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l. INTRODUCCION 

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

bacteriology. Vol 1 , 1984, p: 516-550) el género llil1ru! fue lnlclalmenle propuesto por Verón en 

1985; comprende microorganismos enaeroblos facullallvos en fonna de bacilos o bacilos curvos 

, Gram negallvos oxldasa poslllvo ( exceplo Vlbrio melschnlkovll ) . Poseen ambos 

melabollsmos (resplralorio y fennentallvo), no fijan nllrógeno, ni lo desnilrifican, todos son 

qulmlorganotrofos, Jennentan la O-glucosa dando como resullado la producción de écldo, pero 

no de gas. Todos utilizan O.glucosa, D-fructosa, mallosa y glicerol; muchos son capaces de 

crecer en un medio minera! conlenlendo [).glucosa y cloruro r:te amonio, solo unas cuantas 

cepas necesitan de factores orgánicos de crecimiento (5). 

El género llLl![fil esté clasificado en la Familia Vibrionaceae junto con olros tres géneros; 

PhotobaC(erium,~y~. 

Las fonnas lnvoluc,radas {cocolde y vlbriolde) usualmente se presenton en culllvos viejos {on 

fase estacionaria) o bajo condiciones adveraas, no fonnan endosporas, ni mlcroqulstes, en 

medios líquidos son móviles por fiagelos polares. 

Muchas especies de Vibrio son patógenas para los seres humanos y se pueden relacionar con 

enfennedades transmilldas por los alimentos. Con excepción del ~ ~ y el ll!!!rl2 

mlm!E!l! las especies de Y!!ldl! no crecen en medios que carezcan de cloruro de sodio y por eso 

se les llama haiofillcas. 



Existen más de 20 especies de Vibrlo de los cuales solo las 12 siguientes, se han aislado de 

muestras cllnlcas humanas. 

V.alglnolytlcus V.fluvlalls 

V.cholerae 01 

V.cholerae no 01 

V.damsela 

V.fumlssil 

V.cinclnatlensls 

V.hollisae 

V.carchartae 

V. metschnlkovll 

V.mlmlcus 

V.parahaemolytlcus 

En 1854 Paclnl senaló por primera vez a V.cholerae como causante del cólera, que es una 

especie patógena produce una lnrección intestinal aguda grave y que en los casos no tratados 

produce fa muerte dentro de las 24 horas de su aparición. 

La especie comprende varios grupos de an!lgenos somáticos (O), enlre ellos el grupo 01, que 

está relacionado con ios Blotlpos, clásico y Ellor. Los dos Blollpos se encuentran separados en 

dos serolipos principales: Ogawa e lnaba y raramente un tercer serollpo, el Hikojima. 

El primer caso de cólera en México se presentó el 27 de Junio de 1833 en Salllllo, Coahuila, a 

partir de esta fecha, la epidemia se propagó a la mayor parte del pafs. El origen de estas 

epidemias sa supone fue a partir de Nueva Orleans y de Cuba. La segunda, tercera y la séptima 

pandemlas de cólera han afectado a México. La séptima pandemla que es la que actualmente 

conllnua stt inicio en 1961 (6). 



11. OBJETIVOS. 

11.1. Realizar un analisls comparativo entre los diferentes medios de culllvo que se pueden 

utilizar para el aislamiento selectivo de V c!Jolerae. 

11.2. Obtener una conclusión, de cual medio de cull/vo puede ser el mas adecuado para el 

a/s/arnlento selectivo de V.cho/erae. 



111. GENERALIDADES. 

111.1. MEDIOS DE CULTIVO BACTERIOLOGICOS. 

Aunque se han descrito numerosos medios de cultlvo sus Ingredientes esenciales son 

relativamente pocos. Van desde soluciones de sales Inorgánicas apropiadas pare 

mlctoorganlsmos autotrofos, hasta medios de cultivo complejos preparados con carne digerida 

enriquecida con sangre o suero. 

Los medios de cultivo pueden contener principalmente carne digerida (peptona, caldos 

nutritivos). la cual es el producto de autollsls o hidrólisis enzimática de la carne o pescado. Para 

proporcionar una mejor fuente de vitaminas y coenzlmas , los medios son enriquecidos con 

frecuencia por medio de extmctos de carne Qnfuslones de carne) o extractos de levadura. 

111.1.1. Clasllicaclón de los medios de cultivo. 

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

de cultivo. 
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111.1.1.1. Por su aspecto flslco. 

a. Medios lfquldos. 

Se emplean fundamentalmente para: 

- Cultivar microorganismos y obtener grandes cantidades de los mismos. 

- Estimular y promover la selección de algún o algunos microorganismos e Impedir que olros se 

multipliquen. 

- Para Identificar al microorganismo estudiado mediante pruebas bloqulmlcas. 

b. Medios semlsólidos. 

Se usan para ldentlllcaclones bloqulmlcas y poder Investigar si el microorganismo estudiado es 

móvil. Los medios semlsólidos tienen una consistencia blanda. Se preparan añadiendo una 

concenlraclón de agar de 1 a 1.5% o con una mezcla de Agar y gelallna. 

c. Medios sólidos. 

Se utilizan para oblener colonias aisladas da microorganismos. Los medios sólidos constituyen 

la mayor parte de los medios da · cullivo que se emplean en mlcroblologla. Constan 

esencialmente de agar, gelallna o albúmina. 
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111.1.1.2. En base a su composición. 

a. Medios sintéticos o de composición deHnlda. 

