico "O" nece-

sario para inmunizaci6n. 
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Foto 7.- Antígeno pulverizado de Vibrio cholerae. 
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V.3 PROGRAMA DE VACUNACION • 

. · ~) Para···pr~p.ar~r· _e1 ar\tisuero poiivaiente, mezcla·r los dos -

~~t!g~nos·p~iv~rizacos (lbs dos ~erotipos: ogawa e Inaba) 

·en cantidades iguales obteniendo una sola vacuna poliva--

lente. 

sus~ender la ~acuna en solución salina e~t~ril agregando 

la mezcla de ant!genos pulverizados a la soluci6n salina 

est&ril hasta obtener la _densidad adecuada ~orno se menci~ 

na abajo (Foto 7 •): 

B) Inocular intravenosñmente 4 conejos blancos Nueva Zelanda 

de 3 Kg de peso, en la vena marginal <le la oreja a inter­

valos .de 4-5 d!as, como sigue: (Foto B). 

iª inocula·ci6n 0.25 densidad igual a He Farland #2 

2ª inoculaci6n 0.5 densidad igual a He Farland 13. 

3ª inoculación 1.0 densidad igual a He Farland #4. 

4ª inoculaci6n 2.0 densidad igual a He Farland #5. 

5ª inoculación 4.0 densidad igual a He Farland #5. 

¡¡ª inoculación 4.0 densidad igual a He Farland #6. 

He Farland =concentración bacterian~ (ml). 

C) Hacer sangría de prueba en los ~uatro conejos 4 días ----

d~spues ~e la última inoculaci~n e~trayendo aproximada---
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J 
r, 

i .1 ' 

l 1 

Foto 7 1 .- Vacuna polivalente de Vibrio cholerae, la cual pr~ 

senta una densidad igual a Mc.Farland # S. 

Foto a.- Inoculación intravenosa del antígeno, en la vena --

marginal de la oreja del conejo. Observese la dila-

taci6n de la vena. 
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mente 5 ml de sangrA de la - arteria -central .ñe_~.la· or.eja ·-

de cada uno de los 4 conejos. 

D) Separar los sueros por 

a 2500 rpm. 

E) Previamente se 

bos serogrupos 

por ;:>4 horas. 

F} En un tubo de 

G} 

H} 

!} 

soluciGn salina al O.SS' y con un~ asa recoger el creci-

miento de ·la placa de HIA proveniente d'?f· serogrupo Ogawa 

hasta obtener una suspenci6n bacteriana pesada, agitar -

vigorosamente en un vortex hasta que la ·suspenci6n sea 

homogenea. 

Repetir el paso.anterior;con l'.t~·.s~~~;g~0t~Fina~a~ 

se separan -dil.uC~On~s :de ;~·.ia~··.·:~~~r~s·-~~~~~-~{~~·~~: cO\U~ :sigue.: 

1: i-,- -i .: 2 
1 

l _t _4., --1: B , __ .i_~ 1_6_-,-~ ¡~; ~~ _;_ 1: 6 4 .?:{~·-~-~~:·~·,:~:;,::~··:~::?(:~.·:: ~ -· 

se coloca una gota de una de las susperisione~:·ep~t~da un~ 

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

J) cerca de cada gota, se agrega una gota de cada .una de las 

diluciones del suero. 
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Foto 9.- oiluci6n seriada de uno de los sueros obtenidos en 

la sangría de prueba como sigue: 1:1, 1:2,· 1:4, 1:8, 

1:16_,_ 1:32, 1:64; el primer t.ubo de la izquierda 

contiene_una suspens~6~ bacteriana con la que se va 

a probar el suero. 
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K) Las dos ~ot;·as d~ _cada .división. ·se· mezclan· bien _con "ia ay~ 

da .~e' ~~a ~-~a 

>.:,:--"--::,- :!--=:.;~;:/·:_--.'...:-· ; ,. .· . 

