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INTRODUCCION 

En el Estado de Guanajuato los primeros cinco casos de cólera, 

aparecieron en habitantes de la ciudad de León, en donde, según 

investigaciones no existió relación epidemiológica alguna con 

otro brote, por lo que se consideraron casos autóctonos, 

Los casos mencionados ocurrieron entre el 18 y el 24 de enero de 

1992, tomando inmediatamente la. S.S.A. y la Comisión Nacional 

del Agua estrictas medidas de control sanitario para evitar la 

propagación del brote. 

Desde entonces, la S.S.A. y la Comisión Nacional del Agua del 

Estado de Guanajuato, han estado en contacto continuo para 

detectar y controlar posibles casos de cólera en el Estado. 

De acuerdo a los boletines quincensles publicados por el 

Instituto Nacional de Diagnóstico y Referencia Epidemiológicos, 

hasta el 15 de febrero de 1993, el Estado de Guanajuato no 

registró casos de cólera sino hasta el mes de 

octubre de 1993, donde se presentaron 4 defunciones, dato que no 

se ha incrementado hasta enero de 1994, según datos recabados en 

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



El cólera es una enfermedad de tipo intestinal, de forma aguda, y 

grave, que se caracteriza por la aparición brusca .de diarreá 

acuosa y abundante, vómitos, deshidrátsción rápida, acidosis, 

colapso circulatorio y, en los casos no tratados, produce la 

muerte dentro de las 24 horas de su aparición. Hoy se sabe que 

la enfermedad también puede ser asintomática o sólo 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 ingestión de alimentos o 

directamente de agua, contaminados con Vibrio ~. de ahí la 

importancia de hacer la detección de este bacilo en todo tipo de 

agua sospechosa. 



OBJETIVOS 

- Describir el m<ltodo microbiológico para el aialamiento 

e identificación de Yi!u:J& cholerae en agua. 

- Aplicar dicho método en muestras de diversos puntos del Estado 

de Guanajuato. 

- Determinar el porcentaje de detección de l1.!.l!t..I..!! !:h!!.~ en 

ioa diferentes sitios de muestreo. 
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l. GENERALIDADES 

EL COLERA 

Esta enfermedad ocasiona una afección gastrointestinal aguda, 

grave y transmisible. Se presenta tanto en forma endémica como 

epidémica. Se caracteriza clínicamente por diarrea acuosa 

severa, vómito, deshidratación rápida, acidosis y colapso 

circulatorio. El agente causal es la bacteria Vibrio ~ 

biotipos; clásico y El Tor. Vibrio cholerae se encuentra 

muy difundido en aguas dulces y salobres en muchas partes del 

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

Como se mencionó, los biotipos clásico y El Tor pueden producir 

la enfermedad, sin embargo, el último favorece el contagio ya que 

un 80% de los casos sólo presentan manifestaciones leves, o son 

asintomáticos que eliminan el bacilo y perpetúan la infección. 

Además, el biotipo El Tor permanece viable más tiempo en los 

alimentos (aproximadamente 10 dias) e indefinidamente en el agua, 

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

El hombre es el único reservorio natural'de esta bacteria y el 

agua su principal vehiculo de transmisión directa o indirecta. 

En un país como el nuestro, en que el 31% de la población no 
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tiene acceso a agua limpia y/o potable y el 53% no disfrutan de 

servicios de saneamiento adecuado, el riesgo de contraer dicha 

enfermedad es grande (15, 12). 

El aislamiento e identificación del vibrio en agua, además de 

involucrar varios procedimientos un tanto complejos (no 

accesibles a todos los laboratorios), requiere un equipo 

especializado para el aislamiento y la identificación de estas 

colonias mediante pruebas bioquímicas y serológicas (10), 

Este aislamiento en ocasiones se complica por dos razones; la 

primera, por el empleo casi nulo de la técnica en forma 

rutinaria y, 

Vibrios en 

la segunda, por el número relativamente pequeño de 

comparación con el de coliformes encontrados en la 

misma muestra, o con los microorganismos encontrados en general 

en los análisis clínicos. 
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De acuerdo 

inicialmente 

AGENTE INFECCIOSO 

al Manual de Bergey la familia 

propuesta por Véron en 1965 y 

Vibrionaceae fué 

en ella incluyó 

géneros móviles por flagelos polares y oxidasa positivos, esto no 

implicaba necesariamente que existiera una estrecha relación 

entre los géneros, sino que fue por conveniencia, para poder 

diferenciarlos de los de la familia Enterobacteriaceae (1, 2, 4, 

6, 8, 9, 19, 28)' 

En los últimos años, el género Vibrio ha 

grupo heterogéneo de microorganismos pobremente 

a un grupo bien estudiado, Esto se debe 

cambiado de un 

caracterizados, 

a la salida de 

"vibrios no fermentadores", "vibrios anaerobiosº y ºvibrios 

microaerofilicos" a otros géneros tales como Cempylobacter 

í..YiJrr.i!!. fetus), Wolinella (Vibrio succinogenes) y Pseudomonas y 

Alteromonas, por lo que ahora el género Vibrio es mucho más 

homogéneo. Este género está clasificado en la familia 

Vibrionaceae junto 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 0.5µ - 0.8µ de diámetro por 1.4-2.6µ de largo, 

usualmente se presentan en cultivos viejos (en fase estacionaria) 

o bajo condiciones adversas de cultivo, no forman endosporas, ni 
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microquistes, en medio liquido son móviles por flagelos polares, 

son facultativos, ya que poseen ambos metabolismos, respiratorio 

y fermentativo, no fijan ni desnitrifican el nitrógeno, todos son 

quimiorganótrofos, muchos son capaces de crecer en un medio 

mineral conteniendo D-glucosa y NH4Cl, sólo unas cuantas cepas 

necesitan de factores orgánicos de crecimiento. Los iones de 

sodio estimulan el crecimiento de todas las especies y son un 

requerimiento para la mayoría, la mínima concentración necesaria 

para un óptimo crecimiento es del orden de 5-700 mM; muchas 

especies crecen bien en medio conteniendo una base de agua de 

mar (1, 8, 10, 11, 19, 22, 28). 

