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l. INTRODUCCION

De acuerdo al Manual de Bergey (Baumann P., Schubert,H.W. Bargey's Manuat of slstematic

bacteriology. Vol 1, 1984, p: 518-550) el género Vibria fue iniclalmente propuesto por Verén en

1885; comprende en forma de bacllos o bacilos curvos

, Gram negativos oxidasa positive { excepto Vibdo metschnikovil ) . Poseen ambos
bolismos (respiratorio y ), no fijan nitrégeno, ni lo desnitrifican, tedos son

quimiorganotrofos, fermentan {a D-glucosa dando como resultado la produccién de 4cido, pero
no de gas. Todos utilizan D-glucosa, D-fructosa, maltosa y glicerol; muchos son capaces de
crecer en un medio mineral contenlendo D-glucosa y cloruro de amonio, selo unas cuantas

cepas necesitan de factores organicas de crecimiento (5).

El género Vibrio estd clasificado en la Familia Vibrionaceae junto con otros tres géneros;

Photobacterium, Asromonas y Plesiomonas.

Las formas involucradas (cocoide y vibrioide) ususimente se p en cultivos vicjos {on

fase ionaria) o bajo c dversas, no forman endosporas, ni microquistes, en

medios liquidos son méviles por flagelos polares.

Muchas espacles de Vibrio son patégenas para los seres humanos y se pueden relacionar con
enfermedades transmitidas por los alimentos. Con excepcién del Vibio cholerae y el Vibgo
mimicys las especies de Vibiio no crecen en medios que carezcan de cloruro de sodio y por eso

se les llama halofilicas.



Existen més de 20 especles de Vibrio de los cuales solo las 12 sigulentes, se han aistado de

muestras cllnicas humanas.

V.alginolyticus V.fluvialls V.carchariae
V.cholerae 01 V.furnissil V. metschnikovil
V.cholerae no 01 V.cl v

V.damsela V.hollisae V.parahaemolyticus

En 1854 Pacini sefialé por primera vez a V.cholerae como causante del célera, que es una

especle prod una 1 aguda grave y que en los casos no tratados

produce [a muerte dentro de las 24 horas de su aparicion.

La especie comprende varios grupos de antigenos sométicos (O), entre ellos el grupo 01, que
est refaclonado con ios Biotipos, clésico y Eltor. Los dos Blotipos se encuentran separados en
dos serotipos principales: Ogawa e Inaba y raramente un tercer serotipo, e Hikojima.

El pimer caso de c6lara en México se presenté el 27 de Junio de 1833 en Saltillo, Coahuila, a
partir de esta fecha, la epidemia se propagé a la maycr parte del pals. El origen de estas
epldemias se supone fue a partir de Nuava Orleans y de Cuba. La segunda, tercera y la séptima
pandemias de célera han afectado a México. La séplima pandemia que es |a que actuaimente

conlinua se inicio en 1851 (8).



ILOBJETIVOS .

1i.1. Reallzar un analisis comparativo entre los diferentes medios de cullivo que se pueden

utilizar para el aislamiento selectivo de V.cholerae.

11.2. Obtener una conclusion, de cual medio de cultivo puede ser el mas adecuado para el

aislamiento selectivo de V.cholerae.



. GENERALIDADES.
1il.1. MEDIOS DE CULTIVO BACTERIOLOGICOS.

Aungue se han descrito numerosos medios de cullivo sus ingredientes esenclales son
relativamente pocos. Van desde soluciones de sales Inorgdnicas apropiadas para

microorganismos autotrofos, hasta medios de cultivo leji con came digerid

prep.

enriquecida con sangre o suero.

Los medios de cullivo puedan contener principalmente came digerida (peptona, caldos

nutritivos), la cual es el p. de fisis o hidrélisis enzimética de fa came o pescado. Para

proporcionar una mejor fuente de vitaminas y coenzimas , los medios son enrquecidos con

ia por medio de de came (| de camne) o de levad

I11.1.4. Clasificacién de los medios de cultivo,

existen varias caracteristicas o especificaciones con las cuales se pueden clasificar a los medios

de cultivo.



#11.1.1.1. Por su aspecto fisico.

a. Medios Ifquidos.

Se emplean fundamertalmente para:

- Cuttivar mt y obtener grand id de {os mismos.

- yp la sel de algun o algunos microorganismas e impedir que otros se
multipliquen.

- Para identificar al mi iad pruebas bi

b. Medios semisélidos.

Se usan para Identificaci q! y poder i tigar si el mi diado es

movil. Los medios semisélidos tienen una consistencia blanda. Se preparan ailadiendo una

concentracion de agar de 1 a 1.5% o con una mezcla de Agar y gelatina.

¢. Medios sélidos.

Se utilizan para obtener colonias aisladas de I Los medlos sélidos constituyen

la mayor parte de los medios do culivo que se emplean en microbiologia. Constan

de agar, gelatina o




111.1.1.2. En base a su composicién.

a. Medios sintéticos o de composicidn definida.
Es aquel en que se conoce la composicién quimica exacta de los ingredientes. Ej.- Solucidn

Ringer y Solucién Locke.

b. Medio ro sintético.
No se conoce de una manera definida la composicién precisa de alguna o de lodas las
sustanclas nutdtivas.