Es aquel en que se conoce la composición qulmlca exacta de los Ingredientes. EJ.· Solución 

Ringer y Solución Locke. 

b. Medio no sintético. 

No se conoce de una manera definida la composici6n precisa de alguna o de ladas las 

sustancias nutritivas. 

EJ.· Extracto de carne, Agar vitaminado. 

111.1.1.3. Por su empleo. 

a. Medios selectivos. 

Los medios selectivos sólidos en los cuales mediante el uso de lnhlbldores, se suprime la flora 

acompañante, con el objeto de aislar el patógeno buscado selectivamente. La elección de 

lnhlbldor y la concentración adecuada, es una operación delicada, puesto que la selectividad 

desde el punto de vista bacteriológico, no puede ser nunca absoluta en una población de 

microorganismos. 

Según la distribución de Gauss en cada población existe un pequeno grupo do células muy 

l¡\blles y otro pequeño grupo de <:<\lulas resistentes, siendo la mayorla células de sensibilidad 

media. Se llene un ejemplo concreto en donde la población de Salmonella es en conjunto m¡\s 

resistente al inhlbldor (por ejemplo tetralionato) que la población de otras enterobacterias, pero 

existe un grupo intennedio coincidente. SI se selecciona la concentración de lnhibidor 



correspondiente al punto A (FIG.1) las salmonellas no serán Inhibidas y crecerán numerosos 

contaminantes con Jo que se dificultará el diagnóstico. 

En el punto B no crecerá ninguna bacteria Indeseable, pero también se suprimirán numerosas 

células de salmonell& especialmente lábiles. En los valores comprendidos entre A y B se 

encuentra la concentración critica de lnhlbldor a selecclonar emplrlcamente. 

Flg.1. Comportamiento de dos grupos de bacterias en un medio selectivo 
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De aqul se puede deducir que un medio nutrttlvo único proporciona una seguridad Insuficiente, 

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

Por ejemplo los medios utilizados para el aislamiento de enterobacterlas de cultivos mixtos 

están diseñados para Inhibir el crecimiento de bacterias Gram positivas y retardar el crecimiento 

de fugill y otras bacterias colilorrnes, esto permite el desarrollo de otras bacterias de Interés 

médico a partir de muestras donde hay escaso número en comparación con la concentración 

masiva de otros organismos entéricos. 

Algunos ejemplos Importantes de medios se!ecllvos son: 

-Agar para Salmonella y Shlgella 

- Agar entérico de Hecktoen 

- Agar sulrrto de bismuto 

-AgarTCBS. 

- Agar Desoxicolato citrato lactosa sacarosa • 

- Agar modificado con Celoblosa pollmlxlna B y collstlna * 

* Estos medios de cultivo son especificas para el aislamiento selecllvo de ~. 

b. Medios de enriquecimiento selectivo. 

Son medios selectivos que estimulan la mulUpllcación de algún microorganismo e Impiden o 

Inhiben la reproducción de otros. 

EJ.- Base de caldo tetratlonato y Caldo setenllo de sodio. 
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c. Medios diferenciales. 

Son aquellos que contienen Indicadores de ácido-base o redox que detectan cambios en el 

medio o producen condiciones especificas en el medio. 

En muc.'los casos no se busca un patógeno desconocido, sino un grupo de organismos en 

especial, que se diferencia de olro5 en virtud do una o mas caractertstlces. 

EJ.-AgarEMB yAgarENDO. 

d. Medios especiales para cultivo de Hongos y Levaduras. 

Son medios especiales que se usan para el desarrollo de Hongos y Levaduras. 

EJ.- Agar Dextrosa Sabouraud y Agar Dextrosa y papo. 

e. Medios de culllvo de anaerobios. 

Son medios especiales dlseftados para microorganismos que requieren condiciones de 

anaeroblosls. 

EJ.- Agar para anaerobios y Caldo tlogllcolato. 

f. Medios para valorar la potencia de antibióticos. 

La Industria qulmlco fanmacéullca cuenta con 13 medios de cultivo diferentes para estos fines, 

se designan con el nombre propio seguido de un número del 1 al 13. 

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

Agar para ensayo de Neomlcina (medio para antlblóllco No.11) 
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g.Medlos de transporte. 

Sirven para transportar los espécimenes que contienen Jos microorganismos del sitio de Ja toma 

del producto hasta el laboratorio donde va a efectuarse el estudio sin qua se altere la proporción 

de Ja nora microbiana de los mismos. 

h. Medios para filtración a traves de membrana. 

Pueden ser líquidos o sólidos. En el primer caso se preparan a Ja concentración usual y penniten 

el crecimiento de microorganismos presentes en la membrana. 

Los medios sólidos llenen un contenido mínimo de Agar para favorecer fa difusión de nutrientes 

en el medio a la membrana. 

Uf.1.2. Función bioquímica del medio de curtrvo. 

El contenido de nutrientes presentes en un medio de cufllvo fe servirán al microorganismo para 

slnlellzar los diversos compuestos de su protoplasma y por Jo tanto multiplicarse. El 

microorganismo requiere disponer de un medio que contenga los constituyentes químicos 

adecuados para sostener las reacciones bioslntétlcas necesarias. Las sustancias qulmlcas que 

debe recibir el microorganismo para poder crecer y multipllcarse constituyen necesidades 

nutritivas. 

