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INTRODUCCION

En el Estado de Guanajuato los priméros cinco casos de célera,
aparecieron en habitantes de la ciudad de Leén, en donde, segin
investigaciones no ‘existié relacién epidemiolégica alguna con

otro brote, por lo que se consideraron casos autéctonos.

Los casos mencionados ocurrieron entre el 18 y el 24 de enero de
1992, tomando inmediatamente la.S.S.A. y la Comisién Nacional
del Agua estrictas medidas de control sanitario para evitar la

propagacién del brote.

Desde entonces, 1la 5.5,A, y la Comisién Nacional del Agua del
Estado de Guanajuato, han estado en contacto continuo para

detectar y controlar posibles casos de célera en el Estado.

De acuerdo a 1los boletines quincenales publicados por el
Instituto Nacional de Diagnéstico y Referencia Epidemiolégicos,
hasta el 15 de febrero de 1993, el Estado de Guanajuato no
registré casos de célera sino hasta el mes de
octubre de 1993, donde se presentaron 4 defunciones, dato que no
se ha incrementado hasta enero de 1994, seghn datos recabados en

las gacetas quincenales (23, 24, 25, 26, 27).



El célera es una enfermedad de tipo intestiﬁa}} de forma aéuda, y
grave, que se caracteriza por la aparicién brusca de diarrea
acuosa y abundante, vémitos, deshidrétécién répida, acidosis,
colapso circulatorio y, en los casos no btratados. produce la
muerte dentro de las 24 horas de su aparicién. Hoy se sabe que
la enfermedad también puede ser asintomitica o sélo provoca una
.leve sintomatologia. La letalidad en los casos graves no
tratados puede exceder el 50%, pero si se aplica el debido

tratamiento, se reduce a menos del 1% (10, 14, 19, 20).

La enfermedad se transmite por la ingestién de alimentos o
directamente de agua, contaminados con Vibrio cholerae, de ahi 1a
importancia de hacer la deteccién de este bacilo en todo tipo de

agua sospechosa.



OBJETIVOS
- Describir el método microbiolégico para el aislamiento
e identificacién de Vibrio cholerae en agua.

~ Aplicar dicho método en muestras de diversos puntos del Estado

de Guanajuato.

-~ Determinar el porcentaje de deteccién de vibrio cholerae en

los diferentes sitios de muestreo.



I. GENERALIDADES

EL COLERA

Esta enfermedad ocasiona una afeccién gastrointestinal aguda,
grave y transmisible, Se presenta tanto en forma endémica como
aepidémica. Se caracteriza clinicamente por diarrea acuosa
severa, vémito, deshidratacién répida, acidosis y colapso
circulatorio. El agente causal es la bacteria Vibrio cholerae
biotipos; c¢lasico y El Tor. Vibrio cholerase se encuentra
muy difundido en aguas dulces y salobres en muchas partes del

mundo pero no todos son toxigénicos (10, 11, 19).

Como se mencioné, los biotipos clésico y El Tor pueden producir
la enfermedad, sin embargo, el dltimo favorece el contagio ya que
un 80% de los casos sélo presentan manifestaciones leves, o son
asintomfticos que eliminan el bacilo y perpetGan la infeccién.
Ademds, el biotipo El Tor permanece viable més tiempo en los
alimentos (aproximadamente 10 dias) e indefinidamente en el agua,

especialmente s8i esta es salobre (10, 11, 19).

El hombre es el tnico reservorio natural’de esta bacteria y el
agua su principal vehfculo de transmisién directa o indirecta.

En un pais como el nuestro, en que el 31% de la poblacién no



tiene acceso a agua limpia y/o potable y el 532 no disfrutan de
servicios de saneamiento adecuado, el riesgo de contraer dicha

enfermedad es grande (15, 12).

El aislamiento e identificacién del vibrio en agua, ademés de
involucrar varios procedimientos un tanto complejos (no
accesibles a todos 1los laboratorios), requiere un equipo
especializado para el aislamiento y la identificacién de estas

colonias mediante pruebas bioquimicas y serolégicas (10).

Este aislamiento en ocasiones se complica por dos razones; la
primera, por el empleo casl hulo de la técnica en forma
rutinaria y, la segunda, por el nimero relativamente pequefio de
Vibrios en comparacién con el de coliformes encontrados en la
misma muestra, o con los microorganismos encontrados en general

en los anélisis clinicos.



AGENTE INFECCIOSO

De acuerdo al Manual de Bergey 1la familia Vibrionaceae fué
inicialmente propuesta por Véron en 1965 y en élla incluyé
géneros méviles por flagelos polares y oxidasa positivos, esto no
implicaba necesariamente que existiera una estreche relacién
entre los géneros, s8ino que fue por conveniencia, para poder
diferenciarlos de los de la familia Enterobacteriaceae (1, 2, 4,
6, 8, 9,19, 28),

En los ¢ltimos aifios, el género Vibrio ha cambiado de un
grupo heterogéneo de microorganismos pobremente caracterizados,
a un grupo bien estudiado. Esto se debe a la salida de
"vibrios no fermentadores", 'vibrios anaerobios" y "vibrios
microserofilicos" a otros géneros tales como Campylobacter
{(Vibrio fetus), Wolinella (Vibrio succinogenes) y Pseudomonas y
Alteromopas, por lo que ahora el género Vibrio es mucho més
homogéneo. Este género estd clasificado en la familia
Vibrionaceae junte con otros tres géneros: Photobacterium,
Aeromonas y Plesiomonas (1, 4, 8, 10, 11).

El género Vibrio esta compuesto por bacilos Gram negativos que

miden de 0.5p - 0.8p de didmetro por 1.4-2.6p de largo,
usualmente se presentan en cultivos viejos (en fase estacionaria)

o bajo condiciones adversas de cultive, no forman endosporas, ni



micrdqulstes, en medio liquido son méviles por flagelos polares,
son facultativos, ya que poseen ambos metabolismos, respiratorio
y fermentativo, no fijan ni desnitrifican el nitrégeno, todos son
quimiorganétrofos, muchos son capaces de crecer en un medio
mineral conteniendo D-glucosa y NH4Cl, sélo unas cuantas cepas
necesitan de factores orgénicos de crecimiento. Los iones de
sodio estimulan el crecimiento de todas las especies y son un
requerimiento para la mayoria, la minima concentracifn necesaria
para un 6ptimo crecimiento es del orden de 5-700 mM; muchas
especies crecen bien en medio conteniendo una base de agua de

war (1, 8, 10, 11, 19, 22, 28)

Se encuentran en hébitats acudticos en una gran variedad de
salinidad. Son muy comunes en ambientes marinos, algunas
especies 8e encuentran sobre la superficie y en el Eontenido
intestinal de animales marinos. También se pueden encontrar en
agua dulce en donde sobreviven unas horas y algunas semanas 8i
ésta se encuentra contaminade con materia orgénica y tiene un pH
entre 6 y 9. Son susceptibles a la desecacién, 1la ebullicién, el

cloro, otros desinfectantes y a las tetraciclinas (10, 20, 25).

Fermentan la D-glucosa dando como resultado produccién de é&cido
pero no de gas. Todos utilizan D-~glucosa, D-fructuosa, maltosa y
glicerol, La mayoria de 1las especies son oxidasa positiva,

todas crecen a 20°C y muchas a 30°C (2, 10, 11, 19).



FESQUEMA DE Vibrio cholerae

ESQUEMA DE Vibrlo cholerae
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TAXONOMIA Y NOMENCLATURA

Varias especies son patdgenas para el hombre asi como también

para animales marinos. Exlsten mis de. 20 especies de Vibrio de

las cuales s6lo las 12 siguientes se han encontrado en muestras

¢linicas humanas (1, 10).
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Las especies de Vibric que se han encontrado en muestras

clfnicas humanas son las sigufentes:

V, aestuarianus V., natriegens

V. a illarum V. pereis

V. campbellii V. nigripulchritudo

V. costicola V. ordalli

V. diazotrophicus V. orientalis

vV, fischerj V. pelagjus

V., gazogenes V., proteolyticus

V., harveyi V. splendidus

V, logei V. tubiashii

La nomenclatura y taxonomia del! género Vibric ha sufrido

rectentemente un cambio importante. El término Vibrio cholerae

se restringfa §eneralmente a los microorganismos que causaban

cbélera epidémico y entonces se usaron términos como "vibrios no-

aglutinantes '(NAGs)" y "vibrios no-coléricos (NCVs)", que de
9



forma muy ambigua podian diferenciar todosilos vibr%os“que no -
aglutinaban con el suero polivalehte del .érupﬁv 01, . o
GUnicamente sefialaban el grupo de vibrios que son bioguimicamente
similares a la cepa de yvibrio que causa el célera; pero  no
reaccionan con el suero del grupo 01. Los tax6nomos han llevado
a cabo estudios para determinar la nomenclatura y han encontrado
que e8 més adecuado colocar a los vibrios bioquimicamente
similares al vibrio que causa el cédlera y que anteriormente eran

llamados NAGs-NCVe, en una sola especie llamada Vibrio cholerae

No 01 (2, 11, 22).