€}.- Extracto de came, Agar vitaminado.

111.4.4.3. Por su empleo.

a. Medlos selectivos.

Los medios selectivos sélidos en los cuales mediante el uso de inhibidores, se suprime la flora

acompafiante, con el objeto de alslar el paté buscado selecti La 6n de
Inhibidor y 1a concentracion adecuada, ‘es una operacién delicada, puesto que la selectividad
desde el punto de vista bacleriolégico, no puede ser nunca absoluta en una poblacién de

microorganismos.

Segun la distribucidn de Gauss en cada poblacién existe un pequefio grupo de células muy

lébiles y otro pequeiio grupo de células resistentes, siendo la mayoria células de sensibilidad

media. Se tiene un ejempl en donde la poblacién de Salmonella es en conjunto mas
resistente al inhibidor (por ejemplo tetr que la poblacion de ofras ias, pero
existe un grupo intermedio coincidente. Si se selecci ia ién de




correspondiente al punto A (FIG.1) las sal flas no serén y crecern nUMerosos

contaminantes con lo que se dificultaré el diagnéstico.

oy ble, pero i6n se . !

P

En el punto B no crecerd ninguna bacteria
células de salmonella especialmente blles. £n los valores comprendidos entre A y B se

la critica de a

Fig.1. Comportamiento de dos grupos de b ias en un medio select
3
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De aqui se puede deducir que un medio nutritivo dnico prop una idad Insuficient

por lo que es necesario utilizar combinaciones de dos o tres medios,

Por efempio los medios utilizados para el de b rias de cultivos mixtos

estan disefiados para inhibir e! crecimiento de bacterias Gram posltivas y retandar el
de E.coli y otras baclerias coliformes, esto permite el desarrollo de otras bacterias de interés

médico a parlir de muestras donde hay escaso ndmero en P con la

masiva de otros organismos entéricos.

Algunos ejemplos imporiantes de medios se'ectivos son:

- Agar para Salmonella y Shigella
- Agar entérico de Hecktcen

- Agar sulfito de bismuto
-AgarTCBS *

- Agar Desoxicolato citrato lactosa sacarosa *

- Agar modificado con C p ixina B y colistina *

* Estos medios de cultivo son especificos para el alslamiento selectivo de V.choleras.

b. Medios de enriquecimiento sefectivo.

Son medios seleclivos que estimulan ia multipli de algtn ganismo e Impiden o

inhiben la reproduccion de otros.

Ej].- Base de caldo tetrationato y Caldo selenito de sodio.



c. Medios diferenciales.

Son que

de &cido-base o redox que detectan cambios en el

medio o producen condiciones especficas en e! medio.

En muchos casos no se busca un patégeno desconacido, sino un grupo de organismos en
especial, que se diferencia de olras en virtud de una o més caracterfsticas,

EJ.- Agar EMB y Agar ENDO.

d. Medios especiales para cultivo de Hongos y Levaduras.
Son medios especiales que se usan para el desamollo de Hongos y Levaduras.

Ej.- Agar Dextrosa Sabouraud y Agar Dextrosa y papa.

e. Medlos de cultivo de anaerobios.

Son medios especiales disefiados para mi it que i i de

anaerobiosis.

Ej.- Agar para anaerobios y Caldo tioglicolato.

f. Medios para valorar la potencia de antibiéticos.
La industria quimice farmacéutica cuenta con 13 medios de cultivo diferentes para estos fines,

se designan con el nombre propio seguida de un ndmero del 1 al 13.

Ej.- Agar base (medio para antibiético no. 1)

Agar para ensayo de Neomicina (medio para antibiético No.11)

1"



g.Medios de transporte.
Sirven para transportar 10s espécimenes gue contienen los microorganismos del sitio de la toma
del producto hasta el laboratorio donde va a efectuarse el estudio sin que se altere la proporcitn

de la flora microblana de los mismos.

h. Medlos para filtracién a trdves de membrana.

Pueden ser liquidos o sélidos. En el primer caso se preparan a la concentracién usual y permiten

el imi de mh p enla b

Los medios sélidos tienen un contenido minimo de Agar para favorecer la difusién de nutrientes

en el medio a la membrana.

H14.2. Funcién bloquimica del medio de cultivo.

El contenido de nutrientes presentes en un medio de cultivo le servirén &l microorganismo para

sintetizar los diversos comp de su p y por lo tanlo multiplicarse. El

microorganismo requiere disponer de un medio que contenga los constituyentes quimicos
adecuados para sostener las reacclones biosintéticas necesarias. Las sustanclas quimicas que

debe recibir el microorganismo para poder crecer y U i idad

nutritivas.

Estos factores nutricionales se pueden clasificar en:

1. Componentes necesarios como fuentes de energfa
12



2. Comp ! ios para la de nuevo material celular.
a) Compuestos necesarios como fuentes de Carbono.
b) Compuestos necesarios como fuentes de Nitrégeno, P, S y oligoelementos.