Se encuentran en hábitats acuáticos en una gran variedad de 

salinidad. Son muy comunes en ambientes marinos, algunas 

especies se encuentran sobre la superficie y en el contenido 

intestinal de animales marinos. También se pueden encontrar en 

agua dulce en donde sobreviven unas horas y algunas semanas si 

ésta se encuentra contaminada con materia orgánica y tiene un pff 

entre 6 y 9. Son susceptibles a la desecación, la ebullición, el 

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

Fermentan la D-glucosa dando como resultado producción de ácido 

pero no de gas. Todos utilizan D-glucosa, D-fructuosa, maltosa y 

glicerol, La mayoría de las especies son oxidasa positiva, 

todas crecen a 2o·c y muchas a 30'C (2, 10, 11, 19). 



ES®OO DE Vibrio cholerae 

ESQUEMADEV 

(16) 



TAXONOMIA Y NOMENCLATURA 

Varf as especf es son patógenas para el hombre asf como también 

para animales marinos. Existen más de 20 especies de Vibrlo de 

las cuales sólo las 12 siguientes se han encontrado en muestras 

cllnfcas humanas (1, 10). 

lli!lJ:.!.Q. alglnqlytlcus 
lli!lJ:.!.Q.~Q1 
filtlQ. ¡:.b9..l.fil:.ll !J.Q Q1 
filtlQ.~ 
~fluvial Is 
~ clnclnnatiensis 

'ill2.l:.1.g_holllsae 
Vlbrfo metschnlkovif ~ 
filr..l..Q. ~ 
'ill2.l:.1.g_ oarahemolytlcus 
llllu:..i.2. vulnfflcus 
Vlbrfo carcharlae 

Las especies de lli!lJ:.!.Q. que se han encontrado en muestras 

clínicas humanas son. las siguientes: 

'!L_ aestuarf anus 
Y.,_ anguf l larum 
Y.,_ campbel 11 f 
Y.,_ costf cola 
y_,_ dlazotrophlcus 
'}_,_~ 
~ aazogenes 
'}_,_~ 
y_,_ lfilltl 

Y. natrfeqens 
Y.,_ oeref s 
Y.,_ nlgrlpulchrltudo 
y_,_ Ql'.Q.!illl 
y_,_ or f en ta 1 f s 
Y..... lll!.lA9.iY&. 
Y.,_ proteolytlcus 
Y.,_ splendfdus 
y_,_ tubiashl f 

La nomenclatura y taxonom!a del género lLl.J2r.1Q ha sufrido 

recientemente un cambio. importante. El término ill!:.1.!!. ~ 

se restrlngfa generalmente a Jos microorganismos que causaban 

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

aglutinantes (NAGs)" y "vlbrlos no-coléricos (NCVs)", que de 
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forma muy 

aglutinaban 

únicamente 

similares a 

ambigua podían diferenciar todos los vibrios que no 

con el suero polivalente del grupo 01, o 

señalaban el grupo de vibrios que son bioquímicamente 

la cepa de vibrio que causa el cólera, pero no 

reaccionan con el suero del grupo 01. Los taxónomos han llevado 

a cabo estudios para determinar la nomenclatura y han encontrado 

que es más adecuado colocar a los vibrios bioquímicamente 

similares al vibrio que causa el cólera y que anteriormente eran 

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

No 01 (2, 11, 22). 

Las cepas puras de vibrio cholerae cuando reaccionan con el 

suero somático del grupo 01, se denominan Vibrio cholerae 

01¡ así como aquellas cepas de Vibrio cholerae que pertenecen a 

otras serovariedades, de las cuales existen aproximadamente 72 y 

se denominan y,_ cholerae del grupo no-01, no reaccionan con otros 

sueros del grupo 01. El antígeno O somático es un 

lipopolisacárido típico de las bacterias Gram negativas, 

componente de la superficie de la célula, las porciones lipídicas 

tienen actividad endotóxics y la especificidad antigénica depende 

de los polisacáridos. Es importante el antígeno O en la prueba 

de diagnóstico, a diferencia del antígeno H que es compatible con 

muchos no patógenos. Debido a que Y.,_ cholerae correspondiente a 

otras serovariedades, también causa diarrea parecida al cólera, 

se debe identificar al grupo de Y.,_ cholerse para tener el 

diagnóstico especifico de cólera (10, 22). 

10 



Vibrio ~ Q1 incluye dos clases de biotipos, el clásico y 

la var !ante 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 

J01 ot 
(> 72 SEROTIPOS) (COLERA ASIATICO) 

BIOT POS 

OGAWA,INABA,HIKOJIMA 

NO TOXIGENICO TOXIGENICO 
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CUADRO 1 

SEROTIPOS DE ~ ~ 01 BASADO EN ANTIGENOS SOMATICOS 

SEROTIPO 

Ogawa 

Inaba 

Hikojima 

ANTIGENOS PRESENTES 

12 

AB 

AC 

ABC 

( 1, 10, 19) 



MECANISMOS DE PATOGENICIDAD 

Las cepas de Vibrio ~ 01 producen la toxina colérica cuya 

acción sobre la mucosa del intestino delgado es responsable de la 

diarrea característica de la enfermedad. La toxina colérica es 

una proteína 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 fijación de la 

toxina al receptor GM1 en la membrana celular del epitelio del 

intestino delgado. La subunidad A1 activa el complejo 

niveles enzimático adenilato ciclasa, incrementando los 

intracelulares de AMPc que provocan la hipersecreción de sales y 

agua, dando como consecuencia una diarrea isotónica con respecto 

al plasma¡ es decir; con concentraciones de Cl y Na• ligeramente 

inferiores a las del plasma. La concentración de NaHC03 es 

aproximadamente el doble de la del plasma y la concentración de 

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

Todos los serotipos producen enterotoxinas similares y también el 

cuadro clínico es semejante. Algunos vibrios producen toxinas 

citolíticas, hemolisinas, o bien tienen capacidad invasiva como 

la descrita para':{,_ vulnificus (10). 