Las cepas puras de vibrio cholerase cuando reaccionan con el
suero somético del grupo 01, se denominan Vibrio cholerae
01; asi como aquellas cepas de Vibrio cholerae que pertenecen a
otras serovariedades, de las cuales existen aproximadamente 72 y
se denominan V. cholerae del grupo no-01, no reaccionan con otros
sueros del grupo 01, El antigeno O somdtico es un
lipopolisacérido tipico de las bacterias Gram negativas,
componente de la superficie de la célula, las porciones lipidicas
tienen actividad endotéxica y la especificidad antigénica depende
de los polisacédridos. Es importante el antigeno 0 en la prueba
de diagnéstico, a diferencia del antfgeno H que es compatible con
muchos no patégenos. Debido a que V. cholerae correspondiente a
otras serovariedades, también causa diarrea parecida al célera,
se debe identificar al grupo de V. cholerae para tener el
diagnéstico especifico de célera (10, 22)

10



Vibrjo cholerae 01 incluye dos clases de biotipos, el clésico y
la variante El Tor (figura 1). Los dos biotipos se encuentran
separados en dos serotipos principales: el Ogawa y el Inaba ¥y
raramente en un tercero, el Hikojima (figura 1, cuadro 1) (1, 5,

10, 12, 13, 15, 19)

FIGURA 1

Vibrio cholerae

OL

no .
(> 72 SEROTIPOS) (COLERA ASIATICO)
BIOTfPOS

ICO EL TOR

\EROTIPO
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]

(NO TOXIGENICO l l TOXIGENICO '
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CUADRO 1

SEROTIPOS DE Vibrio cholerae 01 BASADO EN ANTIGENOS SOMATICOS

SEROTIPO ANTIGENOS PRESENTES
Ogawa AB

| Inaba AC
Hikojima ABC

(1, 10, 19)



MECANISMOS DE PATOGENICIDAD

Las cepas de Vibrio cholerae 01 producen la toxina colérica cuya
accién sobre la mucosa del intestino delgado es responsable de la
diarrea caracteristica de la enfermedad. La toxina colérica es
una protefna oligomérica (84 kDa) compuesta de una subunidad
A1(21 kDa), una subunidad A2(7 kDa) y cinco subunidades B(10
kDa). Las subunidades B son responsables de la fijaci6n de 1la
toxina al receptor GM1 en la membrana celular del epitelio del
intestino delgado. La subunidad A1 activa el complejo
enzimdtico adenilato ciclasa, incrementando  los niveles
intracelulares de AMPc que provocan la hipersecrecién de sales y
agua, dando como consecuencia una diarrea isoténica con respecto
al plasma; es decir, con concentraciones de Cl y Na' ligeramente
inferjores a las del plasma. La concentracién de NaHCO3 es
aproximadamente el doble de la del plasma y la concentracién de

K+ es 3 a 5 veces mayor que la plasmidtica (9, 11, 22, 28).

Todos los serotipos producen enterotoxinas similares y también el
cuadro clinico es semejante. Algunos vibrios producen toxinas
citoliticas, hemolisinas, o blen tienen capacidad invasiva como

la descrita para V. vulpificus (10). -

La virulencia de ¥V, cholerae depende de diversos factores, entre

los que mencionan, su capacidad para:

13



= Adherirse a 1a mucosa intestinal.

- Multiplicarse en ella y colonizarla.

- Producir y secretar su enterotoxina.

- Llevar a cabo su accién enzimitica con los consecuentes

efectos.

La excresién de los factores de virulencia importantes para la
adherencia, colonizacién y penetracién del epitelio, asi como la
sintesis de toxinas, proteasas, hemaglutininas, etec, esté
influenciada por condiciones ambientales como pueden ser la
variedad de nutrientes, la presencia de iones, de metales traza,
de vitaminas, los camblos de temperstura y tensién de oxigeno,
entre otros. Asi, entre los principales determinantes de

virulencia de V. cholerse se pueden mencicnar:

- Adhesién: El mecanismo por el cual V. cholerae se adhiere a las
células epiteliales del intestino delgado ain no es claro, - ya
que, mientras algunos autores sostienen la existencla de
adhesinas fimbriales o pilis producidos por V. cholerse, otros
niegan cualquier evidencia de dichos organelos, sugiriendo en su
lugar, que el microorganismo posee hemaglutininas de superficie
que pueden actuar como adhesinas, igualmente se ha propuesto que
la asociacién entre el vibrio y las células epiteliales puede

estar mediada por reacciones hidrofébicas (11, 16)

14



Sin embargo, sea cual fuere el mecanismo utilizado por el
microorganismo para adherirse a las células epiteliales, se ha
observado que la presencia de otros microorganismos en el
intestino delgado, dificultan la fijacién y colonizacién del

epitelio por parte de V. cholerae .

- Motilidad y quimiotaxis: se ha propuesto que ambos procesos
facilitan la llegada del microorganismo hasta las criptas
intestinales y ahi favorecen la penetracién a la mucosa
intestinal, igualmente se ha puesto en duda su participacién en

la adhesién del micoorganismo a las células epiteliales.

~ Mucinasa: Esta enzima es capaz de digerir la mucina de la
superficie mucosa del intestino delgado, de tal forma que 1los
receptores que permiten la adherencia de los microorganismos a

las células epiteliales quedan expuestos para tal proceso.

~ Hemolisinas: A pesar de poseer actividad citotéxica,

cardiotéxica y letal, su participacién en la patogénesis del

célera es remota.

- Proteasa y neuraminidasas; Participan en 1la penetracién a la
mucosa, asi como para proveer sustratos para el crecimiento de V.,

cholerae.

15



~ Enterotoxina: Sin duda alguna, es ésta el determinante de
virulencia més importante con que cuenta el microorganismo, ya
que la sintomatologia caracteristica de la enfermedad se debe a
los efectos producidos por esta toxina en el organismo; asi,
mediante un mecanismo complejo que se explicaré més adelante
origina un incremento en los niveles de AMPc intracelular en los
enterocitos, lo que conducird a una hipersecresién de iones Cl° y
HCO3™ a la luz intestinal, trayendo consigo grandes cantidades de
agua, que constituird la diarrea liquida caracteristica del

célera (11,16).



FIG. 2 INTERACCION Vibrio cholerae — CELULA INTESTINAL
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TOXINA COLERICA (CT)

Composicidén y caracteristicas ffsicas y quimicas:

La toxina colérica (CT) o colerdgeno, es una proteina oligomérica
de aproximadamente 84 kDa cuya naturaleza quimica, ademés del
98% de proteinas, esté formada también por 1lipidos (1%) vy
carbohidratos (1%).

Esta enterotoxina, estd& a su vez constituida por cinco cadenas
ligeras asociadas no covalentemente, denominadas sub-unidades B,
de aproxiwademente 11.5 kDa cada una, y uns cadena pesada
denominada sub-unidad A de 28 kDa, esta ultima, esté compuesta de
dos fragmenQos proteicos denominados A1 (23 kDa) y AZ (5 kDa),

unidos entre sf por un enlace disulfuro.

Las cinco sub-unidadeslB de la molécula, forman una estructura
pentamérica muy estable, en forma anular y que presenta un hueco
al centro de la estructura, en el cual se encuentra insertada
parcialmente la sub-unidad A por su fragmento A2, el mismo gue se

encuentra unido al anillo B mediante enlaces disulfuro.

A las sub-unidades B se les ha nombrado también sub-unidades de
unién, dado que éstas no son téxicas para la célula por s{ solas,

su funcién es Unicamente la de unir especifica e

18



irreversiblemente a la enterotoxina con las células blanco
mediante el receptor gengliésido GM1, en tanto que a la sub~
unidad A, también se le ha denominado sub-unidad activa, por ser
precisamente la responsable de la actividad de la molécula, el
fragmento A1 es el responsable directo de la accién téxica sobre
la célula mientras que el A2 actida junto con las sub-unidades B
como vehiculo, ademds de participar en la internalizacién de Al
(11, 16).