L) La, ;l·_ici.~:- 's'e::, ~s\c,'iia 'sú_avem~-nte con la mano durante 1 minuto 

.'.::',:~ \~ ·.:.,_ 

M) ·se .;·bus~~ ·agiU:ti~ii.cicS~· colocando la placa· sobre una lampara 

N) si el. título es satisfactorio, se sangran los conejos por 

v!a intracardiaca {esto se especifica e~ la siguiente pá-

gina) una semana después de la última inoculación, si los 

antisueros dan una aglutinación _do 4+ dentro de 1 minuto. 

R) Si los conejos no dan una respuesta adecuada, dar dos ---

inoculaciones adicionales de 4 ml cada una. 

O) Sangrar una semana después de la última inoculaci6n. 

P) El suero se separa del cuágulo mediante centrifugacicSn a 

3000 rpm durante 20 minutos, y se transfiere .con pipetas 

pasteur a recipientes adecuados. 

Q) Esterilizar el antisuero por filtración y adicionar azida 

de sodio al 0.01% como preservador 



En un recipiente se colOCa Una.-·-po~¿·ió_r\-'de·~-·a·lgOdÓn\ humede~ 

cido con cloroformo. 

Se sujeta fuerte al conejo del lomo con ·las dos manos y.­

se procede a anestesiarlo con el· clor_oformo por unos segundos 

En una tabla de sangría, se acuesta al conejo boca arriba y 

se procede a sujetarlo de las patas con los lazos que se en­

cuentran en los cuatro extremos de la tabla. (Ver foto 10). 

Se localiza el esternón del conejo que está arriba del -­

diafragma, y aprOximadamente en la parte media del lado 

izquierdo del conejo se encuentra el corazón. Se limpia con 

un algodón humedecido en alcohol la parte donde se va a pun­

cionar. Una vez que se ha localizado, se introduce una jeri!!. 

ga de 20 ml con una aguja del 18 de tal manera que 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--­

biándose rápidamente por otra vacia (no hay que sacar la --­

aguja) y as! 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 r~pidamente. 
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Foto 10.- Localización del corazón en el conejo para realizar 

la punción intracardiaca. 
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Foto 11.- Punci6n intracardiaca en el conejo, el cual se ha 

anestesiado con cloroformo. 
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V. 4 EVALUACION. 

-.:'.:'. 

A) Evaluar ~l:;a~f}.J~~~o ~~r .la prueba de .la ¡¡qlutin~~Ún, en 

piaca· .. >; 

á) Usar·: ~:,·i:u·l.-~·~ vivas de ambos serogrupos y ¡{l9~na~·/cep~-~ ~-':'" 
e _:,· •• ;:·., ... 

de·vibiios no coléricos. 

C) Cada una de las cepas a probar sembrarlas en l/4-~e -~lac~ 

de HIA e incubar a 37ºC por 24 horas. 

D) Cosechar cada uno de los cultivos en 0.5 ml de solución~ 

salina al O.SS\ en tubos de ensaye, agitar vigorosamente 

hasta obtener una suspensión homogenea. 

E) Realizar diluciones del antisuero como sigue: 

l: l, 1 : 2, 1: 4, 1 : 8, 1 : 16, 1: 3 2, 1: 64. (Ver foto 12) 

F) Para cada una de las suspenciones: colocar en una placa -

1 gota de cada una de las diluciones del antisuero y una 

gota de la suspensión de cultivo a probar, mezclar con una 

asa y agitar manualmente hacia delante y hacia atrás por 

un minuto. 

G) Se busca la presencia de aglutinación colocando la placa 

sobre una lámpara y anotar el grado de aglutinación. 
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Foto 12.- EvaluacicSn del antisuero de V •. cholerae .. 0:1, ser2 

grupo Ogawa. De izquierda a derecha se dan las re-

acciones de aglutinación como psique: 

4+, 4+, 4+, 3+, 1+, l+, ~+ .. 
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V.S. ENVASE DEL SUERO •. 