¢} Comp gé en su forma como factores de crecimiento,

Sl dispone de estos rios los mi i 4n en el medio fisicoquiml
decuad P pH, 02,
Las df bacterlas tienen idad! i diferentes, incluso una misma bacteria

puede tener requerimientos diferentes segun as condiclones del crecimiento y la ausencia de

otras sustancias en el medio.

13



1.2, DIAGNOSTICO .

lIl.2.1. Cuadro clinico diferencial.

En la mayoria de los p

¢l cdlera no origina ninguna manifestacién clinica, El
aspectro clinico abarca tres estadios el primero se reflere al caso que no presenta

deshidratacidn: hay menos de cuatro evacuaciones diarias, no tiene vémilo, no ha perdido peso

y no hay deshidratacién. El segundo es el caso con deshid, ién da, que se preser

cuando el paciente tiene 4 a 10 evacuaciones diarias, vomito escaso, pérdida de peso corporal
menor al 5% y algunos datos de deshidratacién como son orina escasa, mMUCOSaS Secas,
somnolencia e imitabilidad. El tercer estadio es ei caso con deshidratacién grave en el que el
paciente tiene més de 10 evacuaciones diarias, vomito frecuente, pérdida de mas del 5% det

peso corporal y los datos de deshidrataclén son aparentes como ausencia de ofina, mucosas

hipotonia, i p ién, signos de acidosis y offros.

secas, |

En un principio las evacuaciones son de color café con contenido fecal, pero pronto adquieren

un color gris pélido, con discreto "olor a p Llap de moco da la apariencia de

agua de arroz.



11.2.2. Diagnostico de laboratorio.

Il.2.2.1. Recolecclén de muestras.

Las muestras deben ser recolectadas en la fase aguda de la enfenmedad con hisopos rectales,

durante la convalecencia es msjor la toma directa de la materia fecal. Cuando la muestra no es

procesada de inmedialo, se usa el medio de lransporte de Cary-Blair, en el cual los Vibrios

pueden sobravivir hasta tres semanas.

111.2.2.2. Estudio de la muestra.

11.2,2.2.1.. Muestras clinicas.

a. A parir de Cary Blair o de la muestra directa, se inoculan ¢on un hisopo de algodén en un

tubo con tapén de rosca de 16X100 10ml de agua peptonada elcaiina de pH= 9.0,

b. Incubar de 6 a 8 horas a 37 °C, tomer 3 asadas de la superficie con ciudado y tratando de no

agltar el tubo {en la superficie se encuentran fos Vibrios en mayor cantidad).

¢. Sembrar las 3 asadas en placas de Agar TCBS. Alslar colonias por estria cruzada. Flamear el

asa entre cada estria. Incubar de 18 a 24 horas a 37°C.

d. Las colonias tipicas en el Agar TCBS de V.cholerae , son amarillas planas, un poco convexas

de aproxi te 2 mm. de di4 0. Las colonias tipicas en el caso de Y.parahaerolyticus

son color azul verdosas, grandes y planas.
15



Nota: No todas las colonias amarillas en Agar TCBS son de V.cholerae ya que tamblén dan
colonlas amarillas: V.alginolyticus, V.cincinnatiensis, V.fuvialls, V.furnissii, V.metschnikovil
{que as el dnico oxidasa negativo) y algunos Biotipos de V. vulpificus debldo a que todos elfos
fermentan la sacarosa.

hac hi

e. Una vez identificadas !as colonias tipicas en Agar TCBS se ban las p bi

y serolégicas.

f. Pruebas bioquimicas.

Prueba V.cholerae

-Medio MIO  Omitina descarboxilasa  (+)
Movilidad (]
Indol (]

- Agar LIA Lisina descarboxilasa +)
- Agar TS| produccidn de Acido +)

Gas 0]
H2s ©
- Catdo ina Arginina deshidrogenasa (-)
- Prueba de |a oxidasa (]

g. Pruebas serol6gicas.

- Aglutinacién con suero polivalente:

V.cholerae no 01 (9]
V.cholerae 01 (+)

- Aglutinacién con antisueros especlficos Ogawa e Inaba.

16



11,2.2.2.2. Deteccidn en agua y ali

a, Agua.

Mezclar dos muestras de agua o hielo fundido.

- transferir 25 m!. de cada mezcla a 225 m. de agua peptonada alcalina (APW) por duplicado y
filtrar de 500 a 1000 mil. a tréves de filtros de membrana de 8.45 micras y colocar estas en tubos

con 10 mi. de APW, incubar un enriquecimiento a 35 a 37 *C y la otra muesira a 42°C.

Después de la incubacién transferir e} indculo de ls pelicula (crecimiento superficial) con un asa

a una placa de Agar TCBS o al Agar Modificado de celoblosa p Ixina B ina (CPC).

Nota: La potimixina inhibe al Biotipo clésico de V.choleras .

- Incubar durante 18 2 24 horas el Agar TCBS a 35-37°C y el Agar mCPC de 24 a 48 horas de
39a40°C.
- El crecimiento en Agar TCBS: Y cholerae Ettor y clfisico, son grandes lisas, amarillas, con

centro opaco y bordes trasldcidos.