La sub~unidad A no puede unirse por s8i sola a la célula, por 1lo
que se requiere de la interaccién de ambas sub-unidades (A y B)

para tener una enterotoxine funcionalmente activa {11, 31).

CUADRO 2

PRINCIPALES CARACTERISTICAS FISICAS Y QUIMICAS DE LA
ENTEROTOXINA COLERICA

PROPIEDAD

~ Peso molecular 84 kDa

~ Sub-Unidades Ay 8B

~ Respuesta al calor (100°C/15 min) Inactivacién

~ Respuesta a los Acidos Inactivacién

~ Naturaleza quimica Proteica

~ Receptores Gangliésidos GM1

~ Accidén bioquimica Activacién de la
adenil-ciclasa

~ Accidén fisiolégica Prolongada hiperse-~
crecién de iones y
agua

19



Mecanismos de accién y efectos de la toxina colérica:

Una vez que V. cholerae libera la enterotoxina colérica, ésta se
une a la membrana celular de las células blanco (enterocitos),
mediante la unién especifica de las sub-unidades B con el residuo
de &cido siédlico del receptor biolégico natural, el gangliésido
GM1 (galactosil N-acetil-galactosaminil-sialil-galactosil-

glucosil-cerémido)

Dado que el sitio de atague de la toxina colérica es
intracelular, es necesario que alguna porci6én de la misma penetre
la membrana celular hasta alcanzar el sitio donde ejecutard su
actividad téxica. Al respecto, se ha establecido una hipétesis
que sugiere que tras la uni6én de la toxina colérica a las células
blanco, las fuerzas internas proteina-proteina de las sub-
unidades B son reemplazadas por interacciones proteina-lipido de
la membrana celular, causando el desdoblamiento de tales sub-
unidades para formar un tunel hidrofilico en la membrana, a
través del cual la sub-unidad A (activa), tras disociarse de 1la
sub-unidad B, podr4 difundirse al interior de la célula, una vez
ahi, se llevard a cabo la reduccién del enlace disulfuro que une
a los fragmentos A1 y A2 para liberar a A1l en el citoplasma, en

donde activard la adenil-ciclasa.

El sistema adenil-ciclasa es un complejo enzimético unido a la

membrana, compuesto por: a) receptores hormonales

20



espacificos estimulantes (Rs) e inhibito_r'l'qs (_R'i_)‘,"’ b) ‘proteina

catalitica (C) responsable de la covniv:er»s'('6ri?,AT‘P: ->. AMPc ¥ c)

complejos regulatorios de estim_ulaéi67'1,.,':(sz.)"‘:e"lvn‘h.ibici6n (Giy),
dependientes  de  GTP, constituidos ”por'd"-_‘sub~unid}edes.

respectivamente ocs @% y o, 8 F ({1, '15):, E

Activacion del sistema adenii-ciclasa:

Una vez que el fragmento A1 de la toxina alcanza e) citoplasma,
catalizard la  hidrdlisis dal NAD+  (nicotinamida-adenina-
djnucleétido) celular, para dar dos compdeatos a) nicotinamida y
b) * adenosin-5’-difosfato-ribosa (ADP-ribosa), éste Gltimo se
transfeﬂré n_:ediante una rgaccién de ADP-ribosilacién a la sub-
unidad - de- la:’ pro_teina estimuletorlva Gs {residuo
guanidilnuclestidoe 'uni.do a'una protefna) del! sistema adenil-

"ciclasa.

Este complejo GTP-proteina Gs, es el gue regula la actividad de
la adenil-ciclasa, sin embargo, la unién es de baja estabilidad,
ya que en un proceso de regulacidn es este mismo complejo el que
catalfza la reaccién de hidrolisis del GTP, para dar el complejo
GDP-protefna Gs + Pf, que es el estado inactive para la adenii~
ciclasa. Esta actividad de OGTPasa del complejo, se inhibe por
la ADP-ribosilacién de la proteina Gs, mediada por la sub-unidad

A1, manteniendo a 1la adenil-cictasa en un estado activo
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permanente, por lo que ésta actuard sobre su sustrato ATP celular
para convertirlo en AMPc (adenosina 3'5'-monofosfato ciclico)
incrementando répidamente de esta manera, los niveles

intraceulares del compuesto (11, 16).

Efectos de la toxina colérica en las células del intestine

delgado:

Normalmente las células epiteliales con microvellosidades o
células maduras del intestino, 1llevan a cabo la absorcién de
iones (Na+ y Cl~) y agua, en tanto que las células cripticas son
las encargadas de la secrecién de iones y agua, estableciéndose
as{ un equilibrio hidroelectrolitico, sin embargo, la presencia
de niveles incrementados en AMPc intracelular en el intestino
delgado, altera dicho transporte iénico, disminuyendo 1la
absorcién de Na+ y Cl- y agua en las células cripticas, todo lo
cual origina una respuesta netamente secretoria, por lo que iones
y agua se acumulan temporalmente en el intestino y ante la
incapacidad de reabsorcién por parte del colon, surge la diarrea

liquida y profusa, caracteristica de la enfermedad.

Ademés del incremento en los niveles intracelulares de AMPc, que
es la respuesta primaria encargada de la regulacién de 1la
liberacién y/o acumulacién del fluido intestinal, se ha

demostrado la existencia de otros compuestos como las
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prostaglandinas, también estimuladas por la toxina colérica y que
son capaces de llevar a cabo una actividad requlatoria similar,
concluyendo . con ello gque la pérdida de agua y electrolitos

durante el célera, no esté mediada Gnicamente por el AMPc,

Por otro parte, serotonina y péptidos intestinales vasocactivos
liberados durante la enfermedad, estimularén al sistema nervioso
entérico (SNE), afectando la neurotransmisién de la secrecién de
fluidoe mediada por 1la toxina colérica, el 60% ¢ més de 1la
secrecién estimulada es mediada a través de este sistema

nervioso (SNE) (11,16).
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FIG, 3  MECANISMOS DE ACCION DE LA TOXINA COLERICA

MECANISMO DE ACCION DE LA TOXINA COLERICA
® (©)] TOXINATERMOL AL

Py
“ MEMBRANA CTTOPEASMATICA [
{ i ADENILATO 3

CICLASA INACTIVA

OOO0]
A HKA 5

aTD * ADP - RIBOSA GTC[D"‘“G""

ATP—PAMPC

(14)
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FIG. 4 INTERACCIONES Vibrio cholerae — CELULA INTESTINAL

INTERACCIONES Vibrio cholerae - CELULA INTESTINAL
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ECOLOGIA Y MECANIMOS DE TRANSMISION

El reservorio natural es el hombre, aunque las observaciones: -

recientes en Estados Unidos y Australia sugieren la péésenqiﬁfdé' y
reservorios amblentales. El célera se mantiene siguiendb‘un ciclo-

de transmisién hombre-medio ambiente-hombre (10, 12,;22)}~—5 .

No se ha encontrado ninguna otra especie regularmente infectada,
aunque existe una gran variedad de animales de laboratorie
susceptibles. Se desconoce la forma en que sobrevive el
microorganismo durante los perfodos interepidémicos. Huchos
pacientes eliminan vibriones por unos dias cuando han recibido
tratamiento con antibiéticos y sin el tratamiento, los eliminan
por una a dos semanas. Se han descubierto portadores
convalecientes de cepas endémicas., Los estudios mds cuidadosos no

han podido descubrir portadores del biotipo El Tor (10)

La transmisi6n se realiza normalmente por la ingestién de agua o
alimentos contaminados con vémitos o heces del paclente ¥, en
menor grado, de persona a persona, por contacto directo, las

manos sucias o las moscas (10).

Durante los brotes, se consideran més los mecanismo de
transmisién, el mis frecuente es la ingesti6n de aguas

contaminadas por heces y vémitos de enfermos y, en menor medida,
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heces de portadores, ingesti6én de alimento contaminado por agua
sucia, heces, manos sucias y moscas. El vibrio clisico y el
biotipo E! Tor pueden persistir en el agua por largo tiempo, fue
as{ como la ingestién de alimentos crudos o mal cocidos
procedentes de aguas contaminadas ocasioné brotes y epidemias en

Guam y Portugal (10).

La dosis infecciosa es variable, la susceptibilidad también puede

‘variar ampliamente:

1) Dependiendo de la acidez géstrica (el vibrio es destruido en
un pH de 5 o menos, por lo tanto, individuos aclorhidricos

0 con gastrectomia son particularmente mds susceptibles).