La virulencia de ':{,_ ~ depende de diversos factores, entre 

los que mencionan, su capacidad para: 
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- Adherirse a la mucosa intestinal. 

- Multiplicarse en ella y colonizarla. 

- Producir y secretar su enterotoxina. 

- Llevar a cabo su acción enzimática con los consecuentes 

efectos. 

La excresión de los factores de virulencia importantes para la 

adherencia, 

síntesis de 

influenciada 

colonización y penetración del epitelio, asi como la 

toxinas, proteasas, hemaglutininas, etc, está 

por condiciones ambientales como pueden ser la 

variedad de nutrientes, la presencia de iones, de metales traza, 

de vitaminas, los cambios de temperatura y tensión de oxigeno, 

entre otros. Asi, entre los principales determinantes de 

virulencia de Y.... ~ se pueden mencionar: 

- Adhesión: El mecanismo por el cual y,_ ~ se adhiere a las 

células epiteliales del intestino delgado aún no es claro, ya 

que, mientras algunos autores sostienen la existencia de 

adhesinas fimbriales o pilis producidos por y,_ cholerae, 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 asociación entre el vibrio y las células epiteliales puede 

estar mediada por reacciones hidrofóbicas (11, 16). 
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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 fijación y colonización del 

epitelio por parte de y,_ cholerae • 

- Motilidad y quimiotaxis: se ha propuesto que ambos procesos 

facilitan la 

intestinales 

llegada 

y ahí 

del microorganismo hasta 

favorecen la penetración a 

las 

la 

criptas 

mucosa 

intestinal, igualmente se ha puesto en duda su participación en 

la adhesión del micoorgonismo a las células epiteliales. 

- Mucinasa: 

superficie 

Esta enzima es capaz de digerir la mucina de la 

mucosa del intestino delgado, de tal forma que los 

receptores que permiten la adherencia de los microorganismos a 

las células epiteliales quedan expuestos para tal proceso. 

- Hemolisinas: A pesar de poseer actividad citotóxica, 

cardiotóxica y letal, su participación en la patogénesis del 

cólera es remota. 

- Proteasa y neuraminidasaa: Participan en la penetración a la 

mucosa, así como para proveer sustratos para el crecimiento de !'..... 

~. 
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- Enterotoxina: Sin duda alguna, es ésta el determinante de 

virulencia más importante con que cuenta el microorganismo, ya 

que la sintomatología característica de la enfermedad se debe a 

los efectos producidos por esta toxina en el organismo¡ así, 

mediante un mecanismo complejo que se explicará más adelante 

origina un incremento en los niveles de AMPc intracelular en los 

enterocitos, lo que conducirá a una hipersecresión de iones c1· y 

HC03- a la luz intestinal, trayendo consigo grandes cantidades de 

agua, que constituirá la diarrea líquida característica del 

cólera (11,16), 

16 



FIG. 2 INTJ!RACCION Vihrio ~ - CELllLA IllTl!STillAL 

a Fimbria 
b n ... g1 utinina 
e Hellhrana Interna 
d Peptidoglicano 
e Mellbrana RJ:terna 
f LipopoliBBcárido 
g Receptar de la Fiabria 
h Receptor de la R-glutinina 
i Toxina Colérica 
j Receptor ~1 de la Todna 
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TOXINA COLERICA (CT) 

Composición y características físicas y químicas: 

La toxina colérica (CT) o colerágeno, es una proteina oligomérica 

de aproximadamente 84 kDa cuya naturaleza química, además del 

98% de proteínas, está formada también por lipidos (1%) y 

carbohidratos (1%). 

Esta enterotoxina, está a su vez constituida por cinco cadenas 

ligeras asociadas no covalentemente, denominadas sub-unidades B, 

de aproximadamente 11.5 kDa cada una, y una cadena pesada 

denominada sub-unidad A de 28 kDa, esta última, está compuesta de 

dos fragment.os proteicos denominados A1 (23 kDa) y A2 (5 kDa), 

unidos entre si por un enlace disulfuro. 

Las cinco sub-unidades B de la molécula, formsn 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 que se 

encuentra unido al anillo B mediante enlaces disulfuro. 

A las sub-unidades B se les ha nombrado también sub-unidades de 

unión, dado que éstas no son tóxicas para la célula por si solas, 

su función es únicamente la de unir especifica e 
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irreversiblemente a la enterotoxina con las células blanco 

mediante el receptor sangliósido 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 acción tóxica sobre 

la célula mientras que el A2 actúa junto con las sub-unidades B 

como vehículo, además de participar en la internalización de A1 

( 11, 16). 

La sub-unidad A no puede unirse por si sola a la célula, por lo 

que se requiere de la interacción de ambas sub-unidades (A y B) 

para tener una enterotoxina funcionalmente activa (11, 31). 

CUADRO 2 

PRINCIPALES CARACTERISTICAS FISICAS Y QUIMICAS DE LA 
ENTEROTOXINA COLERICA 

PROPIEDAD 

- Peso molecular 
- Sub-Unidades 
- Respuesta al calor (100'C/15 min) 
- Respuesta a los ácidos 
- Naturaleza química 
- Receptores 
- Acción bioquímica 

- Acción fisiológica 
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Mecanismos de acción y efectos de le toxina colérica: 

Una vez que y,_ cholera~ libera la enterotoxins colérica, ésta se 

une a le membrana celular de las células blanco (enterocitos), 

mediante ls unión especifica de las sub-unidades B con el residuo 

de ácido siálico del receptor biológico natural, el gangliósido 

GM1 (galactosil N-acetil-galactosaminil-sialil-galactosil

glucosil-cerámido), 

Dado que el sitio de ataque de la toxina colérica es 

intracelular, es necesario que alguna porción de la misma penetre 

la membrana celular hasta alcanzar el sitio donde ejecutará su 

actividad tóxica. Al respecto, se ha establecido una hipótesis 

que sugiere que tras la unión de la toxina colérica a las células 

blanco, las fuerzas internas proteína-proteína 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 hidrof ilico en la membrana, a 

través del cual la sub-unidad A (activa), tras disociarse de la 

sub-unidad B, podrá difundirse al interior de la célula, una vez 

ahi, se llevará a cabo la reducción del enlace disulfuro que une 

a los fragmentos A1 y A2 para liberar a A1 en el citoplasma, en 

donde activará la adenil-ciclasa. 