Estos factores nutricioneles se pueden clasificar en: 

1. Componentes necesarios como fuentes de energfa 
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2. Componentes necesarios para la construcción de nuevo material celular. 

a) Compuestos necesarios como fuentes de Carbono. 

b) Compuestos necesarios como fuentes de Nitrógeno, P, S y oligoelementos. 

c) Compuestos orgánicos necesarios en su fonna como factores de crecimiento. 

SI dispone de estos factores necesarios los mlcrom¡¡entsmos crecenln en el medio flslcoqulmlco 

adecuado (temperatura, pH, 02 , favorables). 

Las diversas bacterias tienen necesidades nutriclonales diferentes, Incluso una misma bacteria 

puede tener requerimientos diferentes según tas condiciones del crecimiento y la ausencia de 

otras sustancias en el medio. 
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111.2. DIAGNOSTICO • 

111.2.1. Cuadro cllnlco diferencia!. 

En la mayorla de los pacientes Infectados, ol cólera no origina ninguna manifestación cllnlca. El 

espectro clfnlr.o abarca tres estadlos el primero se refiere al caso que no presenta 

deshidratación: hay menos de cuatro evacuaciones diarias, no tiene vómito, no ha perdido peso 

y no hay deshidratación. El segundo es el caso con deshidratación moderada, que se presenta 

cuando el paciente tiene 4 a 10 evacuaciones diarias, vómito escaso, pérdida de peso corporal 

menor al 5% y algunos datos de deshidratación como son orina escasa, mucosas secas, 

somnolencia e irritabllldad. El ten:er estadio es el caso con deshidratación grave en el que el 

paciente tiene més de 10 evacuaciones diarias, vómito frecuente, pérdida de més del 5% del 

peso corporal y los datos de deshidratación son aparentes como ausencia de orina, mucosas 

secas, inconsciencia, hlpotonla, convulsiones, hipotensión, signos de acidosis y otros. 

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

un color gris pélldo, con discreto "olor a pescado", la presencia de moco da la apariencia de 

agua de arroz. 
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111.2.2. Diagnostico de laboratorio. 

111.2.2.1. Recolección de muestras. 

Las muestras deben ser recolectados en la rase aguda de la enfennedad con hisopos rectales, 

duranle la convaleceneia es mejor le toma directa de la molerle fecal. Cuenda la muestra no es 

procesada de Inmediato, se use el medio de lransporte de Cery·Blelr, en el cual los Vlbrtos 

pueden sobrevivir hasta tres semanas. 

111.2.2.2. Estudio de la muestra. 

111.2.2.2.1 .. Muestras cllnlcas. 

a. A partir de Cary Blalr o de la muestra directa, se Inoculen con un hisopo de algodón en un 

lubo con tapón de rosca de 16X100 10ml de agua peptonade elcellne de pH= 9.0. 

b. Incubar do 6 a 8 horas a 37 ºC, tomar 3 asadas de la superficie con cludado y tratando de no 

agitar el tubo (en la superficie se encuentren los Vibrtos en mayor can!lded). 

c. Sembrar las 3 asadas en placas de Agar TCBS. Aislar colonias por estña cruzada. Flamear el 

esa entre cada estrla. lncubarde 18 a 24 horas e 37'C. 

d. Les colonias ti picas en el Ager TCBS de V.choleree , son emerllles planas, un poco convexas 

de aproximadamente 2 mm. de diámetro. Les colonias tlpicas en el caso de V.parahaemoMicus 

son color azul verdosas, grandes y planas. 
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Nota: No todas /as colonias amarillas en Agar TCBS son de V.cho/erae ya que tamblán dan 

colonias amarillas: V.alglnofvticus. V clnc/nnatiensls. V lluvia/Is V.furnissii. V.me/schn!kovt/ 

(que es el llnlco oxldasa negativo) y algunos Biot/pos de ~ debido a que todos ellos 

fermentan la sacarosa. 

e. Una vez Identificadas las colonias tlplcas en Agar TCBS se efectúan las pruebas bfoqulmlcas 

y serológlcas. 

f. Pruebas bloqulmlcas. 

Prueba V cholerae 

-Medio MIO omttlna descarboxllasa (+) 

Movilidad (+) 

Indo! (+) 

-AgarLIA Llslna descarboxllasa (+) 

-AgarTSI producclOn de Acldo (+) 

Gas (-) 

H2S (-) 

- Caldo ar¡¡lnlna Ar¡¡lnlna deshldrogenasa (·) 

- Prueba de la oxldasa (+) 

g. Pruebas serológlcas. 

- Aglullnaclón con suero polivalente: 

~no01 (·) 

~01 (+) 

- Aglutinación con antlsueros especificas Ogewa e !naba. 
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111.2.2.2.2. Detecclbn en agua y alimentos. 

a. Agua. 

Mezclar dos muestras da agua o hielo fundido. 

- transferir 25 mi. de cada mezcla a 225 mi. de agua peptonada alcalina (APW) por duplicado y 

filtrar de 500 a 1000 mi. a tráves de filtros de membrana de 0.45 micras y colocar estas en tubos 

con 10 mi. de APW, Incubar un enriquecimiento a 35 a 37 •e y ta otra muestra a 42ºC. 

Después de la Incubación transferir el lnóculo de la pellcula (crecimiento superflclaij con un asa 

a una placa de Agar TCBS o al Agar Modificado de celoblosa pollmlxlna B collstlna (CPC}. 

Nota: La polimlxína inhibe al Blot1po clásico de~. 