2) La cantidad y tipo de comida que hay en el estémago (la comida

disminuye la dosis infecciosa) y

3) La adsquisicién de cierta inmunidad en el caso de que se haya
presentado una infeccién previa con Vibrio cholerae 01, (Se ha

demostrado que la lactancia natural produce proteccién).

El periodo de incubacién puede ser de unas cuantas horas a cinco
dias, generalmente 2 a 3. El periodo de transmisién se realiza
mientras dura el estado de portador. La excrecién de Vibrio en
las heces se mantiene generalmente durante sélo unos cuantos

dias después del restablecimiento (10).
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Los antibiéticos eficaces como la tetracicling_qqﬁr;aﬁ,el‘bér;o&o .

de transmisibilidad. En adultos se haigbéérﬁéﬁofun inféﬁéi@h
crénica biliar asociada a la eliminaci6én (prdldﬁga&d Lo

de vibriones en las heces (10).

El iné6culo de ¥, c¢holerae 01 biotipo clésico, necesario ‘para
adquirir la infeccién, es de 100,000,000 microorganismds segln se
ha determinado en estudios realizados en voluntarios

norteamericanos, aparentemente sanos (18).

Dicho inéculo parece ser demasiado grande para hacer factible 1la
transmisién a través de agua contaminada con inéculos minimos.
Sin embargo, la dosis infectiva para Vibrio cholerae El1 Tor es
menor ¥y puede reducirse a 100,000 e incluso hasta 1000

microorganismos (18).

El in6éculo puede protegerse del pH gastrico mediante la presencia
de bicarbonato o comida. En investigaciones epidemiolégicas
desarrolladas en Italia, asi como en ensayos con voluntarios, se
ha demostrado que los individuos con una hipoclorhidria géstrica
secundaria a cirugfa, enfermedad, o a la administracién de

medicamentos, son particularmente susceptibles al célera (18).
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Susceptibilidad y resistencia del hospedero:

Aunque la susceptibilidad es variable, la aclorhidria géstrica
aumenta el riesgo de 1la enfermedad. El cé6lera clinico

generalmente estd limitado a los grupos socioeconémicos més

bajos. AGn en epidemias graves la tasa de ataque rara vez
sobrepasan el 2%. La infeccién provoca una respuesta serolégica
significativa de anticuerpos aglutinantes, vibriocidas y

antitéxicos y una mayor resistencia a la reinfeccién que es més
duradera contra el serotipo homélogo. En las zonas endémicas, la
mayoria de las personas adquieren anticuerpos al principio de 1la
edad adulta. La inmunidad activa parcial a la enfermedad es
inducide por vacunas anticoléricas existentes pero la proteccién
no dura més de 6 meses y no evita la infeccién asintomética

(10, .12, 19).
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OBTENCION DE MUESTRAS PARA AISLAMIENTO DE Vibrio cholerae.

CUADRO 3

IMPORTANCIA DE Vibrio Y ESPECIES RELACIONADAS

TIPO DE INFECCION

ESPECIES ASOCIADAS

Gastroenteritis

V. cholerae serotipo 01
V. cholerae No 01

V. parahaemolyticus

V. fluvislis

V. mimicus

V. fumissil

V. hollisae

<<

Heridas infectadas

s

damsela *

:Sepsls

<

cholerae No 01
vulpificus

.<

Infeccién Gtica

alginolyticus
cholerae No 01
mimicus
parahaemolyticus

R

* V, damsela es ahora Listonella damsela
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AGUAS PARA CONSUMO HUMANO

El examen de agua potable debe ser frecuente y regular, en base a
programas previamente establecidos. La frecuencia dependerd de
la calidad de la fuente, el tratamiento del agua, los riesgos de
contaminaci6én y el tamafic de la poblacién servida. Las muestras
de agua deben tomarse en ciertos puntos fijos, tales como
estaciones de bombeo, tanques de almacenamiento, o sitios que al
haber sido muestreados con anterioridad hayan revelado problemas
de contaminacién. Otras muestras deben tomarse al azar a
través de la red de distribucién, incluyendo edificios de
apartamentos, hospitales, escuclas, edificios pGblicos, hoteles,
ete. EI muestreo debe incrementarse cuando se presenten
epidemias, en tiempos de lluvias, después de interrupciones por
trabajos de reparacién, en operaciones de emergencia, etc.
Igualmente, el seguimiento debe ser mds frecuente cuando se
instale una nueva fuente de abastecimiento de agua para poder
observar las variaciones que sufre, ya sea por cambios climdticos

o por cualquier otra circunstancia (10, 11,15).

Se debe de recolectar por lo menos un litro de agua en un
recipiente estéril. La botella o recipiente debe de contener dos
cucharadas cafeteras llenas de NaCl. Después de que la muestra
se haya recolectado, el pH se debe ajustar a 9.2 con NaOH 1N,

antes de ser transportada al laboratorio, o en el caso de que se
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atrase el procesamiento de las muestras en el laboratorié.‘ ~La-
incubacién de estas muestras es igual que para. las {muééffaé
clinicas, lo mismo que las biogufmicas que se utilizan (10,11,

15).

Enriquecimiento doble en agua peptonada: Se emplean botellas dé
500 ml con 50 ml de agua peptonada concentrada alcalina, las
cuales tienen un contenido de 10% de peptona y 10% de NQCL, se
esterilizan en autoclave y se envian al campo o sitio donde se
colectarén aproximadamente 450 ml de agua. Se ajusta el pH a 9.2
con NaOH 1N e incuba la botella durante 6 hrs (o toda la noche
si es necesario); se transfieren aproximadamente 2-10-15 ml
de agua peptonada alcalina al 1% con NaCl 1%, 8se incuba durante 6
hrs y s8e siembra en placas de TCBS (Tiosulfato-Citrato-sales
Biliares-Sacarosa) (5, 10, 11, 15, 29).

El método de doble enriquecimiento en agua peptonada es simple y
ha demostrado ser mds sensible que el método de filtracién con

filtros Milipore (10, 11, 15).

Técnica simple de filtracién: Se pasan de 300-1,000 ml de la
muestra de agua a través de un filtro Seitz (disco de 6 cm),
bajo la accién de wuna leve succién. Se dobla el disco y se
coloca en 50 ml. de agua peptonada alcalina dentro de un
recipiente o matraz de boca ancha, se ajusta el pHa 9.2 y se

incuba el cultivo a 37°C durante 6 horas antes de sembrar en
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placas con medios adecuados, se recomienda el medio TCBS

(Tiosulfato-Citrato~sales Biliares-Sacarosa) ((10, 11, 15).

Técnica del filtro Millipore: Se coloca un disco de filtro
Millipore dentro de un portafiltro especial. Después de haber
filtrado por 1o menos un litro del agua de muestra, hacer lo
mismo que en el paso anterior con el disco de filtro o bien,
colocar el disco en la superficie de agar TCBS, incubar durante
18 hrs a 37°C y contar las colonias en un microscopio de

diseccién (10, 11, 15),

AGUAS NEGRAS

La recolecci6n de aguas negras debe llevarse a cabo en una
botella estéril. Esta agua debe diluirse con solucién salina
estéril para poder filtrarla ficilmente y eliminar el material
suspendido. El filtro se trata de la misma manera que en el caso
de aguas para consumo humano, con la técnica de doble

enriquecimiento en agua peptonada (10, 15, 31).
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TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS

MUESTRAS DE AGUA

Se deben transportar lo més pronto posible  al _-lébbrétortb,v

manteniéndolas en refrigeracién, 'se.puede u‘ti»lriyzwar’ u fra§ ‘o”'con‘.,

agua peptonada alcalina estéril -y si no’ée: dis‘béné"iqe_;ésbi:a." .‘se'

emplean bolsas limpias de polietileno .

Los frascos se etiquetan bien y se debe anotar "la localidad

o sitio donde se tom6 la muestra y fecha (10, 15).
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PROCEDIMIENTO DE LABORATORIO PARA EL AISLAMIENTO Y LA
CARACTERIZACION DE V. cholerae.

IDENTIFICACION DEL GENERO Vibrio

Las cepas de Vibrio pueden crecer en el medio MacConkey como

colonias pélidaé no fermentadoras de lactosa, pero usualmente
requierén atslarse en un medio de cultivo especial como es el
TCBS (agar de tiosulfato citrato bflis sacarosa) el cual no debe
de -emplearse si tiene mds de 24 horas de haberse preparado. En
e] agar TCBS, las colonias tipicas de V, cholerae son amarillas,
planas, -un poco convexas, de aproximadamente 2 mm de diametro,
mientras que las colonias azul-verdosas, grandes, planas, son
tipicas de V. parahasemolyticus. Sin embargo, no todas tlas
colonias amarillas en medio TCBS son de V. cholerae; ademas de
éste, dan colonias amarillas: Vibrio alginolyticus, V.
cincinnatiensis, V, fluvialis, V. fumissii, V. metschnikovii (que
también es el Unico vibrio oxidasa negativa) y algunos biotipos

de V.vulnificus, debido a que todos ellos fermentan la sacarosa.