El sistema adenil-clclasa 

membrana, compuesto 

es un complejo enzimático unido a la 

por: a) receptores hormonales 
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especl fices estimulantes (Rs) e lnhlbl torios (Ri); b) prote!na 

catal!tlca (C) responsable de la conversión ATP.-> AMPc y c) 

complejos regulatorlos de estlm.ulacl6n·(.Gs)' e ·1nhlblcl6n (Gi), 

dependientes de GTP, constituidos. por sub-unida des, 

respectivamente °'• (3°"J"· º" (,11 (11, 16) 

Activación del sistema adenll-clolasa: 

Una vez que el fragmento A1 de la toxina alcanza el citoplasma, 

cata 11 zará la hidrólisis del NAO+ (nlcotlnamlda-adenlna-

dlnucle6tldo) celular, para dar dos compuestos a) nlcotinamlda y 

b) adenosf n-5' -d.i fosfato-rlbosa ( ADP-rlbosa), éste último se 

transferirá mediante una reacción de ADP-rlbosilaclón a la sub-

unidad de la protelna estlmulatorla Gs (residuo 

guanldllnucle6tldo unido a una prote!na) del sistema adenl 1-

. clclasa. 

Este complejo GTP-protelna Gs, es el que regula la actividad de 

la adenll-clclasa, sin embargo, la unión es de baja estabilidad, 

ya que en un proceso de regulación es este mismo complejo el que 

catallza la reacción de hidrólisis del GTP, para dar el complejo 

GOP-protefna Gs +PI, que es el estado Inactivo para la adenil-

clclasa. Esta actividad de GTPasa del complejo, se Inhibe por 

la ADP-rlbosllaclón de la prote!na Gs, mediada por la sub-unidad 

A1, manteniendo a la adenl 1-clclasa en un estado activo 
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permanente, por lo que ésta actuará sobre su sustrato ATP celular 

para convertirlo en AMPc (adenosina 3'5'-monofosfato cíclico), 

incrementando rápidamente de esta manera, los ·niveles 

intraceulares del compuesto ( 11, 16), 

Efectos de la toxina colérica en las células del intestino 

delgado: 

Normalmente las células epiteliales con microvellosidades o 

células maduras del intestino, llevan a cabo la absorción de 

iones (Na+ y Cl-) y agua, en tanto que las células crípticas son 

las encargadas de la secreción de iones y agua, estableciéndose 

así un equilibrio hidroelectrolítico, sin embargo, la presencia 

de niveles 

delgado, 

absorción 

incrementados en AMPc intracelular en el intestino 

altera dicho transporte iónico, disminuyendo la 

de Na+ y Cl- y agua en las células crípticas, 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 reabsorción por parte del colon, surge la diarrea 

líquida y profusa, característica de la enfermedad. 

Además del incremento en los niveles intracelulares de AMPc, que 

es la respuesta primaria encargada de la regulación de la 

liberación y/o acumulación 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 que la pérdida de agua y electrolitos 

durante el cólera, no está mediada únicamente por el AMPc, 

Por otro parte, serotonina y péptidos intestinales vasoactivos 

liberados durante la enfermedad, estimularán al sistema nervioso 

entérico (SNE), afectando la neurotransmisión de la secreción de 

fluido mediada por la toxina colérica, el 60% o más de la 

secreción estimulada es mediada a través de este sistema 

nervioso (SNE) (11,16). 
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FIG, 3 HECAllISllOS DE ACCION DE LA TOXINA COLl!RICA 

MECANISMO DE ACCION DE LA TOXINA COLERICA 
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FIG. 4 INTERACCIOllF.S Vibrio cholerae - CELllLA IN'l'FSfillAL 

INTERACCIONES Vibrio cholerae - CELULA INTESTINAL 
LIPOPOLISACARJDO 

(AH11GENO O) 

TOXINA 

' :·;·. 
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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 presencia de 

reservorios ambientales. El cólera se mantiene siguiendo un ciclo 

de transmisión hombre-medio ambiente-hombre ( 10, 12, 22). 

No se ha encontrado ninguna otra especie regularmente infectada, 

aunque existe una gran variedad de animales de laboratorio 

susceptibles. Se desconoce la forma en que sobrevive el 

microorganismo durante los periodos interepidémicos. Muchos 

pacientes eliminan vibriones por unos días cuando han recibido 

tratamiento con antibióticos y sin el tratamiento, los eliminan 

por una a dos semanas. Se han descubierto portadores 

convalecientes de cepas endémicas. Los estudios más cuidadosos no 

han podido descubrir portadores del biotipo El Tor (10), 

La transmisión se realiza normalmente por la ingestión de agua o 

alimentos contaminados con vómitos o heces del paciente y, en 

menor grado, de persona a persona, por contacto directo, las 

manos sucias o las moscas (10). 

Durante los brotes, se consideran más los mecanismo de 

transmisión, el más frecuente es la ingestión de aguas 

contaminadas por heces y vómitos de enfermos y, en menor medida, 
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heces de portadores, ingestión de alimento contaminado por agua 

sucia, heces, manos sucias y moscas, El vibrio clásico y el 

biotipo El Tor pueden persistir en el agua por largo tiempo, fue 

asi como la ingestión de alimentos crudos o mal cocidos 

procedentes de aguas contaminadas ocasionó brotes y epidemias en 

Guam y Portugal (10). 

La dosis infecciosa es variable, la susceptibilidad también puede 

·variar ampliamente: 

1) Dependiendo de la acidez gástrica (el vibrio es destruido en 

un pH de 5 o menos, por lo tanto, individuos aclorhídricos 

o con gastrectomia son particularmente más susceptibles). 

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

disminuye la dosis infecciosa) y 

3) La adsquisición de cierta inmunidad en el caso de que se haya 

presentado una infección previa con Vibrio cholerae 01, (Se ha 

demostrado que la lactancia natural produce protección). 