-· - -,--

A). Envasar: ~-1- ~~-t-~suero· ·'(i~¡\<_<)i[J·éri~-~-. á~t.·€.rif. al 5Ó1.. 

B) Colocar en ~iaÍ~s ~ipo ~;,'~ibi.6ti;'o ;·m~ ~~ ·antisuero en -

condiciones as&P~icas. Y- - s~~-1~-~l~-~~·~: -.. 
- ·- ·,.o_.· .. -

C) Rotular los viales con las et_ique_t_~~-·· 

D) Mantener los viales en refrigeración a una temperatura de 

2-6ºC hasta su uso. (Ver foto 13). 

Foto 13.- Producto terminado para la identificación serológica 

de Vibrio cholerae 0:1. 
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T~cnica del s~lfat?_de bario del nefe16metro de Me Farland 

(18). 

l.- Preparar soluciones acuosas al l\ de ~loruro de bario y 

ácido sulfúrico. 

2.-- Agregar las cantidades indicad~s en el cuadro de abajo a 

ampolletas secas y limpias. Estas dltimas deben tener el 

mismo di~metro del tubo d~ ensayo para usar en determin~ 

cienes subsiguientes de densidad. 

J.- Sellar y rotular las ampolletas. 

Preparación del estandar de sulfato de bario en el nefel2 

metro de Me Farland. 

Tubo Cloi;o_ru de. bario . Acido sulfdrico Densidad de bacte-

(I ' ) (ml) 

1 0.1-_ 

0.2 

3 ---_o. 3_ 

4 0.4 

o.s 

6 0.6 

7 

B 

9 

10 

(I % ) (ml) 

9.9 

9.B 

-9.7 

9.6 

9.5 

9.4 

9.3 

9.2 

rias, ~ue corres-­

ponde (millones/ml) 

300 

600 

900 

1,200 

1,500 

l,BOO 

2, 100 

2,400 

2,700 

3,000 



AGUA PEPTONADA~ 

(Enriquecimien~o-~~ia·.~ibiio cholerae) 

PEPTONA •••••••••••••••••••••• l.O g. 

CLORURO DE SODIO ••••••••••••• 5 g. 

AGUA DESTILADA ••••••••••••• l.000 g. 

Disolver por calentamiento. 

Ajustar el pH a B.O - B.4, con NaOH (IN). 

Esterilizar a l.l.SºC/ 2ó 1 • 
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CAPITULO VI, 

RESULTADOS, 

Solucidn salina O•BS\ 

Acriflavina. 

suero hoin6lo90. 

TABLA I 

Se observa una reacci6n de aglutinación de 4+ en ambos -­

serotipos con su suero homólogo de referencia y no hay %eac­

ción de aqlutinaci.Sn con acriflavina ni con soluci6n salina 

al O.SS\, 

50 



TABLA II 

Aglutinación de las capas de v. cholerae 0:1 ·Y selecci6n 

de las mismas para preparar los antígenos de Roshcka. 

a b e D 

Solución salina O.SS\ 

Acriflavina. 

suero hom6loqo (Oqawa). ·4+ 4+ 3+ 

Suero hom6loqo (Inaba); 4+ 

Donde: 
a,b,c (Cepas del seroqrupo Oqawa) 

D,E,F (Cepas del serogrupo Inaba) 

.E F 

,¡+ 

·4+ 

Las cepas a,b,D,F fuerón las elegidas para presentar los 

antígenos puesto que presentarán una aglutinación de 4+ con 

su suero homólogo y no aglutinaron con acriflavina ni con -­

solución salina o.SS\. 
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Los· frotis que ·se rea~izaron para comprobar la pureza de 

los cultiv:Os t~~o's"·:fueron satisfactorios, esto es: se 'ident_!. 
. . _.: : -- ·-'. ·"··'- ~ : -· . . ... _ . 

fica;o~_-. b_a·p:~i~··~\-~~,~~-- -~~gativos ligeramente curvos y cortos. 

fr~tis y por consiquiente en los culti-

52 



TABLA IJ:I 

l serotipo Inaba. 