Otros vibrios importantes como V. parahaemolyticus, no fermentan
la sacarosa y dan colonias verde olivo, Hay por lo menos 5
marcas comerciales de medio TCBS y hay alguna variacion entre
ellos con respecto al grado de inhibicidén de la flora fecal
normal como Proteus, Enterococcus, Klebsiella y Aeromopas, que a

veces pueden crecer, mientras que algunas cepas de V. cholerae
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pueden inhibirse, de manera que siempre hay gue probar cada

lote con cepas de referencia (10).

Las colonias de VY. cholerae en TCBS generalmente son més
"pegajosas" lo que dificults la aglutinacién directa de las
colonias crecidas en ese medio. Las colonias de V. cholerag Q1
no pueden diferenciarse de las de V. cholerae No 01 o de cepas
rugosas {(muy raras). Para un diagnéstico presuntivo y répido se
pasa una de las colonias aisladas a un cuadrante de medio base de
sangre o de agar nutritivo para hacer serologfa y la prueba de

oxidasa (10)

CUADRO 4

Yibrio Y GENEROS GRAM-NEGATIVOS OXIDASA POSITIVOS

CARACGTERISTI CAS Vibrio Pseudomonas Aeromonas Plesiomonas
Fermentacién de glu- + - + +
.cosa
Acido de:
Inosfitol - NA - +
Manitol + NA - +
Hidré6lisis gelatina + +f/- + -
Crecimiento en TCBS + - - -
crecimiento/estimulado
por iones Na+ + - - -
Sensible a 0/129
0 mg. +f- - - /-
150 mg. + - - +

+ Mayoria positivo ~ Mayoria negativo +/- Variable
(10}
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Técnica de aislamiento (FIGURA 5)

A partir de la muestra directa, se inocula con
un hisopo de algodén un tubo con 10 ml de agua
peptonada alcalina de pH 9.0. El tubo deberé ser de 16 x 150 con
tapén de rosca, se incuba de 6-8 horas a 37°C. Se toman 3 asadas
de la superficie con cuidado y tratando de no agitar el tubo. Es
muy importante tomar s6lo de la superficie, ya que aqui se

encuentran en mayor cantidad los vibrios (figura 5) (10, 19)

Se siembran las 3 asadas en placas de gelosa TCBS, se aislan
colonjas por estria cruzada, flameando el asa entre cada estria.

Se incuba de 18 a 24 horas a 37°C

Se seleccionan al menos 3 colonias amarillas sospechosas de ser
V. cholerae en agar TCBS y se siembra cada una de las sjiguientes

pruebas bioquimicas:

1. Medio MIO
(Movilidad-Indol-Ornitina)~=-v=w~~ picadura hasta el fondo
2. Agar de hierro y triple azdicar -- picadura y estria
3. Agar de hierro y lisina ~--~=--==-- estria y doble picadura
4. Caldo arginina ---------ecccoooo depositar el in6culo y se-

llar con vaselina liquida
0 aceite mineral estéril;
no utilice glicerol (gli-
cerina).

Incubar todos los medios durante 18 a 24 horas a 37°C (7,10,19).
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FIGURA H#§ .
AISLAMIENTO E IDENT[F}ICACION DE Vibrio cholerae
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.18-24 h, 31°C

o
COLONIAS COLONIAS - IO I
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TRANSFERIR A MIO, LIA TRANSFERIR COLONIAS AMARILLAS A MIO
TSI O KLIGLER Y ARGININA LIA, TSI O KLIGLER Y CALDO ARGININA
18-24 h, 37°C 24 h, 31°C
PRUEBA DE OXIDASA PRUEBA DE OXIDASA
PRUEBAS BIOQUIMICAS AGLUTINACION CON SUERO POLIVALENTE O1
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IDENTIFICACION DE V. cholerae 01 Y No O1

$Si después de incubar toda ls noche la bicquimica concuerda con
la de Vibrio cholerae (cuadro 4,5 y 6), se procede a realizar 1Ia
prueba de oxidase y si ésta es positiva, se procede a confirmar
serolégicamente por aglutinacién en placa con los sueros
polivalentes O01. Si el resultado es positivo se busca
aglutinacién con sueros Ogawa e Inaba. El reporte se hace de
la siguiente manera: V. cholerae 01, Serotipo Ogawa o Inaba.
Las cepas Ogawa generalmente reaccionan leve y suavemente con el

suero Inaba pero esta aglutinacién no se considera positiva (10)

Las cepas Hikojoma reaccionan de una forma muy répida y fuerte
con ambos sueros Ogawa e Inaba; es posible preparar un suero

absorbido, pero estas cepas se presentan con muy baja frecuencia

{10).

En caso de que la aglutinacién con el suero 0t sea dudosa, la
prueba se debe repetir y lo wmds recomendable es utilizar
simultdneamente controles positives y negativos empleando cepas
de referencia. En caso de ser poslble, se utiliza suero
polivalente correspondiente a otro lote. Cuando la cepa no
corresponde al serogrupo 01 se reporta como V. cholerae no 01 y
en esta categoria quedan incluidos més de 72 serovariedades

diferentes de 01 (10, 19)
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INTERPRETACION DE PRUEBAS BIOQUIMICAS

PRUEBA DE OXIDASA

La prueba de la oxidasa debe realizarse a partir de un cultivo
fresco de 18 a 24 horas procedente del medio LIA (Agar de Hierro
y Lisina), o de un medio que no contenga aziicar, como lo es la
base de agar para sangre (no usar cultivos en TCBS). Después de
considerar el aspecto anterior, colocar un pedazo de papel filtro
sobre una caja Petri, agregar a continuacién 2 a 3 gotas del
reactivo de oxidasa, y por (ltimo esparce un pequefio inéculo con
un asa de platino (no de nicromo). De forma alternativa puede
emplearse un palillo o un aplicador de madera estéril, La

reaccién positiva se indica por la aparicién de un color pérpura

oscuro sobre el papel en un lapso de 10 segundos. Los bacilos
Gram negativos como Vibrio, Campylobacter, Aeromonasg,

Plesjiomonas, Pseudomonas y Alcaligenes reaccionan como positivos
para la prueba de oxidasa, en tanto que todas las enterobacterias

son negativas. Se pueden emplear como controles a Pseudomonas

(positivo) y E. coli (negativo) (30).
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MEDIO MIO (MOVILIDAD, INDOL, ORNITINA)

Es semisélido, se siembra por picadura y se incuba 24 horas a
37°C. Sirve para observar movilidad, produccién de indol y
descarboxilacién de la ornitina. Cada tubo debe de contener 4 ml

de medio, wutilizando tubos de vidrio de 13 x 100 con tapén de

rosca,

Indicador de pH -~-==-~-- purpura de bromocresol

pH 4cido -~ vire de color a amarillo

pH alcalino ~=-===-=c-ca-~ vire de color a parpura o morado

Movilidad positiva ==-~-- el medio se enturbia y se ve cre-
cimiento en todo el tubo,

Movilidad negativa --~--- el crecimiento es s6lo a lo largo -
de la picadura.

Purpura de bromocresol -- pH 4cido pH alcalino

5.2 amarillo 6.8 purpura

ORNITINA: La descarboxilacién de la ornitina se lleva a cabo en

anaerobiosis, por lo tanto, la prueba se lee sbélo en el fondo del

tubo.

Ornitina positiva =-==-ww--- el fondo del tubo debe alcalini-
zarse y presentar un color plrpu-
ra o morado.

Ornitina negativa —-------- fondo del tubo amarillo.
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PRUEBA DEl INDOL: Para llevar a cabo la prueba del indol, se
siembra el medio y se incuba 24 horas a 37°C. Se emplea caldo
triptona o caldo nutritivo. El indol es un producto final de la
utilizacién del triptofano y se pone de manifiesto agregando 5

gotas de reactivo de Ehrlich o de Kovacs al medio (30).