El crecimiento en CPC: Las colonias de V.cholerae Eltor son plrpuras (negativa para ka

de la celobt Ef V.vulnificus produce colonias amarilias achatadas con el
centro opaco y bordes translicidos. ta mayoria de las demés especies de Vibrig no crecen

facitmente en Agar CPC.

(Ant. gant h

- Realizacién de las pruebas bioquimicas y delas a3,

liplcas o

17



b. alimentos.

- Pesar 25 g. en forma aséptica de la y ra en una licuadora estérif en 225 ml. de

agua peplonada alcalina, licuar durante dos minutos.

- En este caso se efectian diluciones seriadas de 10-2 hasta 10-6 con agua peplonada
alcalina.

- Incubar el homogeneizado (10- 1) y las demds diluclones de 35 a 37°C por 6 a 8 horas.

- Estriar todos los enriquecimientos en Agar TCBS o Agar CPC. Incubar el Agar TCBS a 35-
37°C por 18 a 24 horas o el Agar CPC a 38-40°C por 24 a 48 horas.

- Seleccionar por lo menos tres colonias tipicas de cada caja en Agar Gelosa sangre, Agar de
soya y tripticaselna + 1.5% de cloruro de sodio, incubar a 35-37°C durante 12 a 24 horas,

hina

- Sembrar de los medios i las p quimicas y realizar las pruebas seroldgicas.

111.2.3. Tratamiento terapeutico.

E! {ratamiento es muy simple y se basa en la restitucién de liquidos. Can excepcidn de casos

graves, 1a reposicion de liquidos puede hacerse por via oral.

En general et tratamiento es el siguiente:

a) para mantener el equilibrio electrolilico, se debe medir el volimen de la evacuaciones cada 8

horas y la idad de liquldos ia para p las pérdidas y t el

equllibrio electrolitico.



b) Los antibiéticos de pi cla son las iclinas a razén de 500 mg. cada 6 horas durante

2 6 3 dias para adultos.

c) de rehid, i6n por via I con dispositivo desechable, tales como la

solucién Ringer con lactato de sodio.

d) Es necesario rehidratar al enfarmo iniclalmente hasta el 10% del peso corporal.

19



1.3. MEDIOS DE CULTIVO SELECTIVOS PARA V.cholerae .

1.3.1 R i ul de V.cholerae .

De manera caracteristica los vibriones crecen a un pH muy elevado (8.5-9.5) y son destruldos

cuando ef pH disminuye por [o tanto en los cultives que { carbohid f b

plerde Ia viabilidad.

La mayor parte de las especies de Vibrio son halotolerantes y ef cloruro de sodio con frecuencia

acelera su proliferacion. Algunos vibriones son haldfil fi y i la pl de

NaCl para crecer.

£n un estudlo realizado por Singleton, et.al.{1), se enconlré que la relaclon de 1a cantidad en la

incorporacién de los aminodcidos y la i de Ja respiracién esta Infl iada por la

concentracién de NaCl y MgCl 2 ., La maxima captacién de los aminoécidos ocurre por
intermediario o control de ia concentracién de MgCl 2 . Cuando la concentracién de MgCl 2 se
incrementa o disminuye a captacién de dichos aminodcidos cambia en esa proporcién. De

forma similar se compora el modelo utilizado para diferentes concentraciones de NaCl.

La actividad heterotréfica de V.cholerae también se ve da cuando las ¢ i de

NaCf varian.

20



Si se prepara un medio con 1% de lones sodlo (peso / volimen) mas triptosa (ca. 0.0012 M
Nat+) este medio sirve como soporte de crecimiento a V.cholerae .

Ya que la triplosa sirve sola como soporte de crecimiento a V.cholerae y que si se tiene ofro
medlo que contenga glucosa como suplemento y exiracto de levadura como soporie de
crecimiento para V. cholerag y se observa que no crece ; de esto se concluye que dicho
microorganismo requiere una o0 mas vituminas y otros factores de crecimiento, ademaés de la

adicién de NaCl, para crecer.

V.cholerae tiene la capacidad de sobrevivir por perfodos extensos de tiempo bajo condiclones

adversas y baja temperatura (10°C) y i ducidas de Da esta manera

V.cholerae posee una ventaja ecolgica, especialmente en ambientes de estuarios y aguas

saladas; slendo para V.cholerae pi una sallnidad q
La susceptibllidad de las células a la llsls depend ién de la de sacarosa en

el medio de crecimiento. Se ha sugerido que cationes divalentes se unen a la membrana

extema para participar en el mantenimiente de dicha brana y de su integridad funciona

En un esludio realizado por Ronald M. Baker et al.(7), se demostré que las células de

V.cholerae un en su y una del volt ( io que se
traduce en un cambio en su morfologia microscépica de células vibroldes a células cocoidss)
en una solucién basal de sales definidas y un filtrado de agua de mar, de aquj se deduce que el
camblo en la morfologia microscopica y los demds camblos se producen cuando hay un
decremento o privacién de nutrentes. Al adicionar nutrientes Ia viabilidad sostenida y la

reversién répida del estado cocoide a vibrioide y subsecuentemente la divisién celular regresan

a su estado nomal; lo que puede conferir una ventaja de sobrevi en un ambi con

privacién transitoria de nutrientes.
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li.3.1. Agar TCBS. {Tiosulfato citrato sales biliares sacarosa).