El perlado de incubación puede ser de unas cuantas horas a cinco 

dlas, generalmente 2 a 3. El periodo de transmisión se realiza 

mientras dura el estado de portador. La excreción de Vibrio en 

las heces se mantiene generalmente durante sólo unos cuantos 

dlas después del restablecimiento (10). 
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Los antibióticos eficaces como la tetraciclina acártan el p"eríodo 

de transmisibilidad. En adultos se ha 'observad.o una, . .infe.cción 

crónica biliar asociada a la ellminación (prolongada· en : tie.mpo) 

de vibriones en las heces (10). 

El inóculo de y,_ ~ 01 biotipo clásico, necesario para 

adquirir la infección, es de 100,000,000 microorganismos según se 

ha determinado en estudios realizados en voluntarios 

norteamericanos, aparentemente sanos (18). 

Dicho inóculo parece ser demasiado grande para hacer factible la 

transmisión a través de agua contaminada con inóculos mínimos. 

Sin embargo, la dosis infectiva para Vibrio cholerae El Tor es 

menor y puede reducirse a 100,000 e incluso hasta 1000 

microorganismos (18). 

El inóculo puede protegerse del pH gástrico mediante la presencia 

de bicarbonato o comida. En investigaciones epidemiológicas 

desarrolladas en Italia, asi como en ensayos con voluntarios, se 

ha demostrado que los individuos con una hipoclorhidria gástrica 

secundaria a cirugía, enfermedad, o a la administración de 

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

Aunque la susceptibilidad es variable, la aclorhidria gástrica 

aumenta el riesgo de la enfermedad. El cólera clínico 

generalmente está limitado a los grupos socioeconómicos más 

bajos. Aún en epidemias graves la tasa de ataque rara vez 

sobrepasan el 2%. La infección provoca una respuesta serológica 

significativa de anticuerpos aglutinantes, vibriocidas y 

antitóxicos y una mayor resistencia a la reinfección que es más 

duradera contra el serotipo homólogo. En las zonas endémicas, la 

mayoría de las personas adquieren anticuerpos al principio de la 

edad adulta. La inmunidad activa parcial a la enfermedad es 

inducida por vacunas anticoléricas existentes pero la protección 

no dura más de 6 meses y no evita la infección asintomática 

( 10, 12, 19). 



OBTENCION DE MUESTRAS PARA AISLAMIENTO DE Vibrio cholerae. 

CUADRO 3 

IMPORTANCIA DE Vibrio Y ESPECIES RELACIONADAS 

TIPO DE INFECCION ESPECIES ASOCIADAS 

Gastroenteritis Y._ cholerae serotipo Q.1 
y,_ cholerae t!2. Q.1 
y,_ parahaemolyticus 
Y._ fluyialis 
y,_ mimicus 
Y._ fumiss il 
y,_~ 

Heridas infectadas y,_ alginolyticus 
Y._ vulnificus 
y,_ damsela * 

Sepsls Y._ cholerae t!Q. Q.1 
y,_ vulni.ficus 

Infección ótica y,_ alginolyticus 
Y._ cholerae !'!o. Q.1 
y,_ l!!i!!!!= 
y,_ parahaemolyticus 

* Y.,_ damsela es ahora Listonella damsela 

( 10, 15) 
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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 dependerá de 

la calidad de la fuente, el tratamiento del agua, los riesgos de 

contaminación y el tamaño de la población 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 contaminación. Otras muestras deben tomarse al azar a 

través de la red de distribución, incluyendo edificios de 

apartamentos, hospitales, escuelas, edificios públicos, hoteles, 

etc. El muestreo debe incrementarse cuando se presenten 

epidemias, en tiempos de lluvias, después de interrupciones por 

trabajos de reparación, en operaciones de emergencia, etc. 

Igualmente, el seguimiento debe ser más frecuente cuando se 

instale una nueva fuente de abastecimiento de agua para poder 

observar las variaciones que sufre, ya sea por cambios climáticos 

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 laboratorio. La 

incubación de estas muestras es igual que para las . muestras 

clínicas, lo mismo que las bioquímicas que se utilizan ( 10, ·11, 

15). 

Enriquecimiento doble en agua peptonada: Se emplean botellas de 

500 ml con 50 ml de agua peptonada concentrada alcalina, las 

cuales tienen un contenido de 10% de peptona y 10% de NaCl, se 

esterilizan en autoclave y se envian al campo o sitio donde se 

colectarán 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%, se incuba durante 6 

hrs y se 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 más sensible que el método de filtración con 

filtros Mllipore (10, 11, 15). 

Técnica 

muestra 

simple de filtración: Se pasan de 300-1,000 ml 

de agua a través de un filtro Seltz (disco de 

de la 

6 cm), 

bajo la acción de una leve succión. 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 pH a 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 lo 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 laa colonias en un microscopio de 

disección ( 10, 11, 15), 

AGUAS NEGRAS 

La recolección de aguas negras debe llevarse a cabo en una 

botella estéril. Esta agua debe diluirse con solución salina 

estéril para poder filtrarla fácilmente y eliminar el material 

suspendido. 

~ ~~ 

El filtro se trata de la misma manera que en el caso 

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 más pronto posible al ·latiora.tori.o, 

manteniéndolas en refrigeración, se puede utfl iz.ar un frasco con 

agua peptonada alcalina estéril y si no se. dispone ·cie ésta, .se 

emplean bolsas limpias de polietileno 

Los frascos se etiquetan bien y se debe anotar la localidad 

o sitio donde se tomó la muestra y fecha (10, 15), 
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PROCEDIMIENTO DE LABORATORIO PARA EL AISLAMIENTO Y LA 
CARACTERIZACION DE Y..._ ~. 

IDENTIFICACION DEL GENERO lU..bl::.1..2. 