- Incubar durante 18 a 24 horas el Agar TCBS a 35-37ºC y el Agar mCPC de 24 a 48 horas de 

39 a 40'C, 

- El crecimiento en Agar TCBS: ~ Eltor y cléslco, son grandes lisas, amarillas, con 

centro opaco y bordes traslúcidos. 

El crecimiento en CPC: Las colonias de ~ Eltor son pútpuras (negativa para IJ 

fennentaclón de la celobtosa}. El ~ produce colontas amar111as achatadas con el 

centro opaco y borde; translúcidos. la mayorla de las demés especies de llll!d!! no crecen 

fácilmente en Agar CPC. 

- Realización de las pruebas bloqulmicas y serotóglcas de tas colonias llplcas o sospechosas. 
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b. alimentos. 

- Pesar 25 g. en forma aséptica de la muestra y colocarla en una licuadora estéril en 225 mi. de 

agua peptonada alcalina, licuar durante dos minutos. 

- En este caso se efectúan diluciones seriadas de 10..2 hasta 10·6 con agua peptonada 

alcalina. 

- Incubar el homogeneizado (10- 1) y las demás diluciones 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 39-40'C por 24 a 48 horas. 

- Seleccionar por lo menos tres colonias tfpicas de cada caja en Agar Gclosa sangre, Agar de 

soya y tripticaselna + 1.5% de cloruro de sodio, Incubar a 35-37'C durante 12 a 24 horas. 

- Sembrar de los medios anteriores las pruebas bloqufmicas y realizar las pruebas serológicas. 

111.2.3. Tratamiento terapeutlco. 

El tratamiento es muy simple y se basa en la restitución de liquido•. Con excepción de casos 

graves, la reposición de liquidas puede hacerse por vla oral. 

En general el tratamiento es el siguiente: 

a) para mantener el equilibrio electrolitico, se debe medir el volúmen de la evacuaciones cada 8 

horas y administrar la canlidad de llquidos necesaria para compensar las pérdidas y mantener el 

equilibrio electrolllico. 
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b) Los antibióticos de preferencia son las tetraclcllnas a razón de 500 mg. cada 6 horas durante 

2 ó 3 dlas para adultos. 

c) Soluciones de rehldrataclón por vla Intravenosa con dispositivo desechable, tales como la 

solución Rlnger con lactato de sodio. 

d) Es necesarto rehldratar al enfenno lnlclalmente has1n el 10% del paso corporal. 
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111.3. MEDIOS DE CULTIVO SELECTIVOS PARA V.cholerae • 

111.3.1 Requerimientos nutrfclonales de V.cholerae • 

De manera carac1erlstlca los vibriones crecen a un pH muy elevado (B.5-9.5) y son destruidos 

cuando el pH disminuye por lo tanto en los cultivos que contienen carbohldratos fermentables 

pierde la viabilidad. 

La mayor parte de las especies de Vibrio son halotoleranles y el cloruro de sodio con frecuencia 

acelera su proliferación. Algunos vlbriones son halófilos estrictos y requieren la presencia de 

NaCI para crecer. 

En un estudio realizado por Slngleton, et.al.(1), se encontró que la relaclún de I• cantidad en la 

Incorporación de Jos aminoácidos y Ja cantidad de Ja respiración esta Influenciada por la 

concentración de N•CI y MgCI 2 . La már.lma captación de los aminoácidos ocurre por 

Intermediario o control de la concentración de MgCI 2 . Cuando la concentración de MgCI 2 se 

incrementa o disminuye la captación de dichos aminoácidos cambia en esa proporción. De 

forma similar se comporta el modelo utlllzado para diferenles concentraciones de NaCI. 

La actividad heterotrófica de V.cholerae también se ve afectada cuando 'ª" concentraciones de 

NaCI varlan. 
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SI se prepara un medio con 1% de Iones sodio (peso I volúmen) más !ripiosa (ca. 0.0012 M 

Na+) este medio sirve como soporte de creclmlenlo a V.cholerae . 

Ya que la !ripiosa sirve sola como soporte de crecimiento a V.cholerae y que si se llene olro 

medio que contengo glucosa como suplemenlo y extracto de levadura como soporte de 

crecimiento para V. cho!erae y se observa que no crece ; de esto se concluye que dicho 

microorganismo requiere una o más vHamlnas y otros factores de crecimiento, además de fe 

adición de NaCI, para crecer. 

V.cholerae llene la capacidad de sobrevivir por periodos extensos de tiempo bejo condiciones 

adversas y baja temperatura (10ºC) y concentraciones reducidas de nutrientes. De esta manera 

~ posee une ventaja ecológica, especialmente en ambientes de estuarios y aguas 

saladas: siendo para V.cholerae preferentemente una salinidad moderada. 

La susceptibllldad de las células a la lisis depende también de la concentración de sacarosa en 

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

externa para participar en el montenlmlento de dicha membrana y de su Integridad funcional. 

En un estudio realizado por Ronatd M. Baker et al.(7), se demostró que las células de 

V cholerae mostraron un Incremento en su cantidad y una disminución del volúmen ( lo que se 

traduce en un cambio en su morfologla microscópica de células vlbrloldes a células cocoldes) 

en una solución basal de sales definidas y un filtrado de agua de mar, de aqul se deduce que el 

cambio en la morlologia mlcroscoplca y los demás cambios se producen cuando hay un 

decremento o privación de nutrientes. Al adicionar nutrientes la viabilidad sostenld& y la 

reversión rápida del estado cocoide a vibrlolde y subsecuentemente la división celular regresan 

a su estado nonnal: lo que puede conferir una ventaja de sobrevlvencla en un ambiente con 

privación transitoria de nutrientes. 
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111.3.1. AgarTCBS. (Tiosulfalo citrato sales biliares sacarosa). 