Se evalu6 los sueros de los conejos, cada uno por separado 

el suero del conejo 1 present6 un título de 1:16 mientras que 

los sueros de los conejos 2 y 3 fué de 1:32. Por lo que se -

dej6 pasar S días más para que el nivel de anticuerpos lleg~ 

ra hasta un título 6ptimo de 1:64 como en el suero del conejo 

4. 
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EVALUACION DEL AN~IS~~~Ó·. POLIVALENTE .DE 

º·' i· ·caN .. yíliRio~)Ji~··,~c,1·~~i~s~·;¡c:,." /·: 
- .. ><··-.. ... .··----·:_:::-., ,"~~~~~,, - :.: ~-,·,,~~;L 

CEPA 

V. anguillarum. 

v. costicola. 

v. alginolyticus. 

v. mimicus. 

v. parahaemolxticus 014 

v. Earahaemol~ticus 015 

v. earahaemol~ticus 0111 

v. cholerae No-01(7255) ·-
v. cholerae No-01(769G) ·-
v. cho lera e No-01 (A) 

v. cholerae No-01 (B) 3+ 3+ ·Tr 

v. cholerae No-01 (C) 3+. 2+ ·1+ 

Aquí se realizó la evaluación del antisuero polivalente -

con vibrios no coléricos de los cuales la mayoría no aglutino 

excepto por las dos últimas cepas--que Si preSe-ntán reacción 

de aglutinación hasta un título de 1:4. 
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v. 

v. 

v. 

v. 

v. 

v. 

v. 

v. 

v. 

v. 

v. 

v. 

TABLA V 

EVALUACION DEL ANTI.SUERO PO.LIVALEN.TE DE .VIBRIO CHOLERAE 

O: 1 CON VIBRIOS COLERICOS .· y:,No .COLERICOS; 

CEPA 1 :1' 1:2 1:4 l:B 1:16 l :32. 

anquillarum. 

costicola. 

alginol~ticus. 

mimicus. 

Earahaemol~ticus 

~arahaemolyticus 

Earahaemol~ticus 

cholerae No-01 (A) 

cholerae No-01 (B) 

cho le rae No-01 (C) 

cholerae 011 l+ 

cholerae 0:1 Tr 

1:64 

.-

l+ 

Tr 

En este cuadro se dan los r~sultados obtenidos de la eva­

luaci6n del antisuero con vibrios coléricos y no coléricos -

Ogawa e Inaba presentan reacción de aglutinaci6n hasta un -­

título de 1:64. En los no coléricos la mayoría no aglutino -

salvo V. cholerae No-01 (A) y V. cholerae No-01 (B), ambos 

presentarán un título de 1:2. 
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. __ .. ; - . 

El va Himen que se ob'tuvo fué· de l.60 ml del ant.isuero· p~l.!. 

se usa.i~~ só' ~i<~~\Jueró<pa~á envas~rl.o, obteni1indose 50-

~ial~s coñ·'\i ~mi· cada urlo. El. a'ntisuero restante se guard6 --
- . . . 

sin-:.env'a·~.a~se:Para ·uso posterior, ·manteni~ndose en refriger~ 

ci6n ·a ~na temperatura de aproximadamente 2 - 6ºC. 
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CEPA 

v. cholerae O:l (Inaba) 

v. cho le rae O:l (Oqawa). 

v. cholerae No-01 (B) 

v. cho le rae Np-01 (C) 

Se realiz~ la evaluación final del antisuero con el con--

servador (glicerina) para determinar la dilución a la cual -

se va a utilizar. Como en ninguna de las tres diluciones re~ 

lizadas disminuyó el título, se usará a una dilución de 1:4 

y como ya tiene glicerina al 50% esto implica que una vez --

envasado se usará diluy~ndolo 1:2. 
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CAPITULO VII' 

VII. l .DISCUSION 'DE ,,RESULTADOS. 
' ' ' 

. '/-.·,<.:. -~·: 
,·-- . 