111.3.1.1, Uso o finalldad de empleo.

El Agar TCBS se recomienda para e! aislamiento selectivo de V.cholerae y otros Vibrios

patdgenos intestinales (V.parahaemolyticus).

111.3.1.2, Explicacién de la prueba.

El aislamiento y cultivo de los organismos ahora asignados al género Vibrio ha ido aumentando

por el desarrollo de un medic que es lectivo para los vi del cdlera,

diarrea y contaminantes de alimentos. Este medio fue desarcilado por Kobayashi, et ai (4). y

modificado por i . Lla i6n de agua p da alcalina y Agar TCBS es usado

en muchos procedimientos para V.choleras y otros Vibrios de heces.




111.3.1.3. Fundamento.

Las elevadas concentraciones de tiosulfato y cilrato asi como el medio fusrtemente atcalino,
Inhiben notablemente las enterobacterias presentes en heces o alimentos. Ademds el tiosulfato
sirve como fuente de azufre y en combinacién con el citrato fémico, se detecta la produccién de

4cido sulfhldrico o sulfuro de hidrégeno.

Las cantidades exactamente determinadas de bilis de buey y de colato suprimen el crecimiento

de enterococos ¥ la proliferacién de Proteus dentro de un amplio cuidado de los Vibros.

La sacarosa es incluida como carbohidrato fermentable para detectar el melabolismo de los
vibrios. Algunas cepas de Proteus sacarosa posftivas pueden formar colonias semefantes a tas

de Vibio.

El azul de timol y el azu! de b i son i

como il de pH, presentando un

viraje de color hacia amarillo por la formacién de 4cido.

111.3.1.4. Formula del Agar TCBS.

Extracto de levadura ..........co..ceeenne. 5g.

Proteosa peptona ...

20g.
Tiosulfato de sodio 10g.
Sales billares .........uuerecncisecrnnns 3g.

Bilis de buey

23



Cloruro de sodio .....ceeeeressesne 10g.

Citrato FEMCO .. ececcenreaccnsinseeens 1ga.
Azul de bromotimol .........cceersriaens 40mg.
Azul de timol ......cccvverenensriienenenes 40mg.
AQAT oo 159

Agua destilada 1000 m!.

111.3.1.5. Especlﬁcaclones del medio de cultivo.

Especificacién Norma

pH 86+ 0.2
Temperatura de gelificacién 33 +-02
Color Verde ascuro brillante
Claridad Translicido
Cantidad a pesar 88 g/ 1000 de H20 dest.
NO ESTERILIZAR EN AUTOCLAVE

USAR EL MEDIO RECIENTEMENTE PREPARADO.

Procedimiento de preparacidn (medio en polva).

1. Pesar 88 g. del medio y colocar en 1000 mi de agua destilada.

2. dejar reposar durante 15 minutos.

3.Calentar hasta ebullicién con agitacién frecuente y dejar hervir durante 1 minuto, hasta
completar la disolucion.

4. NO ESTERILIZAR,

5. Enfriar a 45+ 5°C y vaciar en placas.
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Los espécimenes gue provienen de hisopos rectales, vomite pescado u otros alimentos pueden
ser sembrados directamente sobre la placa del medio, se recomienda que el Inéculo sea fuerte
especlalmente si la muestra no es fresca o reciente, ya que el medio es altamente selectivo y

fos Vibrios tienden a morir faciimente.

Los hisopos que contil péci pach pueden ser g allaboratorio en

medio de transporie de Cary Blair, Una obssivacién importante es que las muestras que

contengan Vibrio no se deben refrigerar.

Aunque en un reporte realizado por Singleton. et al (1)., indica que V.choleraa puede existir por

extensos perfodos de tiempo a bajas temperaturas (10°C}.

Las placas se incuban protegidas de la luz a 35-37°C durante 18 a 24 horas. Si después de las

24 horas e} imiento es negativo, bar 24 horas més.
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i11.3.1.8, Resultados de la morfologia colonial .

Después del periodo de incubacidn las placas deben mostrar buen crecimiento. En 1as placas en
1as que el pracedimiento usado es por la técnica de diluclén (NMP) y ulllizando varilla de vidrio
para exiender el indculo, se debe observar que el nimero de microorganismos disminuye al
aumentar la dilucién, y consecuentemente en las estrias se encuentran colonias aisladas de

Vibro .
La morfologia colonial tipica es la siguiente:
V.cholerage .- Las colonias de V.cholerae variedad (Eltor y claslico) son grandes, lisas,

amarillas* con centro opaco y los bordes translicidos y ligeramente achatadas.

V.parahaemolyticus .- Colonias grandes de color azul a verdes en el

centro.

Nota: las especies de Vibrio no producen colonias pequeiias de color crema en Agar TCBS. Las

colonlas de V.mimicus son verdes (sac-). La mayoria de las especies de Vibrio crecen en agar

TCBS y producen colontas amarillas.