111.3.1.1. Uso o finalidad de empleo. 

El Agar TCBS se recomienda para el aislamiento selectivo de V.cholerae y otros Vibrjos 

patógenos Intestinales N.parahaemolvtlcus). 

111.3.1.2. Explicación de la prueba. 

El aislamiento y cultlvo de los organismos ahora asignados al género liil!!!!! ha Ido aumentando 

por el desarrollo de un medio que es altamente selectivo para los vibrlones causanles del cólera, 

diarrea y contaminantes de alimentos. Este medio fue desarrollado por Kobayashl, el al (4). y 

modificado por Nakanlshl . La combinación de agua peptonada alcalina y Agar TCBS es usado 

en muchos procedimientos para V.choleraa y otros Vibrlos de heces. 
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111.3.1.3. Fundamento. 

Las elevadas concentraciones de tlosulfato y citrato así como el medio fuertemente alcalino, 

Inhiben notablemente las enterobacterfas presentes en heces o alimentos. Además el tlosulfato 

sirve como fuente de azufre y en combinación con el citrato férrico, se detecta la producción de 

ácido sulfhldrtco o sulfuro de hidrógeno. 

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

de enterococos y la proliferación de proteus dentro de un amplio cuidado de los Vlbrlos. 

La sacarosa es incluida como carbohidrato fennentable para delectar el metabolismo de los 

vibrlos. Algunas cepas de ~ sacarosa pooltlvas pueden formar colonias se'llajantes a las 

de Y!ll!!g. 

El azul de timol y el azul de bromotlmoi son Incluidos como indicadores de pH, presentando un 

viraje de color hAcla amarillo por la fonnación de ácido. 

111.3.1.4. Formula del Agar TCBS. 

Extracto de levadura ....................... 5 g. 

Proteosa peptona ........................... 1 O g. 

Sacarosa ...................................... 20 g. 

TJosulfato de sodio ......................... 10 g, 

Sales billares ................................. 3 g, 

Bllis de buey................................. s g. 
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Cloruro de sodio ............................ 10 g. 

Citrato férrico ................................ 1 g. 

Azul de bromollmol ....................... 40mg. 

Azul de timol ................................ 40mg. 

Agar ............................................ 15 g. 

Agua destilada 1000 mi. 

111.3.1.5. Especificaciones del medio de cultivo. 

Especificación Norma 

pH 8.8 + 0.2 

Temperatura de gellficaclón 33 + - 0.2 

Color Verde oscuro brillante 

Claridad Translúcido 

Canlldad a pesar 88 g / 1000 de H20 dest. 

NO ESTERILIZAR EN AUTOCLAVE 

USAR EL MEDIO RECIENTEMENTE PREPARADO. 

Procedimiento de preparación (medio en polvo). 

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

2. dejar reposar durante 15 minutos. 

3.Calentar hasta ebullic;ón con Agilación frecuente y dejar hervir durante 1 mlnulo, hasta 

completar la disolución. 

4. NO ESTERILIZAR. 

5. Enfriar a 45 + SºC y vaciar en placas. 
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Los espécimenes que provienen de hisopos rectales, vómHo pescado u otros alimentos pueden 

ser sembrados directamente sobre Ja placa del medio, se recomienda que el lnócuto sea fuerte 

especialmente si la muestra no es fresca o reciente, ya que el medio es attamente selectivo y 

los Vlblios tienden a mor1r fácilmente. 

los hisopos que contienen espécimenes sospechosos pueden ser transportados al laboratorio en 

medio de transporte de Cary Blair. Una observación lmportanle es que las muestras que 

contengan vtbrio no se deben rerngerar. 

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

exfensos periodos de tiempo a bajas temperaturas (10"C). 

Las placas se Incuban protegidas de la luz a 3!r37'C durante 18 a 24 horas. SI después de las 

24 horas el Cfeclmlento es negativo, relncubar 24 horas més. 
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111.3.1.6. Resultados de la morfologla colonial. 

Después del periodo de Incubación las placas deben mostrar buen crecimiento. En las placas en 

las que el procedimiento usado es por la técnica de dilución (NMP) y utlllzando varilla da vidrio 

para extender el lnóculo, se debe abseivar que el número de microorganismos disminuye al 

aumentar la di111ción, y consecuentemente en las estrias se encuentran colonlas aisladas de 

Vibrio. 

La morfologla colonial tlplca es la siguiente: 

V cholerae .• Las colonias de V cholerae variedad (Eltor y clásico) son grandes, lisas, 

amarillas• con centro o~aco y los bordes translúcidos y ligeramente achatadas. 

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

centro. 

Nota: las especies de Vibrio no producen colonlas pequenas de color crema en Agar TCBS. Las 

colonias de V.mlmicus son verdes (sac-}. La mayoría de las especies de Vibrio crecen en agar 

TCBS y producen colonias amarillas. 

~ .- Crecimiento Inhibido . 

P.aerumnosa .-Crecimiento inhibido. 

S. faecalls .- Crecimiento Inhibido. 

P.vulgaris .- Crecimiento inhibido. 