Indol positive: =-=-=-=w---- formaci6én de anillo color rojo
Indol negativo: ==---w=---==- formacién de anillo de color
dmbar

AGAR DE HIERRO Y TRIPLE AZUCAR (TSI)

Este medio sirve para determinar la fermentacién de glucosa,
sacarosa y lactosa, ademds de la produccién de gas a partir de
glucosa y la produccién de &c’Ho sulfhidrico que precipita como

sulfuro férrico al reaccionar con el hierro.

indicador de pH ~=------~ rojo de fenol
pH 8cido --~----w-cno---w vire del indicador a color amarillo
pH alcalino ---v--=ce=~cea vire del indicador a color rojo
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AGAR DE HIERRO Y LISINA (LIA)

En este medio se determina la descarboxilacién de la lisina que
se lleva a cabo en anaerobiosis y la desaminacién de 1la lisina

que se lleva a cabo en aerobiosis.

Indicador de pH: -=====v--- pirpura de bromocresol

pH dcido: ==~r~mccmvacemaccn vire del indicador a color
amarillo

pH alcalino! -=--cce--ccn-o vire del indicador a color
parpura

Descarboxilacién poslflva:- fondo del tubo de color pirpura

Descarboxilaci6n negativa:- fondo del tubo de color amarille
sin cambio.

(30)
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CALDO ARGININA (BASE MOELLER Y ARGININA)

En este medio se puede demostrar la descarboxilacién ‘de la.-
arginina en anaerobiosis, Este caldo debe estar sellado con
vaselina liquida o aceite mineral estéril (0.5 ml) para evitar el

contacto con el aire.

Indicador de pH: ~~--=-=-e- purpura de bromocresol
pH 4cido: =--~-------mmccea- vire del indicador a color
. amarillo

pH alcaling: -=-~veccommce-- vire del indicador a color
parpura

Arginina positiva: -=--=--- todo el caldo se pone de color
parpura

Arginina negativa: =-«----~ todo el caldo se pone de color
amarillo

El caldo arginina se incuba de 1 a 4 dfias a 37°C para poder darlo

como negativo (30).

PRUEBA DEL HILO MUCOSO (STRING TEST)

Esta prueba se lleva a cabo en un portaobjetos, suspendiendo wun
inéculo de un cultivo de 18 a 24 horas de medio Kligler o TSI en

una gota de suspensién acuosa de desoxicolato de sodio al 0.5%.
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Cuando la reaccibn es positiva, como en el caso de los vibrios,
la suspensidén pierde Inmediatamente su turbiedad y adquiere una
consistencia mucoide formédndose un "hilo mucoso” que se observa
al levantar y alejar el asa lentamente de la suspensién., Algunas
cepas de Aeromonas pueden dar una reaccién leve o retardada con

esta prueba en unos 60 segundos (30).
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III. PARTE EXPERIMENTAL

Material:

- Asas bacteriolégicas en punta y redondas
- 053a_de aplicadores de madera estériles
= Cubrebocas

-~ Frascos de 1,000 ml de Nalgene clase HDPE (resiste au;oclave)
- Guantes estériles

~ Hielera

- Libreta.

=~ Metros de alambre flexible

.~ Perilla de succién

~ Porta objetos

- Rollo parafilm

- Rollos de gasa de algodén de malla cerrada (15 cm de ancho
y 60 ~ 120 cm de largo para fabricar los Hisopos de Moore)

- Tijeras.

-~ Tubos de ensayo Pyrex de 13X100 mm con tap6n de baquelita

_ Equipo:

- Autoclave
- Balanza Granataria Ohaus

~ Balanza Analitica Sartorius
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~ Encendedor

~ Incubadora a 35 ‘C

- Mechero Bunsen

-~ Microscopio Binocular Marca ZEISS

- Potenciémetro Marca Corning, Modelo 7

- Refrigerador Nieto

Reactivos y Medios:

- Cloruro de Sodio
~ Desoxicolato de Sodio

- Hipoclorito de Sodio

Peptona Difco

~ Reactivo de Erlich

- Reactivo para oxidasa en cajas de tiras reactivas Merck
- Agar TCBS

- Caldo Nutritivo

- Medio con Caldo Arginina con sello de Vaselina

= Medio con Agar base sangre.

- Medio con Agar de Hierro y Lisina (LIA) Difco

- Medio con Agar de Hierro y Triple azacar (TSI) Difco

- Sangre de Carnero
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Material Biolégico

110 nmuestras de agua procedentes 20, de clinicas ¥
hospitales, 11 de centros turfsticos y 79 de aguas
superficiales distribuidas en todo el es.tado de Guanajuato.
(cada una de las 110 muestras se analizaron por duplicado

haciendo un total de 220 andlisis.

Metodologia:

En el laboratorio se elaboraron los hisopos de Moore,
los cuales se esterilizan previamente antes de su empleo, esto
se hace de la siguiente manera: Se corta la gasa de algodén (15
.cm de ancho y 60-120 cm. de 1largo), dobléndolo de forma
longitudinal por varias ocasiones para formar rollos cilfndricos
compactos, atando el centro firmemente con un alambre, se
envuelve el hisopo en papel y se esteriliza en autoclave 15 1b/15
min. Los alambres que sostienen las gasas estdn unidos a hilos
de pescar de Nylon o bien se usa otro pedazo de alambre; se
sumergen los hisopos durante 24 horas en las aguas negras para

obtener la muestra (ver figura 6).

Transcurridas las 24 horas, se sacan los hisopos, se separan de
los alambres, e inmediatamente se sumergen en 500 ml de agua

peptonada alcalina estéril, pH de 8.5-9.0 como medio de
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HISOPO DE MOORE

FIGURA ¢ ¢ N
HISOPO DE MOORE

ASA DE
BUBPENSION
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transporte, empleando recipientes de boca ancha. El transporte
de estos recipientes al laboratorio debe de hacerse en
refrigeracién. En el laboratorio se incuban y se hacen
resiembras, después de 8-18 hrs de incubacién a 35 'C  en wuna
caja con medio TCBS. En el laboratorio se recomienda incubar
hasta 18 hrs por tratarse de un material altamente contaminado,
se hace un doble enriquecimiento en agua peptonada alcalina, vya
que este procedimiento permite una mejor recuperacidn de Vibrio
cholerae. Tomar 3 asadas de la superficie con cuidado y
tratando de no agitar el tubo, es muy importante tomar sé6lo de la
superficie, ya que aqui se encuentran los vibrios en mayor
cantidad. Se siembran las 3 asadas en placas de gelosa TCBS (Ager
de Tiosulfato citrato bilis sacarosa) el cual debe prepararse
diariamente. Aislar colonias por estria cruzada, flamear el
asa entre cada estria. Incubar de 18 a 24 hrs a 37 'C, En el
Agar TCBS, las colonias tipicas de ¥, cholerae son amarillas,
planas, un poco convexas, de aproximadamente 2 mm de diémetro,
mientras que las colonias azul-verdosas-grandes, planas, son
t{picas de V. parahaemolyticus. Hay que enfatizar que no todas
las colonias amarillas en medio TCBS son V. cholerae, ya que

también dan colonias amarillas Vibrio alginolyticus, V..

cincinnatiensis, V. £fluvialjs, V. furnissii, V. metschnikouii

(que ademds es el Gnico vibrio oxidasa negativa) (10).

Las colonias de V.

cholerae en TCBS generalmente son

"pegajosas", lo que dificulta la aglutinacioén directa de las
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colonias crecidas en ese medio. Las colonias de VY. cholerae 01
no pueden diferenciarse de las de V. cholerae NO 01 o de 1las
cepas rugosas (muy raras). Para un diagnbéstico presuntivo vy
rdpido se pasa una de las colonias aisladas a un tubo de medio de
base de sangre‘ o de agar nutritivo para hacer serologia y 1la.

prueba de oxidasa (Figura 6).
En este estudio se selsccionaron 2 colonias amarillas

sospechosas de V, cholerae en agar TCBS para sembrar cada una en

bioguimicas.
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FIGURA 6
IDENTIFICACION DE Vibrio cholera EN AGUA RESIDUAL

HISOPO DE MOORE
CORRIENTE DE AGUA

24 HORAS

AGUA PEPTONADA

INGUBACION

ISEMBRAR EN PLACA CON Tcasl

INCUBAR
24 HORAS

SEMBRAR LAS COLONIAS AMARILLAS EN TUBOS
CON MEDIOS PARA LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS

INCUBAR
24 HORAS

rLECTURA DE PRUEBAS BIOQUIMICASJ_.; NEGATIVO ——, [ NO EXISTE
VIBRIO CHOLERAE

POSITIVO VIBRIO CHOLERAE
IDENTIFICACION SEROLOGIGA

CON SUERO POLIVALENTE |————> SIN AGLUTINAR —— | VIBIRO CHOLERAE
NO 01

|
AGLUTINACION

VIBRIO CHOLERAE 01
SEVORAR EN D/D

ENVIO DE CEPA PARA CERTIFICACION
AL I.N.D.R.E.
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Iv. RESULTADOS

Los datos mostrados en las hojas de resultados se pueden resuhlr en la sfiguiente

tabla:

TABLA No. 1 RESULTADOS OBTENIDOS EN LAS MUESTRAS ANALIZADAS EN 1992

IPO DE MUESTRA No.DE MUESTRAS MICROORGANISMOS ENCONTRADOS
ANALIZADAS ENTEROBACTERIAS  OTROS BACILOS V. FLUVIALI
GRAM (-)
% % % %
pGUAS SUPERFICIALES 158 71.8 j27 70.5 29 82.8 2 40
CLINICAS Y.HOSPITALES 40 18.2 ) 40 22.2 - -
CENTROS TURISTICOS P BT I L B 6 1.1 - 3. 60
ToTAL ] 20 L0 I SRR |

OBSERVACIONES: No se. identificaron en ninguna de las muestras analizadas Vibrio
cholerag ni Vibrio cholerae 01
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DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el andlisis de las muestras sembradas
con hisopos de Moore se muestran en la tabla #1 en la cual
podemos observar que de las 110 muestras trabajadas en forma
doble, la mayorfa corresponden a enterobacterias, siguiéndole
otros bacilos gram negativos y 5 casos donde se encontrd Vibrio

fluvialil.

De las muestras de clinicas y hospitales todos los resultados
corresponden a enterobacterias, resultando légico por la gran

carga microbiana que se presenta en este tipo de aguas,

En los centros turisticos y en aguas superficiales también se
encontré en gran cantidad al grupo de enterobacterias. Cabe
hacer mencién que en algunas poblaciones se presentaron brotes de
c6lera, pero la bacteria no se pudo detectar en las descargas,
posiblemente debido a las medidas de control sanitario que se
aplicaron en el estado, principalmente la cloracién de las

descargas de aguas residuales.

Se debe tener en cuenta que muchas de las c¢linicas ¥y
hospitales descargan sus desechos a cuerpos receptores sin
tratamlento previo, por lo cual se deben de establecer

estrictasmedidas de vigilancia en estos centros hospitalarios.
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La Comisién Nacfonal del Agua en el Estado de Guanajuato, se
encargé de la seleccién de los sitfos de muestrec para la
deteccién del célera en el estado, dicha selecci6n se hizo
tratando de abarcar de una manera amplia y confiable

completamente a toda 1a entidad.
Los sitios seleccionados para el monitoreo fueron los siguientes:

~ Ciudades principales, densamente pobladas.

- Centros turisticos, debido al alto grado de riesgo que estos
representan por su poblacién flotante tanto nacional como

extranjera.

- tas principales corrientes superficiales de la entidad, por
ger portadoras o conductoras en su mayorfa, de descargas de

tipo residual, ademids de abarcar gran parte del territorio.
= Olinicas y Hospitales en las principales cjudades del estado
~ Comunidades con sospecha de posibles brotes (ver mapa).
Asimismo, a parte de estos monitoreos se concentra la vigilancia

en los lugares donde la Secretaria de Salud detecta casos

sospechosos de colera,

En el Laboratorio Regional 2Zona Centro, de 220 muestras

analizadas ho se detectdé la presencia de Vibrio cholerae dato
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que concuerda con los boletines quincenalesjpubllcéaos‘ por el
Instituto de Diagnéstico y referencia Ebidéﬁio]bQicbs}“'en”;loé
cuales se observa que Guanajuato es uno,de los €stados menos

afectados por esta Infeccién intestinal.
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CONCLUBIOMES

Del trabajo realizado durante el presente estudio se puede
concluir lo siguiente:

- 8@ logrd establecer una metodologia eficaz para la
deteccién de Vibrio cholerae 01, gracias a la cual se
puede realizar actualmente en forma rutinaria este
apalisis.

- Durante el estudiovdel célaera en el sstado de Guanajuato,
se capacité al personal del laboratorio en la metodologia
para la deteccién de la bacteria Vibrig cholerae, de tal
manera que en caso de ser necesario se puede contar con
personal auxiliar capaz de realizar la técnica en una forma
eficaz y confiable.

- Gracias a los monitoreos continuos tanto de la Comisién
Nacional del agua como de la Secretaria de Salud se
detectaron las poblaciones donde existe mayor posibilidad
de brotes de cdélera, lograndose asi un control de la
infeccién en la Entidad.
- sélo se encontraron 5 casos de Vibrio fluviali en
muestras procedentes de centros turisticos y de los puntos

superficiales.
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- De acuerdo 8 las bioquimicas elegidas se recomienda usar el
medio de caldo sacarosa rojo de fenol m4s 1% de urea, vya que a
veces hay confusién en la lectura de esta bioquimica en el

medio de TSI (agar de hierro y triple aztcar).

RECOMENDACIONES

Se recomienda seguir tomando estrictas medidas de control
sanitario, para mantener el bajo promedio de personas enfermas de
cbélera que hasta ahora se ha podido lograr en el Estado de

Guanajuato.

Algunas de las medidas que se han tomado y que es necesarioc

seguir aplicando son:

La dotacién del equipo necesario a las escuelas primarias y
secundarias, para que laven y cloren sus tinacos, ya que este
sector de 1la poblacién es uno de los md&s propenscs a contraer
esta enfermedad; ademés, la Comisidén Nacional del Agua dota de
hipoclorito a las cabeceras municipales, para que éatas, a su vez
lo repartan en todas las comunidades para controlar posibles
brotes de célera. Dar mayor informacién a comunidades marginadas

acerca de las medidas preventivas para evitar este padecimiento.
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VII. ANEXO
PREPARACION DE SOLUGIONES Y MEDIOS DE CULTIVOS

SOLUCIONES

Fenol al 5%
{1141 I 50 gr
CAgue destilada ...ivviviiniiiiiirvanaaninees. 1,000 m
" Preparacidn: pesar 50 gr de cristales de fenol y colocarlos en un

frasco ambar adicionando 1,000 ml1 de agua destilada.

Hipoclorito de sodio 0.6% ._
Hipoclorito de s0dio ...cvvviivivrinannnnnanes 5 m)
Agua destilada .....ocviviiiiiniriieriiaranas 1000 ml

Preparacion: Tomar 5 ml del hipoclorito de sodio concentrado y

disolver en un litro de agua desti lada.

Hidréxido de sodio 1 N
NaOl

R R R T I I

40 QY'

Agua destilada «civeriinvinernnnaenos
Preparacién: Pesar 40 gr de hidréxfdé,d ,sodlo(y olocarlos en un
matraz volumétrico y completar Un‘vo[umen de> 1,000 iml ;

destilada.

con agua‘

Reacfivo de Kovacs

p-dimetil-amino-benzaldehido ... . v.'s.us.

5-gr
Alcohol amflico o fsoamflico .......i.0.. 75.m1-

HCY concentrado ......covevivinaiiinnindan o 25 m)
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Preparacion: Disolver 6. gr. de p—dimetil—amino-benzaldehldo en. 75

mi de  alcohol 1soami|lco,${, adicionar‘ 257 ml écldo

clorhidrico, EI reactivo presenta una coloracion amerill

Reactivo de Erl ich

p—dimetil-amino-benza]deMdo

Preparacién: Pesar 2 gr de p-dirnebtil-a_‘ni‘
disolverio en 190 ml de etanol al 95% , .

clorhidrico concentrado.

Reactivo de oxidasa

Oxalato de p-aminodlmetilanﬂina,....‘;
Agua destilada «.ivveenernairannnns

100 ml

Prepéracién: Diluir el reactivé%;_em de‘st,illada estéril

ligeramente tibia, agitar hasta disdlucibﬁ,',j. ‘

NOTA: E) oxalato puede ser suatitﬁfdo'pqr»'N.N,N,N, tetrametil

p-feniléndiamino.

Desoxicolato de sodfo 0.5%

Desoxicolato de 8010 vovvvrvaennssons 0.5 gr
Agua destilada ..vvivivivravavoaiiinirinions 100 ‘ml

Preparaci6n: Pesar 0.5 gr de desoxicolato y disolvér en 100 ml ~

de agua destilada estéril, guardar en frasco claro.
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Cloruro de sodio 0,85%:

NECT +ievunnaninnatvans 0.85 gr
Agua destitada +..ovveuvven'iily 100 mt
Solucién formalinizada al 0.6% " -

Formaldehido Q.P. ......'iveshiiin s 0.6 ml

MEDIOS DE CULTIVO

Para la preparaci6n de los mismos se daben utilizar medios de
cultivo deshidratados de procgdenc(a idénea, realizando la mejor

uniformidad de los miemos: olor, color y consistencia semejantes.