E.coli - Crecimiento inhibido .
P.aeruqinosa .- Crecimiento inhibldo .

S. faecalis .- Crecimiento inhibido .

P.vulgaris - Crecimlento inhibido .

P.mirabilis - pueden crecer algunas colonias de color amasiilo claro convexas y pequefias,
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p tlos realizados por K.M. Nichollset al (3)., quelar artificial del pH

con HCl o la reduccién del pH por la p de b que fe
permiten e! crecimiento de Proteus ssp.. Esto puede verse en el cultivo como colonias ®satélite™

de Proleus alrededor de aquellos vibrios que fermentan la sacarosa.

* Indica la utilizacién de la sacarosa. En un esludlo realizado por J.Vila, et al (2). . se indica que
al variar la concentracién de sacarosa se puede ver al microscoplo electrénico que en el Agar

TCBS se presentan marcadas diferencias en la logia celular, s sila é

de sacarosa es menor al 1% la prueba de la oxidasa es negativa para V.choleraa cuando se

espera sea positiva,

Hl. 3.2. Agar CPC ( Agar celobi limixina B coli: .

1i.3.2.4. Uso o finalidad de empleo .

El Agar CPC b polimixina B coli fue para el lectivo de

V.cholerae y V.vulnificus ; el cual ller{e una ventaja significativa sobre otros medios para el

istami y diferenciacién de Vibrios. Ademas la fe tacién de la celoblosa por V.vulnificus

permite la fécil dift jacion de estas dos i

Este medio ofrece un potencial significativo como un medlo selectivo y deferencial para estas

dos especles pat6genas.

111.3.2.2. Explicacion de la prueba .

27



De 12 especles pat6genas de Vibrio al Humano han sido descritas Y,yulpificus y V,cholerag las
cuales han recibido mayor atencién en los ultimos afios. V.cholerae es el agente etioléglco

causante del colera, del cual se ha invesligado su y g del

descubrimiento de dos cepas 01 y no 01 de esla especie en aguas costeras. V.vulnificus es un
contaminante de alimentos marinos y puede causar infecciones en heridas y septicemias.

V.vulnificus también se encuentra en forma naturat en y

El Agar TCBS ha sido utilizado rutinariamente para el alslamiento de Vibrigs patégenos y su
selectividad para este género ha sido cuestionada.Se encontrd que solo el 51% de los
aislamlenios en esie medio fueron miembros de este género, por lo que se necesita un medlo

superior al Agar TCBS para el alslamiento de Vibrio de fuentes

como nueva opcién este medio Agar CPC.
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11.3.2.3. Fundamento,

Este medio tiene la ventaja de la resistencia que presentan V.choleras y V.yulnificus a la

colistina y a la pelimixina B, adem4s de Ia temp de I6n a 40°C, elimina muchas

y la fer idn de [a celoblosa es un el dift {al también.

11.3.2.4. Férmula det Agar CPC.

El Agar CPC es preparado por la combinacién de las siguientes soluciones;

Soluclén 1
PEptona .......covvivierieiirercrasennn 109.

Cloruro de sodio ..

Azul de bromotimol .......covres 40 mg.
Rojo de Cresol .....uevceisarionnnnen 40 mg.
Agar ...

en 900 m! de agua destilada

Solucién 2

Celobl 10g.
Calisting ....cuveeriuenneriesisscessenes 1.36 X 10 VI
Polimixina B 1.0 X10 Ul

Esto en 100 ml. de agua destilada.
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111.3.2.5. Especificaciones del medio de cultivo .

Especificacién Nofma

pH 78+ 02

Temperatura de gelificacién 32 + 2°C

Color Verde olivo a café brillante,
Claridad Translicido

Canlidad a pesaf (sol. 1) 50 g. en 800 ml. de H20 dest.

Procedimlento de preparacion:
1. Se pesan 50 g. del medio (en polvo) para la solucién 1.
2. Se deja reposar durante 15 minutos.

hollin dical

3. Se pone a calentar hasta y comy i6n de los comy

4, Se esteriliza en autoclave durante 15 minutes a 121°C, se enfria a 48 a 55 °C.

6. Solucién 2 . Disolver la por en agua lada. Se enfria y se agregan

los antibiéticos. Esterilizar esta mezcla por filtracién de membrana y agregaria a !a solucién 1,
enfriada a 48 - 55°C, mezclar y distribuir en cajas petr.

7. Incubar las placas inoculadas a 40°C duranie 24 a 48 horas.

111.3.2.6. Resultados de la morfologia colonial .

V.cholerae .- No fermenta la celobiosa, preduce colonias parpuras con una zona de color azut

alrededor.

V.vunificus .- Produce colonlas amarillas con zona clara amarilla alrededor, lo que indica la

fermentaclén de la celobiosa.
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Pseudomonas sp. .- Crecimiento inhibido.

Photobacterum sp. .- Crecimiento inhibido.

Flaygbacterium sp. .- Crecimiento inhibido.

Nota: Es importante hacer notar que el Agar CPC debe usarse solo preparado recientemente, ya
que e medio puede ser més inhlbitorio con el tiempo, especiaimente para Y, cholerae .