P.mlrabllls .• pueden crecer algunas colonias de color amartllo ctaro convexas y pequeñas. 
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Experimentos realizados por KM. Nlcholls,et al (3). , muestran que la reducción arliflclal del pH 

con HCI o la reducción del pH por la presencia de bacterias que fe1111enten sacarosa, 

pe1111lten el crecimiento de~ ssp .. Esto puede verse en el cultivo como colonias 'satéltte• 

de~ alrededor de aquellos vlbrios que fermentan la sacarosa. 

"Indica la utilización de la sacarosa. En un estudio realizado por J.Vila, et al (2) .. se Indica que 

al variar la concentración de sacarosa se puede ver al microscopio electrónico que en el Agar 

TCBS se presentan marcadas diferencias en la morfologla celular, ademés si la concentración 

de sacarosa es menor al 1% la prueba de la oxldasa es negativa para ~ cunndo se 

espera sea positiva. 

111. 3.2. Agar CPC ( Agar celoblosa polimlxlna B collstlna). 

111.3.2.1. Uso o finalidad de empleo. 

El Agar CPC (celoblosa pollmlxlna B collstlna) fue desarrollado para el aislamiento selectivo de 

V.cholerae y V.vulnlficus ; el cual tiene una ventaja significativa sobre otros medios para el 

aislamiento y diferenciación de Vibrios. Además la fennentaclón de la celoblosa por y.vulnlficus 

pennito la fácil diferenciación de estas dos especies. 

Este medio ofrece un polenclal slgnificallvo como un medio selectivo y deferenclal para estas 

dos especies patógenas. 

111.3.2.2. Explicación de la prueba. 
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De 12 especies patógenas de lli!1!IQ al Humano han sido descritas~ y~ las 

cuales han recibido mayor atención en los últimos años. V.cholerae es el agente etiológico 

causante del cólera, del cual se ha Investigado su distribución y ecologla, ademés del 

descubrimiento de dos cepas 01 y no 01 de esta especie en aguas costeras. V.vulnlficus es un 

contaminante de alimentos marinos y puede causar Infecciones en heridas y septicemias. 

V.vuln\ficus también se encuentra en forma natural en ambientes marinos y estuarios. 

El Agar TCBS ha sido ulillzodo rutinariamente para el aislamiento do Vibrjos patógenos y su 

selectividad para este género ha sido cuestionada.Se encontró que solo el 51% de Jos 

aislamientos en este medio fueron miembros de este género, por lo que se necesita un medio 

superior al Agar TCBS para el alslamlenlo de lll!!!I!! de fuentes ambientales naturales teniendo 

como nueva opción este medio Agar CPC. 
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111.3.2.3. Fundamento. 

Este medio tiene la ventaja de la resistencia que presentan V.cholerae y V.yulnlficus a la 

collstlna y a la pollmlxlna B. además de la temperatura de Incubación a 40'C, elimina muchas 

bacterias y la fermentación de la celoblosa es un elemento diferencial también. 

111.3.2.4. Fórmula del Agar CPC. 

El Agar CPC es preparado por la combinación de las siguientes soluciones: 

Solución 1 

Peptona .................................... 1 O g. 

Extracto de ca me .............. ........ 5 g. 

Cloruro de sodio ........................ 20 g, 

Azul de bromotlmol .................... 40 mg. 

Rojo de cresol ........................... 40 mg. 

Agar ......................................... 15 g. 

en 900 mi de agua destilada 

~ 

Celoblosa ................................. 10 g. 

Colistlna .................................. 1.36 X 10 UI 

Polimlxlna B ............................ 1.0 X 10 UI 

Esto en 100 mi. de agua destilada. 
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111.3.2.5. Especificaciones del medio de cuttlvo • 

Especificación 

pH 

Temperatura de gellficación 

Color 

Clandad 

cantidad a pesar (sol. 1) 

Procedimiento de preparación: 

li!1rirul 

7.6 + 0.2 

32 + 2'C 

Verde olivo a café br111ante. 

Translúcido 

50 g. en 900 mi. de H20 dest. 

1. Se pesan 50 g. del medio (en polvo) para la solución 1. 

2. Se deja reposar duranta 15 minutos. 

3. Se pone a calentar hasta ebullición y completa disolución de los componenles. 

4. Se ester11iza en autoclave durante 15 minutos a 121'C, se enfrla a 48 a 55 'C. 

6. Solución 2 . Disolver le celoblosa por calenlamlento en agua destilada. Se enfrle y se agregan 

los antibióticos. Eslerlllzar esta mezcla por filtración de membrana y agregarla a la solución 1, 

enfriada a 48 - 55'C, mezclar y distribuir en cajas petr1. 

7. Incubar las placas Inoculadas a 40'C durante 24 a 48 horas. 

111.3.2.6. Resultados de la morfologla colonial . 

V.cholerae .- No fermenta la celoblosa, produce colonias púrpuras con una zona de color azul 

alradedor. 

V vulnificus .- Produce colonlas amarillas con zona ciare amarilla alrededor, lo que indica la 

fermentación de la caloblosa. 
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Pseudomonas sp .• - Crecim/enlo Inhibido. 

Ptiotobacledum sp .• - Crecim/enlo Inhibido. 

Elfilm!1ª.<Mtl!!m sp .. - Crecimiento Inhibido. 