Agua peptonada ailcalina K

Bacto peptona ...covviiiiiiiiiiiiiiiiii i, 10 or

L1 10 gr
Preparacién: Las sales se ‘ disuelven en 1,000 ml de agua

destilada, ajustando e} pH a 9.0 con solucién 1 N de NaOH y

esterilizar la solucién e 121°C durante 15 minutos.

Usos: Se utliliza principalmente como medio de enriquecimiento
para vibrios, espectalmente Vibrio g¢holeras, debido a qgue
funciona como medio de enriquecimiento para tas muestras de agua

que contienen un pequefio nimero de microorganismos.
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MEDIOS DE AISLAMIENTO SELECTIVO

Estos medios, por la alta concentracién de sales biliares

que"
contienen, i{nhiben el desarrollo de- .

positivos, retardando el crecimiento de EL le_

concentracion de coliformes es muy alta.'“

Aungue estos medios pueden ser innecesarios para el ais)ﬂmiento
de algunos de los microorganismos indicados, es acunseﬂablé
utilizarlos si el material que va a sembrarse puede conteﬁer
otros muchos microorganismos. Sin embargo, debe hacerse notar
que todos los medios selectivos son en algin grado, inhibidores

de los microorganismos que se intenta seleccionar

Agar TCBS (Tiosulfato-Citrato-Sales biliares~Sacarosa)

Preparacién: Suspender 89 g. de este medio en.un litro de agua
destilada y llevar el pH de la aoluclén a 8.6a 25 C (en caso de
que la temperatura sea superior a la especlficada meter al
refrigerador un momento), consolucién RE ‘de NaOH, calentar a
ebullicién hasta disolucién comp]eta. 6esﬁuée de disolver el
medio, enfriar ligeramente y vaciarlo en cajas petri estériles

Mantener en refrigeracién a una'temperature 2 a 8°C,
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Usos: Es un medio selectivo para el c¢recimiento de Vibrio
cholerae, Vibrio parahaemolyticus y otros vibrios. Las colonias
del primero son de color  amarillo, convexas, de
aproximadamente 2 a 3 mm de diémetro, mientras que las del
segundo  son grandes con el centro verde azulado, de

aproximadamente 2 a 5 mm. de diametro.

La elevada concentracién de Tiosulfato y Citrato, asf como la
alcalinidad, f{inhiben notablemente a las enterobacterias. La
bilis. de buey y el colato inhiben a los enterocccos. Los
coliformes que eventualmente pueden .crecer no degradan la
sacarosa, algunas cepas de Proteus sacarosa positivos pueden dar
lugar a colonias amarillas semejantes a los vibriones. El
indicador mixto azul de timol y azul de bromotimol presenta un
claro viraje a emerillo por la produccibn de &cido, incluso en un

medio fuertemente alcalino.

MEDIOS DE IDENTIFICACION

Se utilizan para diversos ensayos bioqufmicoe{

Medio Kligler

Preparacitn: Se disuelven :52 g déf‘@édiéfdeshidfétadb(en un

fﬁéifde;fa"édlﬁcién debe ser de

V{tro de agua destliéda'y‘él‘pH'i
7.4, se debe mezclar bfen_y calentar a temperaturade ebullicién
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) durante un minuto; se distribuyen de 3 a 4 ml en tubos de- ensayo l
de 13 x 100, esterilizando posteriormente a,‘121'C','dufante' 16

minutos dejandolos enfriar en posicién 1ncvl'1nada‘.;" ‘ R

Usos: Es un medio creado para favorecer :la - f‘e;'m'f.":r\‘ia‘e'iyén’ de
hidratos de carbono y para la d1ferenciaci6n‘éntré:V;f.ios ‘grupos,
géneros y especies de las enterobacterias, asf como i para ~o£ro.
grupo de bacterias de metaboliesmo oxidativo. - :Dvetermina la
capacidad de un microorganismo para atacar un hidrato‘ de carbono
especifico {incorporado en un medio de crecinﬂento basico, con
produccibn o no de gases, Junto con la determinacién de poaible“

produccidn de acido sulfhidrico H S.

Agar TSI (Agar de Hierro y Triple Azicar)

Preparacion: Se disuelven 65 gr del medio deshidratado en un
1itro de agua destilada debiendo obtenerse un pH final de .7.4,
mezclar bien y calentar a ebullicién durante un  minuto.
Inmediatamente despues distribuir de 3 a 4 ml en tubos de 13 x
100 y esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Se deja
solidificar en posfcién inclinada, de forma que sobre una columna
de unos 3 cm de altura, see forme una superficie oblicua,

elfptica, de unos 6 cm de diametro mayor,
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Usos: Es: un medio diferencxal muy usado para identificacion -de-

enterobacteri patégenas y saprofitas en - los ; anélisls

bacteriolégicos_'de agua. Su modo de accion es semejante al
medio de K]igler lo cual permite 8] reconocimiento y exclusién de

algunae enterobacteries.

Agar lisina-hierro

Prepnracibn: Disolver - 34,5 . gr por litro da’ agha deetilada
debiendo obtenerse. un ' pH final 6.7 a ‘25‘0; Calentar a
ebullicién hasta disolucién completa y distribuir de 3ad4mlen
tubos de 13 x 100. Esterilizar en autoclave 121° c durante 15
minutos, enfriar y antes de'que solidifique inclinar loa tubos,

conservar los tubos preparados en refrigeracién entre 2 a 8°C.

Usos: Esta prueba es de gran utilidad par ia identificacién de
algunas entercbacterias. La mayorfa de tas cepas de Yibrio dan
la prueba positiva (excepto V.. fluvialis I, V. fluvialis IL vy V.
anquillarum que ta dan negativa). En este medio se observa la

descarboxilacién y desaminacién de la )ieina.

Medio MIO (Movilidad-Indol-Ornitina)

Preparacién: Disolver 31 gr por litro de agua destilada debiendo

obtenerse un pH final de 6.5 a 25°C, calentar a ebullicion hasta
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disolucién completa, distribuir de 3a4 ml en tubos de 13 X 100.

esteri{lizar en autoclave a ~121°C durante 15 minutoa, enfriar y

dejarlos en reposo en posicién vertical, co_nservar_

preparados en refrigeracién entre 2y 8°C/

Usos: Esta prueba es de gran utilidad para:la-id
a_l gunas enterobacterias. Vibrig g_holg.x:ge' d; ,‘.la',‘pruer
sobre la base de movilidad, producc‘:’ié’r‘r‘“- i ornitinn
descarboxilasa y de indol. Este método tiene. Ies ventajas de
poder observar la fermentacién de la glucosa,__ vla_pro‘d‘uccién de

indol, la movilidad y la descarboxilacién de la ornitina.:

Caldo arginina (Base de Moeller + arginina)

Preparacién: Rehidratar el medio disolviendo 10.5 gr en un litro
de agua destilada o agua desionizada. - El} pH flnal ~debe ser de
6.8 a 25°C. Calentar hasta completa disolucién. Adiclonar 10
g de L-arginina o 20 de DL—arginina, y agltar hasta completar
disolucién. Distribuir de 3 a 4 ml en-tubos de 13 x 100 Yo
esterilizar en autoclave a 121 *C durante ’10" mfnutos.

Conservar los tubos preparados en refrigeracién de 2-a 8°C.
Usos: Esta prueba es de gran utilidad para la identificacién de
algunas enterobacterias y Vibrio chglerae que no hidrotizan la

arginina, dando por consiguiente una respuesta negativa.
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Prueba de la oxidasa °

Preparacion: Disolvér 1 g - de'Oxalato dg »Ip—afr}inodirhetjhniHnar
en menos de 100 ml- de -agua destilada (ccbir;\";’ex:é_épci:én :dellk - Alfa-
naftol-alcohol ‘f etflico). 7 Calentar éﬁéQér_nenfé hasta - su
disolucibn. 4 Pasar. a .un métrez .volumétrico y‘ agregar. un
diluyen‘t'é .- adecuado (agua o alcohol etflico csp 100 ml).
bejar reposgf 15 iminutos antes de su empleo. Guardar en
frasco d :‘\/‘fdrio de color ambar, tapado. Evitar la innecesaria

E exposicién"a “la luz.

Usosi "Las cepas de Vibrio cholerae dan la prueba positiva a la

A oxidasa,
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