11.3.3, Agar DCLS {Agar desoxicolato citrato citrato lactosa sacarosa).

11.3.3.1. Uso o finalidad de empiso.

Es un medio de cullivo moderad: I para el aislami de V.cholerag , Salmonella
y Shigella de muestras fecales.

111.3.3.2. Explicacién da la prueba .

Esle medio es una modificacién del Agar Desoxicolato de Liefson, el cual es un medio

It te selective y dift ial para bacilos entéricos, en el que, el grado de inhibicién es

exaclamente controlado por la sustitucidn de quimicos puros por una cantided alta de Bilis. Ef

Agar DCLS es solo una de las modificaci de D icolat en un medio y difiere

de las demés por la inclusién de la sacarosa.

11.3.3.3. Fundamento.
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Este medio contiene peplona y estracto de came los cuales son los nutrientes esenciales para et

soporte de imi E es un

p que sirve como inhibidor de las
bacterias Gram (+) y de los coliformes. La incorporaci6n de dos 4zucares permiten Ja formacién
de colonias rojas, en donde Salmonella, Shigella y V. cholerae pueden fermentar rapidamente la
sacarosa o |a lactosa, o ambas. Esto permite una mejor selecclén de los miembros del Género

Shigella y Salmonella, {os cuales forman colonias incoloras o al color del medio .

111.3.3.4, Férmula del Agar DCLS.

Di lato de sodio 259
Citrato de SOdi0 ........ccmecemensecsesimismnssesnes 10.5g.
Lactosa 50g¢.
5.00.
Digestivo p atico de fi 35g.
Digestivo péptico de tejido animal .........ccvvnnee 35¢g.
de came 30g.
Ti de sodio 509,
Rojo neutro 0.03g.
Agar 12049,

En 1000 ml. de agua destilada.

11.3.3.5. Especificaciones del medio de cultivo .

Especificacién Norma

pH 72+ 02
Temperalura de gefificacién 32 +2C
Color Rojo naranja

32



Claridad Transhicido

Cantidad a pesar 50 g. por 1 It. de H20 dest.
Procedimiento de preparacién (medio en polvo}.

1. Hidratar 50 g. del medio de cultivo con 1000 mf de agua destilada.
2. Dejar reposar durante 15 minutos.

3. Calentar hasta ebullicién y pleta di i6n, dejar hervir durante 1 minuto.

4. NO ESTERILIZAR.
5. Enfriar el medio a 45 + 5°C y vaciar en placas.
8. Sembrar la muestra tan pronto como sea posible después de recibiria en el laboratorio.

7. Incubar las placas protegidas do la luz & 35 a 37°C durante 18 a 24 horas. S| después de 24

85 neg; A olras 24 horas aaiclonales.

horas el
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111,3.3.6. Resultados de la morfologia colonial.

Después del perfodo de bacién las placas d

p el frea con el

crecimiento esperado y en el término de la estria colonlas aisladas.

E.coll .- Colonias escasas resas a rofizas, con una zona de precipitacién de sales billares, son

planas y grandes.

S.typhimurium .- Colonias incoloras a pale de rosa, convexas, pequedias.

S.faecalis .- Crecimiento inhibido .

Sh.flexnerit .- Colonias incolores a rosa brillant 3 i

V.cholerae .- Colonlas incoloras a rojas.

Proteus - Colonias incoloras a rojas. '
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111.3.4, Conservacion de cepas de referencia de V.choleraa.

Para [a conservacion de una cepa de referencia de V.cholerae_ se recomienda, sean sembradas
en tubos de gelosa con medio de BAB (base de agar para sangre, sin sangre), TSA o agar
nutritivo, sembradas por estia y picadura; no conservar en TSI, ni en ningiin medio que
contenga carbohidratos, ni Inhibidores. Los tubos se tapan bien con tapon de hule que emone

blen y se sellan con parafilm o parafina para evitar la deshidralacion del medio, de esta forma

se podran mantener viables durante un afio. No deberd en reffi

unicameite colocar en un lugar fresco protegido de 1a luz. (5).
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IV, DISCUSION .

El objetivo principal de este trabajo fue realizar una comparacién entre los medios de cultivo
selectivos que se pueden utllizar para el aislamiento e identiffcacién de la bacleria ceusante del
célera, que actualmente ha convertido a mucha gente en parie de [a estadistica de mortandad
por enfermedades en nuestro palis. Por esta razén este anélisis puede ser interesante, aunque

habria que Ileva} a cabo dios méis lios y s a nivel i para lograr

P P

obtener conclusiones definitivas.