Las cepas de Vlbrio pueden crecer en el medio MacConkey como 

colonias pálidas no fermentadoras de lactosa, pero usualmente 

requieren aislarse en un medio de cultivo especial como es el 

TCBS (agar de tiosulfato citrato bilis sacarosa) el cual no debe 

de emplearse si tiene más de 24 horas de haberse preparado. En 

el agar TCBS, las colonias típicas de y_,_ cholerae son amarl 1 las, 

planas, un poco convexas, de aproximadamente 2 mm de diámetro, 

mientras que las colonias azul-verdosas, grandes, planas, son 

tfplcas de Y..._ parahaemolytlcus. Sin embargo, no todas las 

colonias amarillas en medió TCBS son de y_,_ cholerae; además de 

éste, dan colonias amari 1 las: Vlbrlo alglnolyt!cus, 

c!ncinnat!ensis, y_,_ flyv!alis, y_,_ fumiss!I, Y..... metschnikovii (que 

también es el único vibrlo ox!dasa negativa) y algunos blotlpos 

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

Otros v!brlos Importantes como y_,_ parahaemolytlcus, no fermentan 

la sacarosa y dan colonias verde olivo. Hay por lo menos 5 

marcas comerciales de medio TCBS y hay alguna variación entre 

ellos con respecto al grado de inhibición de la flora fecal 

normal como~. Enterococcus, Klebs!ella y Aeromonas, que a 

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

lote con cepas de referencia (10). 

Las colonias de Y..... ~ en TCBS generalmente son más 

"pegajosas" lo que dificulta la aglutinación directa de las 

colonias crecidas en ese medio. Las colonias de y,_ cholerae Q1 

no pueden diferenciarse de las de y,_ cholerae !'lQ Q1 o de cepas 

rugosas (muy raras). Para un diagnóstico presuntivo y rápido se 

pasa una de las colonias aisladas a un cuadrante de medio base de 

sangre o de agar nutritivo para hacer serología y la prueba de 

oxidasa ( 10) 

CUADRO 4 

:lLlJl!:i.Q. Y GENEROS GRAM-NEGATIVOS OXIDASA POSITIVOS 

CARACTERISTICAS Vibrio ~seydQmonas Aeromonªs Ves.!,2monas 

Fermentación de glu- + + 
.. cosa 
Acido de: 

Inositol NA + 
Manitol + NA + 

Hidrólisis gelatina + +/- + 
Crecimiento en TCBS + 
crecimiento/estimulado 
por iones Na+ + 
Sensible a 0/129 
10 mg. +/- +/-
150 mg. + + 

+ Mayoría positivo - Mayoría negativo +/- Variable 

(10) 
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Técnica de aislamiento (FIGURA 5) 

A partir de la muestra directa, se inocula con 

un hisopo de algodón un tubo con 10 ml de agua 

peptonada alcalina de pH 9.0. El tubo deberá aer de 16 x 150 con 

tapón 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 sólo de la superficie, ya que aqul se 

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

Se siembran las 3 asadas en placas de gelosa TCBS, se aislan 

colonias por estrla cruzada, flameando el asa entre cada estrla. 

Se incuba de 18 a 24 horas a 37'C 

Se seleccionan al menos 3 colonias amarillas sospechosas de ser 

Y... cholerae en agar TCBS y se siembra cada una de las siguientes 

pruebas bioquímicas: 

1. Medio MIO 
(Movilidad-Indol-Ornitina)-------- picadura hasta el fondo 

2. Agar de hierro y triple azúcar -- picadura y estría 

3. Agar de hierro y lisina ---------- estría y doble picadura 

4. Caldo arginina ----------------- depositar el inóculo y se
llar con vaselina liquida 
o 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 "5 

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE Vlbrlo cholerae 
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IDENTIFICACION DE y,_ ~ 01 Y No 01 

Si después de incubar toda la noche la biogulmlca concuerda con 

la de Vibrio cholerae (cuadro 4,5 y 6), se procede a realizar la 

prueba de oxidas& y si ésta es positiva, se procede a 

serológicamente por aglutinación en placa con 

polivalentes 01. Si el resultado es positivo 

confirmar 

los sueros 

se busca 

aglutinación con sueros Ogawa e !naba. El reporte se hace de 

la siguiente manera: Y._ ~ 01, Serotipo Ogawa o !naba. 

Las cepas Ogawa generalmente reaccionan leve y suavemente con el 

suero !naba pero esta aglutinación no se considera positiva (10) 

Las cepas Hikojoma reaccionan de una forma muy rápida y fuerte 

con ambos 

absorbido, 

( 10). 

sueros Ogawa e Inaba¡ es posible preparar un suero 

pero estas cepas se presentan con muy baja frecuencia 

En caso de que la aglutinación con el suero 01 sea 

prueba se debe repetir y lo más recomendable 

dudosa, la 

es utilizar 

simultáneamente controles positivos y negativos empleando cepas 

de referencia. En caso de ser posible, se utiliza suero 

polivalente correspondiente a otro lote, Cuando la cepa no 

corresponde al serogrupo 01 se reporta como Y._ cholerae no 01 y 

en esta categoría quedan incluidos más 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 azúcar, 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 continuación a 3 gotas del 

reactivo de oxidasa, y por último esparce un pequeño inóculo con 

un asa de platino (no de nicromo). De forma alternativa puede 

emplearse un palillo o un aplicador de madera estéril. La 

reacción positiva se indica por la aparición de un color púrpura 

oscuro sobre el papel en un lapso de 10 segundos. Los bacilos 

Gram negativos como Vibrio. Campylobacter, Aeromonas 1 

Plesiomonas, 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 !l.,._ ¡;_gl.l (negativo) (30). 
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MEDIO MIO (MOVILIDAD, INDOL, ORNITINA) 

Es semisólido, se siembra por picadura y se incuba 24 horas a 

37'C, Sirve para observar movilidad, producción de indol y 

descarboxilación de la ornitina. Cada tubo debe de contener 4 ml 

de medio, utilizando tubos de vidrio de 13 x 100 con tapón de 

rosca, 

Indicador de pH --------- púrpura de bromocresol 
pH ácido ---------------- vire de color a amarillo 
pH alcalino ------------- vire de color a púrpura o morado 

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

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

Purpura de bromocresol -- pH ácido 
S. 2 amarillo 

pH alcalino 
6, 8 purpura 

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

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

tubo. 