Nola: Es Importante hacer notar que el Agar CPC debe usarse solo preparado recienlemenle, ya 

que el medio puede ser más lnhlbltodo con el Uempo, especialmente para~. 

111.3.3. Agar DCLS (Agar desox/colalo c/lralo citrato lactosa sacaro:i.o). 

11.3.3.1. Uso o finalidad de empleo. 

Es un medio de cullivo moderadamenle selecl/vo para el a/s/arnlento de~,~ 

y §l¡!gfil!§ de muestras fecales. 

111.3.3.2. Expl/cac/ón de la prueba • 

Esle medio es una modificación del Agar Desoxlco/ato de Uefson, el cual es un medio 

allamenle selectivo y diferencia/ para bacilos enlédcos, en el que, el grado de Inhibición es 

exactamenle conlrolado por la sustilución de qu/mlcos puros por una canlldad alta do Bilis. El 

Agar DCLS es solo una de las modificaciones de Desox/colalo conlenldo en un medio y difiere 

de las demás por la Inclusión de la sacarosa. 

1/1.3.3.3. Fundamanlo. 
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Este medio contiene peptona y estmcto de carne los cuales son los nutrientes esenciales para el 

soporte de crecimiento. El desoxlcolato es un compuesto que sirve como lnhlbldor de las 

bacterias Gram (+} y da los colifonnes. La Incorporación da dos ázuceres penniten la fonnaclón 

de colonias rojas, en donde Salmonella, Shlgella y '!f.. cholerae pueden fennentar rapldamente la 

sacarosa o la lactosa, o ambas. Esto pennite una mejor selección de los miembros del Género 

Shlqellg y Salmonella, los cuales fonnan colonias Incoloras o al color del medio . 

111.3.3.4. Fónnula del Agar DCLS. 

Desoxlcolalo de sodio ................................... 2.5 g. 

Citrato de sodio ............................................ 10.S g. 

Lactosa ....................................................... 5.0 g. 

Sacarosa ..................................................... 5.0 g. 

Digestivo pancreétlco de ceselna ................... 3.5 g. 

Digestivo péptlco de tejido animal .................. 3.5 g. 

Extracto de cerne ........................................ 3.0 g. 

Tiosulfato de sodio ....................................... 5.0 g, 

Rojo neutro ................................................. 0.03 g. 

Agar ........................................................... 12.0 g, 

En 1000 mi. de agua destilada. 

111.3.3.5. Especl!lcaclones del medio de cultivo. 

Especificación 

pH 

Temperatura de geliflcaclón 

Color 

32 

tW.!M 

7.2 + 0.2 

32 + 2'C 

Rojo naranja 



Claridad 

Cantidad a pesar 

Translúcido 

50 g. por 1 11. de H20 dest. 

Procedimiento de preparación (medio en polvo). 

1. Hidratar 50 g. del medio de cultivo con 1000 mi de agua destilada. 

2. Dejar reposar durante 15 minutos. 

3. Calentar hasta ebullición y completa disolución, dejar hervir durante 1 minuto. 

4. NO ESTERILIZAR. 

5. Enfriar el medio a 45 + 5ºC y vaciar en placas. 

6. Sembrar la muestra tan pronto como sea posible después de recibirla en el laboratorio. 

7. Incubar las placas protegidas de la luz a 35 a 37ºC durante 18 a 24 horas. SI después de 24 

horas el crecimiento es negativo, relncubar olras 24 horas ao1clonales. 
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111.3.3.6. Resultados de la morfologla colonial. 

Después del pertodo de Incubación las places deberán presenlar el área sembrada con el 

creclmlenlo esperado y en el lénnlno de Ja estrta colonias aisladas. 

~ .- Colonias escasas rosas a rojizas, con una zona de precipitación de sales billares, son 

planas y grandes. 

S.lyphlmurium .- Colonias Incoloras a palo do rosa, convexas, pequenas. 

S.faecells .- Crecimiento Inhibido • 

§!LlJrumfil!l .- Colonias Incoloras a rosa brillante, convexas, pequenas. 

V.cholerae .- Colonias Incoloras a rojas. 

Proleus .- Colonias Incoloras a rojas. 
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111.3.4. Conservación de cepas de referencia de V.chole¡ae. 

Para la conservación 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 estrta y picadura; no conservar en TSI, ni en nlngün medio que 

contenga carbohldratos, ni lnhlbidores. Los tubos se tapan bien con tepOn de hule que emane 

bien y se sellan con parafilm o parafina pera evitar Ja deshldralacJOn del medio, de este forma 

se podnln mantener viables durante un ano. No deberé mantenerse en refrtgeracJOn, 

unlcamenle colocar en un lugar fresco protegido de le luz. (5). 
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IV. DISCUSION. 

El objetivo principal de este trabajo fue realizar una comparación entre los medios de cultivo 

selectivos que se pueden utlllzar para el aislamiento e Jdenllncaclón de la bacteria causante del 

cólera, que actualmenle ha convertido a mucha gente en parte de la estadlstlca de mortandad 

por enfenmedodes en nuestro pals. Por esta razón este análisis puede ser Interesante, aunque 

habria que llevar a cabo estudios más amplios y profundos a nivel experimental para lograr 

obtener conclusiones definitivas. 