-··Antf{s:·:d·~ :;-~~:·é~;¿¡·~~.:--1~'5 'antr9~·n.o_s, s~ procedió ·a probar los 

, s~~-r:~~~-~-f-~~~~'.~'Í-~~:~~~~'.;~J~~\~~~~-~:é~~~~:ri~~~}~~:· ~~-~~ ~v:~~-· ei. grado de aglutin!!_ 

ci6n,de\~~~'Íd~~¡,¡/,\~~·~,J#'f~~~¿~i,afde .vilirio cholerae O:l. Los 

re~-~ l t·~~,~-:~~- :~!~<j~-~~~}~~<:;t~~\~~~bi'·~t(r'·t~::·;.> · 
. ·-- :'·;~'.:,t~;;¡¡;l-~-?~i;~~·::·~J'.'\'.> -·~-'.:{~;~;~;:~-~; ,; .. ::;_'"·,_._ 

~~\.4~r·:er·~~~.,-- ~?:·:~:~· .. ,· ;.;'.:~'.~- · \·.; · · 

.-:... -
",L - ·~ 

ya .que eSt_~:---é-epa' ·t·enra m·en·Or .. prOporcicSn de antígeno espec_íf ! 

co ~ue las cep~s- "a" ·y- "~"'~on 4+. 

La ce~a "E'' se descartó porque autoaglutinó 4+ con acri--

flavina y las cepas que autoaglutinan con solución salina o 

con acriflavina se descartan por ser cepas rugosas ya que no 

tienen antígenos de virulencia (26). 

Por otro lado, los antígenos "0 11 están sujetos a presentar 

variaciones y ser capas lisas o rugosas, siendo algunos de -

conversión liso génica. De ahí que las cepas: a, b, o, F fu~ 

ran las seleccionadas para la preparación de los antígenos -

respectivos pues eran cepas lisas (27). 

Durante la producci6n de los antígenos se realizar6n frotis 

y se tiñeron por la tinción de Gram de los cuales todos resul 

tarom satisfactorios sin encontrarse ~ontarninaci6n alguna en 

ellos. 

se 



- - - . 

Las cantidades de antígeno ·qUe se. Obtuvierón fueron dif e-

rentes para cada serotipC? ,pu_:s--= se rea{Í.zó·:.3 ·ve~es el 'CiClo .-
i .::::. ·, ___ - -... :: ~-.., __ .· ------.~'.:'>"-":\:'/_·.·-

de producción para el serotiPO Oga~a -Y; 2- veces' el cicl-~·"de .-
:· .·._ ' '• ~-

produccicSn para .el seiot'ip~::,I~'~b~'~·-~ utj·a·: ~·ei ~- ob"~e·J.;f.'dÓ·~~._::i~S·: a_~-:· 
'-. ·. . • .. e,- ' ' ::;·:~-.-

tíqenos se llev6 a _cabC) :::_~1-f~.sq~~:~~-~ d,e.':i~~u:ñ'i_Z~c~'?~·:·::.~,~ .. :e1-- ~~~l 

no fu~ necesario dar ino:CuÍ~,~-_i .. ~·~:es' .'cl.d·i·c-io'~·afes-~:,::Y . .'-una. vez --
, '. ' .. :-· ': -

terminado se realizcS la' sañgr'íá·.-d0 ~.P·~~.~,b~~--~-.!~,l~~-~-d~~e -.el --­
. . . -.· .. ' ·: < -:· .. ~ .. _.-. 

suero obtenid_o de .. c~_da··,U:n·o de i"os ·cuatro .. con.eJOs, ·11egando -
. . 