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

Ornitina negativa --------- fondo del tubo amarillo. 
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PRUEBA DEL INDOL: Para llevar a cabo la prueba del indo!, se 

siembra el medio y se incuba 24 horas a 37'C. Se emplea caldo 

triptona o caldo nutritivo. El indo! es un producto final de la 

utilización del triptofano y se pone de manifiesto agregando 5 

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

Indol positivo: ----------- formación de anillo color rojo 

Indol negativo: ----------- formación de anillo de color 
ámbar 

AGAR DE HIERRO Y TRIPLE A2UCAR (TSI) 

Este medio sirve para determinar la fermentación de glucosa, 

sacarosa y lactosa, además de la producción de gas a partir de 

glucosa y la producción de ác'1o sulfhídrico que precipita como 

sulfuro férrico al reaccionar con el hierro. 

indicador de pH --------- rojo de fenol 

pH ácido ---------------- vire del indicador a color amarillo 

pH alcalino ------------- vire del indicador a color rojo 
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AGAR DE HIERRO Y LISINA (LIA) 

En este medio se determina la descarboxilación de la lisina que 

se lleva a cabo en anaerobiosis y la desaminación de la lisina 

que se lleva a cabo en aerobiosis. 

Indicador de pH: ---------- púrpura de bromocresol 

pH ácido: ----------------- vire del indicador a color 
amarillo 

pH alcalino: -------------- vire del indicador a color 
púrpura 

Descarboxilación positiva:- fondo del tubo de color púrpura 

Descarboxilación negativa:- fondo del tubo de color amarillo 
sin cambio. 

(30) 
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CALDO ARGININA (BASE HOELLER Y ARGININA) 

En este medio se puede demostrar la descarboxilación 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: ---------- púrpura de bromocresol 

pH ácido: ----------------- vire del indicador a color 
amarillo 

pH alcalino: -------------- vire del indicador a color 

-~ 
Arginina positiva: -------- todo el caldo se pone de color 

púrpura 

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

El caldo arginina se incuba de 1 a 4 dias 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 un 

in6culo de un cultivo de 18 a 24 horas de medio Kligler o TSI en 

una gota de suspensión acuosa de desoxicolato de sodio al 0.5%. 
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Cuando la reacción es positiva, como en el caso de los vibrios, 

la suspensión pierde inmediatamente su turbiedad y adquiere una 

consistencia mucoide formándose un "hilo mucoso" que se observa 

al levantar y alejar el asa lentamente de la suspensión. Algunas 

cepas de Aeromonas pueden dar una reacción leve o retardada con 

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

Material: 

- Asas bacteriológicas en punta y redondas 

- Caja_de aplicadores de madera estériles 

- Cubrebocas 

- Frascos de 1,000 ml de Nalgene clase HDPE (resiste autoclave) 

- Guantes estériles 

- Hielera 

- Libreta. 

- Metros de alambre flexible 

.- Perilla de succión 

- Porta objetos 

- Rollo parafilm 

- Rollos de gasa de algodón 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 tDID con tapón de baquelita 

Equipo: 

- Autoclave 

- Balanza Granataria Ohaus 

- Balanza Analítica Sartorius 
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- Encendedor 

- Incubadora a 35 'C 

- Mechero Bunsen 

- Microscopio Binocular Marca ZEISS 

- Potenciómetro Marca Corning, Modelo 

- 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 azúcar ( TSI) Di feo 

- Sangre de Carnero 
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Material Biológico 

110 muestras de agua procedentes zo, de clínicas y 

hospitales, 11 de centros turísticos y 79 de aguss 

superficiales distribuidas en todo el estado de Guanajuato. 

(cada una de las 110 muestras se analizaron por duplicado 

haciendo un total de 220 análisis. 

Metodología: 

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 algodón (15 

cm de ancho y 60-120 cm. de largo), doblándolo de forma 

longitudinal por varias ocasiones para formar rollos cilíndricos 

compactos, atando el centro firmemente con un alambre, se 

envuelve el hisopo en papel y se esteriliza en autoclave 15 lb/15 

mln. Los alambres que sostienen las gasas están 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 HOORE 

FIGURAf 6 
msOPO DE MOORE 
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transporte, empleando recipientes de boca ancha. El transporte 

de estos recipientes al laboratorio debe de hacerse en 

refrigeración. En el laboratorio se incuban y se hacen 

resiembras, después de 8-18 hrs de incubación a 35 ·e en una 

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, ya 

que este procedimiento permite una mejor recuperación de Vibrio 

cholerae. Tomar asadas de la superficie con cuidado y 

tratando de no agitar el tubo, es muy importante tomar sólo de la 

superficie, ya que aquí se encuentran los vibrios en mayor 

cantidad. Se siembran las 3 asadas en placas de gelosa TCBS (Agar 

de Tiosulfato citrato bilis sacarosa) el cual debe prepararse 

diariamente. Aislar colonias por estría cruzada, flamear el 

asa entre cada estría. Incubar de 18 a 24 hrs a 37 ·c. En el 

Agar TCBS, las colonias típicas de y,_ cholerae son amarillas, 

planas, un poco convexas, de aproximadamente mm de diámetro, 

mientras que las colonias azul-verdosas-grandes, planas, son 

típicas de y,_ parahaemolyticus. Hay que enfatizar que no todas 

las colonias amarillas en medio TCBS son 'í,_ cholerae, ya que 

también dan colonias amarillas Vibrio alginolyticus, 'í,_ 

cincinnatiensis, ~ fluvialis, ~ furnissii, ~ metschnikouii 

(que además es el único ylQrio oxidasa negativa) (10). 

Las colonias de 

"pegajosas", lo que 

y_,_ c.!w.lerae en TCBS generalmente son 

dificulta la aglutinación directa de las 
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colonias crecidas en ese medio. Las colonias de Y~ ffio_le~ O_l 

no pueden diferenciarse de las de Y... ~ lfil Q1 o de las 

cepas rugosas (muy raras). Para un diagnóstico presuntivo y 

rápido se pasa una de las colonias aisladas a un tubo de medio de 

base de sangre o de agar nutritivo para hacer serología y la 

prueba de oxidase (Figura 6). 