En base a los datos que se recopilaron el Agar TCBS (tiosulfato citrato sales biliares sacarosa)
es el medio selectivo que més es usado nutinariamente, tanto para el anlisis de muestras
clinicas, como para el estudio de agua y alimentos. Este medio en su inicio fue recomendado
por la Organizacién Mundial de la Salud e incluso se reporta una investigacién en donde se
realiz6 una evaluacldn de varias marcas comerciales que producen este medio; encontrandose
que existen muchas diferencias entre cada una de las marcas involucradas, desde la propia
morfologfa colonial de los Vibrios (en especial V.cholerae ) hasta lo que se refiere a la

ia de marca

En este caso se podria pensar en dos posibilidades:

1. Unificar los criterios normativos para todas las marcas, o bien

2. Que los esas dif entre las marcas.

Sin embargo esto dltimo resulta més complicado y por lo tanio ce plantea la unificacién de

especificaciones para todas las marcas que existen en e} mercado.
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Considerando que existen otros dos medios selectivos para V.choleraa :

a. El Agar DCLS (desoxicolsto citrato lactosa sacarosa). Este medio se menciona que es
selectivo para V.cholerae , Sin embargo si en una muestra existen Salmonella y Shigella el
alslemiento ya no resuita ser tan selectivo como podria esperarse y que comparado con los
resuitados que se obtlenen con el Agar TCBS pues definilivamente no es adecuado para el

estudio especlﬁcﬁ de la bacteria del célera u otros Vibrios.

De hecho y como se mencicno anteriommente el medio més usedo rutinariamente en todos los

estudios es el Agar TCBS.

Otra d ja imp. en relackén al uso det Agar DCLS con respecto al Agar TCBS , es el

crecimiento de Proteus que aunque también se puede dar el caso de que dicha bacteria crezca

en TCBS es posible dift iar més facilmente las ias de V.chol en TCBS que en

DCLS por las caracteristicas que presentan en cada medio.

b. El otro medio selectivo que se considera it para el aislamiento de V.cholerae es el medio

CPC (Agar p 8 ina) que es en realldad el medio més recientemente

disefiado para el aislamiento selective del vibrio.

Esle medio se ha utilizado més para el estudio da de agua y ali que para el
4rea clinica.
Se report tudios que han valorado la eficlencia de este medio de cultivo frente al Agar

TCBS y comparados ambos con un medio nutritivo el Agar BH! en este estudio se trabajo una

cepa y el resultado obtenido fue:
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CFU/ ml. sobre:
Agar BHI Agar CPC Agar TCBS

V.cholerae 5X108 1.6X108 34X108

Se obtiene que la recuperacién de V.cholerae en CPC y TCBS Agar fueron cercanamente

iguales a la que hubo en Agar BHI , Raymond, el.al. (6}.

Sin embargo se ha encontrado el Biotipo cldsico de V.cholerae no crece en el CPC por lo que
resulta una desventaja frenle al Agar TCBS; adem4s ofra desventaja atnque no ten radical

como la anterior es el pi de 6n es mas lejo y ademés el periodo de

incubacién también es més largo.

Pero la ventaja significativa dei uso de CPC podria ser que !as deméas especies del género
Vibrio no crecen en este medio, indicando que es mas selectivo en comparacién con el Agar

TCBS.

Aclualmente, en la practica el medio de cultivo que se utillza rutinarlamente es e} agar TCBS; la
Secretarla de Salud ha estandarizade los métodos usados para la dsteccidn de la bacteria del

cdlera en nuestro pals, asl mismo ha establecid de fento y Hacid

P

para todo el personal que forma parte del sector Salud (DDF, IMSS, DIF, ISSSTE) y tamblén a

b rios de ciudades priori para el aisl e identificacidn de V.cholerae 04,
p bign a disposi del ! les para el manejo efectivo de esta

enfermedad diarreica.

En el Art. 47 de la Norma técnica 339 Capitulo IX se establece lo siguiente:

En los Estados se lievan a cabo las sigulentes acclones con el fin de integrar un programa
estatal para la prevencidn y controt del cdlera:

- Se llevan a cabo reunlones técnicas y de difusion.
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- Se elaboran programas estatales especificos.
- Se realizan los procedimientos para la obtencidn de financiamiento y operacitn de los

programas. (9).

En este sentido es imp: i que de rdo a la 10n bibliografi
en este trabajo y lo que se realiza en forma practica, 6! andlisis efectuado, esta de acuurdo con
las tacnicas ya estandarizadas sobre el uso de agar TCBS como medio de alslamiento selectivo

para Y.cholerse , hasta el mumento.

g W DEBE
o A s 5 ANTEG
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V. CONCLUSION.,

En general se puede conciulr que actualmente el medio de cultivo selectivo méds adecuado
puede ser el Agar TCBS, sin embargo existe otra nueva y buena opcién para diferenciar a

V.cholerae , que es el medio CPC que es més efectivo para el menit biental de aguas de

estuarios y alimentos marinos.

Sin embargo es importante resaltar que es i fnv i mds amplias para

poder integrar el uso de este nusvo medio (CPC) en el 4rea clinica, para obtener mejores

en el

de este que se ha rido en un

mal que ocupa un {ugar Im§ en nuestra

Es importante tener en cuenta que exdsten numerosas marcas que ofrecen los medios y que las
variaciones obtenldas para cada marca son considerables, lo que puede causar resgos en la

obtencién de un dlagnéstico; vale la pena la idad de bl

comunes para todas las marcas, para que se pueda roflejar esto en mejores controles y

resultados en el diagnéstico.
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