a los r~sult~dos que·.se ·da~· en ·la ~ébla- III. En el· conejo l 

el título del suero es 1:16, en los conejos 2 y 3 fué de 1:32 

y en el conejo 4 el título fué de 1:64 que ya era 6ptimo; de 

acuerdo a esto se dejó pasar 5 días más para el conejo 1 ---

aumentara la capacidad de respuesta inmune (24), 

Llegado eY momento de la sangría total de los conejos se-

procedicS a separar los sueros en condiciones de esterilidad 

y antes de proceder a la evaluación del suero este se dejó -

en "reposoff durante una semana para que se estabilizara el -

nivel de anticuerpos presentes (26), Una vez pasado este la~ 

so se evaluó 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 ---

t!tulo de 1:4 que realmente es bajo (12) ya que la cepa 1'b'1 -

presenta solo trazas y la cepa 11 c 11 presenta l+ mientras que 

la cepa ''a" no muestra ningdn grado de aglutinación. 

Despues se realizó otra evaluación final en la que se 



incluyen·· vlbrioS c.oléricos y no coléricos tabla V. Nllevamen te 

se. obs~rya -qu'e las cepas de V .. cholerae No-01 presentan· rea.=_ 

ciG_n de aglutiriación hallándose un título de l·: 2 en amb~s e2_ 

pecies ("b" y "c 11 ) esto quizá se deba a que las cepas prese.!! 

ta~ poca especificidad (no están tipificadas) en cuanto a 

s~ com~osición antigénica o algdn f~ctor inespecífico que se 

encuentra en bajas concentraciones y se eliminó a través de 

la.dilución del suero (26); mientras que en los serotipos -­

Ogawa e Inaba se encontró un título bastante óptimo que es -

de 1:64 y· habiendo llegado a estos resultados se procedió a 

ev~luár.~1· antisuero con el conservador (24) que es glicerina 

al~;SO~, para ver a que dilución se va a usar y as! mismo 

observar si se diluye o pierde las reacciones cruzadas y es-

-- tablecer la dilución más alta en la cual aglutine 4+ con las 

cepas antígenos homólogos (tabla VI), efectuándose tres di--

luciones: 1:2, 1:3, 1:4 que son las diluciones finales con -

las que trabaja un antisuero y porque hasta estas diluciones 

nos dá una reacción de 4+ con el antisuero, por lo cual se -. 

manejará a esta dilución. Una vez evaluado el antisuero con 

glicerina se procedió a esterilizar el antisuero por filtra­

ci6n, se envas6 y así estar en condiciones de uso. 
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VII. 2 CONCLUSIONES. 

La id~nt~ficación de Vibrio cholerae 0:1 podra hacerse -­

sin _·di.f1~~1'tad· a·po~ándose en las caracter.ísticas bioquímicas 

y_. de· agf\iti.naci6n con el anti suero polivalente de. V. cholerae 

o:i_ o~~eni~o, donde se reconocerá al antígeno somático "0 11
•• 

(i2). 

Así pues aquellas colonias, las cuales tengan apariencia 

típica de vibrios c6lera sobre medios_ solidos (específicos -

para el crecimiento de vibrios) , se probarán con antisuero -

polivalente de v. cholerae 0:1. Si ocurre aglutinaci6n, ----

puede hacerse una identificación presuntiva. La identifica--

ci6n final requerirá de pruebas confirmatorias bioquímicas y 

probarse análogamente con antisueros monoespecíficos 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 

aglutinó bien a V. cholerae 0:1, aunque le falta un poco de 

especificidad ya que aglutin6 a dos cepas de vibrios no col! 