En base a los datos que se recopilaron el Agar TCBS (Uosulfato citrato sales billares sacarosa) 

es el medio selectivo que más es usado rutinariamente, tanto pare el análisis de muestras 

cllnlcas, como para el estudio de agua y alimentos. Este medio en su inicio fue recomendado 

por la Organización Mundial de la Salud e Incluso sa reporta una Investigación en donde se 

realizó una evaluación de varias ma1cas comerciales que producen este medio; encontrandose 

que existen muchas dlfarenclas entre cada una de las marcas Involucradas, desde la propia 

morfología colonial de los Vibrlos (en especial V.cholerae ) hasta lo que se refiere a la 

capacidad Inhibitoria de marca muestreada. 

En este caso se podría pensar en dos poslbllldades: 

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

2. Que los analistas conozcan esas diferencias entre las marcas. 

Sin embargo esto úllfmo resurta más complicado y por fo tanto <:e plantea fa unificación de 

especificaciones para todas las marcas que existen en el mercado. 
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Considerando que existen otros dos medios selectivos para~: 

a. El Agar DCLS (desoxlcolato citrato lactosa sacarosa). Este medio se menciona que es 

selectivo para ~ , Sin embargo si en una muestra existen §l!!¡¡¡Q¡¡fil!! y §h!gfil!¡¡ el 

alslemlento ya no resulta ser tan selectivo como podrfa esperarse y que comparado con Jos 

resultados que se obtienen con el Agar TCBS pues definitivamente no es adecuado para el 

estudio especifico de Ja bacteria del cólera u otros Vibrlos. 

De hecho y como se menciono anterionnente el medio más usado rutinariamente en todos Jos 

estudios es el Agar TCBS. 

Otra desventaja Importante en relación al uso del Agar DCLS con respecto al Agar TCBS , es el 

crecimiento de Proteos que aunque temblón se puede dar el caso de que dicha bacteria crezca 

en TCBS es posible diferenciar más fácilmente las colonias de V.cholerae en TCBS que en 

DCLS por las caracterlstlcas que presentan en cada medio. 

b. El otro medio selectivo que se considera útil para el aislamiento de ~ es el medio 

CPC (Agar celoblosa pollmlxlna 8 collstina) que es en realldad el medio más recientemente 

diseñado para el alslamlanto selectivo del vibrio. 

Este medio se ha u11Jlzado más para el estudio da muestras de agua y allmentos que para el 

área ciíníca. 

Se reportan estudios que han valorado la eficiencia de este medio de cultívo frente al Agar 

TCBS y comparados ambos con un medio nu1ritivo el Agar BHJ en este estudio sa trabajo una 

cepa y el resultado obtenido fue: 
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CFU / mi. sobre: 

AgarBHI AgarCPC AgarTCBS 

sx 108 1.6X108 3.4X108 

se obtiene que la recuperación de V.choleree 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 Blotlpo clásico do V.cholerae no crece en el CPC por lo que 

resulta una desventaja frente al Agar TCBS; además otra desventaja aunque no tan radical 

como la anterior es el proceso de preparación es más complejo y además el periodo de 

Incubación también es más largo. 

Pero la ventaja significativa del uso de CPC podrla ser que las demás especies del género 

Vibrio no crecen en este medio, indicando que es més selectivo en comparaclOn con el Agar 

TCBS. 

Actualmente, en ta practica el medio de cultivo que sa utiliza rutlnariamente es el agar TCBS; Ja 

Secretaria de Sulud ha estandarizado los métodos usados para la detecclOn de la bacteria del 

cólera en nuestro pais, asi mismo ha establecido programas de entranamlento y capac!taciOn 

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

laboratorios de ciudades prioritarias para el aislamiento e JdentificacJOn de V.choleree 01, 

poniendo también a dlsposlcJOn del personal manuales para el manejo efactlvo da esta 

enfennedad diarreica. 

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

En los Estados so llevan a cabo las siguientes acciones con el fin de Integrar un programa 

estatal para la prevencJOn y control del cólera: 

• Se llevan a cabo reuniones técnicas y de difusJOn. 
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·Se elaboran programas estatales especlHcos. 

• Se realizan los procedimientos para la obtención de financiamiento y operación de los 

programas. (9). 

En este sentido es Importante mencionar que de acuerdo a la lnlonnaclón blbllogn\ftca obtenida 

en este trabajo y lo que se realiza en lonna pnlctlca, el anéllsls efectuado, esté de acuurdo con 

las técnicas ya estandarizadas sabre el uso de agar TCBS como modio de aislamiento selectivo 

para~. hasta el momento. 
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V. CONCLUSION. 

En general se puede concluir que actuelmenle el medio de cultivo selectivo mlls adecuado 

puede ser el Ager TCBS, sin embargo existe olra nueva y buena opción para diferenciar a 

V.cholerae, que es el medio CPC que es més efectivo para el monlloreo ambiental de eguas de 

estuertos y alimentos martnos. 

Sin embargo es Importante resetter que es necesarto ofactuar Jnvestlgactones més amplias para 

poder Integrar el uso da esta nuevo medio (CPC) en el érea cllnlca, para obtener mejores 

resultados on el diagnóstico de este microorganismo que actualmente se ha convertido en un 

mal que ocupa un Jugar Importante en nuestra sociedad. 

Es Importante tener en cuenl• que existen numerosas mareas que ofrecen los medios y que las 

vartaclones obtenidas para cada marca son conslderables, lo que puede causar riesgos en la 

obtención de un diagnóstico; vale la pena mencionar la necesidad de establecer nonnas 

comunes para todas les marcas, para que se pueda reflejar esto en mejores controles y 

resuHedos en el diagnóstico. 
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