ricos aunado a este el antisuero no se absorbió puesto que -

no se evaluó con todas las cepas conocidas de vibrios, que -

son aproximadamente 34 especies (18), esto último no se rea-

lizó completamente porque no se contaba con todas las cepas 

de vibrios no coléricos, sin embargo en el presente trabajo 

de Tesis se pudieron incluir vibrios representativos con ---
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siqnif.Í.ca~Cia·;.·~.·1:~ni..~a·· e~ .. ··hú~anpS J t_al~s_ como V. parahaemoly-
- "' . ·e··· .. ' 

tiCuS. ~qu~. ·i~~~~-:'.·g.-~~-~-~-~·~:~-~~.~~~i:~I.s>.~~~: v·~·:·miúiicus (implicado en 

casos ~~e''.--~i~-~f~:~~)~~-·~~7,¡-~--~-'a'.{q-.iriOfYt·i.C:Us· '(relac"iona.do con infec~ 

cfone.s 'ext.r:.:1.nt.esti~á1~"i '!2:Ia>. 

·.Por otro lado no se· pue~e hacer una comparaci6n del anti-

suero que se obtuvo con uno del CDC ya que este Último está 

diluido y listo para usarse directamente-además de que tiene 

también conservador y con ·el inconveni~nte de· que ya n.o se --

contaba con antisuero estándar.p~~dubid~ en el coc. 

-- - - -

Y aunque-el prop~s~~~_cul~in~ e~· evaiua~ ei antisuero 

obtenido en e1 :r-.-s}E'.T-~-~;.'.· e·1:Laboratorio de ProduccicSn de 

An~~sue~~s ha ~P~~~o· por mandar alícuotas de sus antisueros 

pro.dué:ido.s .al :·coc para que allá los verifiquen, y hasta la -

fecha los resultados han sido satisfactorios lo que ha ayud~ 

do a perfeccionar poco a poco las técnicas con las que trab~ 

ja· este laboratorio; en el caso del antisuero polivalente --

para la identificaci6n de V. cholerae 0:1 como es la primera 

vez que se produce se mandará a corto plazo al Centro de ---

Referencias de Atlanta, Georgia en un lote en conjunto con -

otros antisueros. Por consiguiente, el antisuero_ pro~uc~do -

dentro de las instalacion~s del I.S.E.T. (Instituto de Salu-

bridad y Enfermedades Tropicales)- es uno qe, los ·priln:eros aquí 

en México. 

'-· -
La aglutinación en placa se pre·~--~~re_-,d.ebido ·a la facilida~ 
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con que se ·11eva :a" cabb-, -·ob't.eni"éridose el resultado de inme--

diato. Es~~-:::·~~·~~~·::~ :~e~~-:¡.·~~-{~·i:.:~~·-·-~ ~erVi?: de ·mu.cho dentro --

del• diagniisGcj :~~1 ,;.·;·~era. enfermedad que se ha detectado -
' .. - - '. - . ·: _, -- ' .... ~. ' - -.. 

ya <m MéK:Í.co • Cl, 10, 20), . más específicamente en las costas --

porque ahí es su· hábitat de los vibriones, particularmente -

se tienen datos de que las personas con esta enfermedad diaE 

reica habían.consumido mariscos de aguas mexicanas, con esto 

aunque el c6lera geográficamente no debería de existir en 

México se intuye que este se ha extendido a nivel mundial 

(18,28) y lo más probable es que tenga ya varios años de ---

existencia por estas aguas territoriales pero sin detectarse, 

y esto no descartaría la posibilidad de una epidemia a corto 

plazo (20). 

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

para tenerlo como arma de diagnóstico y con esto ayudar a la 

formación de Laboratorios de Referencia aquí en México y no 

tener que depender completamente de los sueros que se obtie-

nen de otro u otros países, como es el caso de E.U.A. especf 

ficamente del coc (Centro para el control de las enfermedades 

Atlanta, Georqia). 

Debido a que es un proceso que lle~a mucho tiempo, esto -

es pedir oficialmente los sueros a d.icho centro, que los ---

envíen oportunamente y en buenas condiciones y sobre todo que 

se puedan rescatar de las aduanas, para que lleguen .a los 

Laboratorios donde se requieran. 
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