En este estudio se seleccionaron 2 colonias amarillas 

sospechosas de y,_ cholerae en agar TCBS para sembrar cada una en 

bioquimicas. 
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FIGURA 6 
IOENTIFICACION DE Vlbrlo cholera EN AGUA RESIDUAL 

HISOPO DE MOORE 

SEMBRAR EN PLACA CON TCBS 

SEMBRAR LAS COLONIAS AMARILLAS EN TUBOS 
CON IEDIOS PARA LAS PRUEBAS BIOQl.JIMICAS 

LECTURA DE PRUEBAS BIOQUIMICAS ---> NEGATIVO -. NO EXISTE 
VIBRIO CHOLERAE 

POSITIVO V!BRIO CHOLERAE 

IDENTIFICACION SEROLOGICA 
CON SUERO POLIVALENTE - SIN AGLUTINAR--+ VIBIRO CHOLERAE 

AGLUTINAC!ON 

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

NO 01 
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IV. RESULTADOS 

Los datos mostrados en las hojas de resultados se pueden resumir en la siguiente 

tabla: 

TABLA No. 1 RESULTADOS OBTENIDOS EN LAS t'IJESTRAS ANALIZADAS EN 1992 

IPO DE MUESTRA No. DE MUESTRAS MICROORGANISMOS ENCONTRADOS 
ANALIZADAS ENTEROBACTERIAS OTROS BACILOS v. FLWIALI 

GRAM (-) 
% % % % 

AGUAS SUPERFICIALES 156 71.B 127 70.5 29 82. 8 2 40 

CLINICAS V HOSPITALES 40 18.2 40 22.2 - -

CENTROS TURISTICOS 22 10 13 7.2 6 17.1 3 60 

TOTAL 220 180. 35 5 

OBSERVACIONES: No se Identificaron en ninguna de las muestras anal Izadas Vlbrlo 
~ni \WfilQ ~ 01 
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1::::::---------+----t--··.....,.------+--+---!-·-+-------¡ 

1
2JD5!2l:m: !COL. • • • • ' K/A ... _,.c. ··, ' 1 

DE f---+---+----1-'---'-'------+--t--t---l EHIEROIACIER!R 

1 
YILLA·2C0l.••• ·.-·K/A" '• •• -i 

l----¡t--GR_AH_,__+----T----t---·-··-·'._· ___ .._. __ -1---r--1---

1

11105921 im: !COL. • • • KIA • j 
coilizAif-2-C-OL-. +--,---,-+---1-A.---'.-~--.• - .. -. ----+---f--+--l Eff!EROIACIERIA 1 

1110S

92 

:~¡~~~-:;~----~ : . J-~-·-:·--~--j==.i±J. EfflEROIACIER!A I 
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1 . lntll!IF!CRC!OM DE V!IR!O CHOLER~ 01 
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nmmo • l- llSIH!I --------\ +tHílCIOH 
ftOY.IHIOL.ORH.ICRRUESA.RC!DOl.llt/SRC6LUC. HlS~J-

llni!!·YILLA·ICOL. • • • ••!IR • • • • ~ • 
6RRH 

1 COL. • t ·-;1m-.-:---, --_. - t - • ---
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JRRtllEM- ¡.---
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ftRMCR . 
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IESC. 
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60nEZ 

EH 
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IRllH, 

!SIORO l COL. . 
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1 
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¡mm LRYERIR~COl. . . ·.~.·-.· .. ''.\>.'.'?' 1 
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<;;;~¿\ f;~ .: 
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SILRO 2COL. 1 . ·,R 1 

1 VIEJA ., ,~ 

l!Ol!l R.LERllll ICOL. . . • .. ,JO:/.i<-"' . EHTEROIRCTERIR 
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K/R .><'ttYt. ;';'fr · TO SALA· lCOl. . 1 -· ·- 1 

nANCR OIRO !ACILO GRRll 1-1 

mm R.LERnA ICOl. 1 1 .· ... ••\9~<,'H:.:,,;' ! " : 
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PIE.U· . 
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ro su 2COL. 1 1 1 . .. :,• 
ftAll(A .,., .. 

mm ll[SC. ICOL. 1 1 1 R . • ''" :: . ., •., 1 OIROIACIL06RAnl·I 
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SALVA· - ... mRRA 2COL, . 1 A . . 1 EHTEROIACTEilR 

-~· ---·-
mm R.LERnA ICOL. . 1 1 A 1 . -m. 

SALVA· -- ENIEROIACTERIR 
mRRA 2COL. . A . . 
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RPRSEO 

El 
GRAHOE 

2COL • •. - .. A • t - 'I 1 1 
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¡'iim21HosP!!AL 1 COL. 1 . • • 1 . . 1-·A·--. . . . 1 • ¡ • 1 1 
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CELAYA ---1- __ __I __ ___j_ ____________ .. _¡ _____ , .. __ .J EHIEROIACIERIA 1 
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mm Hosirrnt coL .. :---;- ¡-:---:- ·¡¡¡;-·,---; --:--:·-- -;-f -_-j --1--- i 
REGIONAL 1 • 1 

1 
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i FECHA 11110DErC15 nIO --··íLJA 151 -ARsINiiiilomA5ttA6LUl1·1 .. -------,i 
1 numREO • r-----1 Lll!HA . -- +pAC!OH RESULTADO 
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mm DllI.OREI 1 COL. • K/A --¡ 
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,....._ ---
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ARIOLE· 2COL. . RIA . . . . V. FLUV!ALI 

DAS ------
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RIO . . . 
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1 RRIOLE· ·,., mn1-1 
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L__LC~lAY~-- . . : .~ ;, 
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DISCUSION DE RESULTADOS 

Los resultados obtenidos en el análisis 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 mayoría corresponden a enterobacterias, siguiéndole 

otros bacilos gram negativos y 5 casos donde se encontró Vibrio 

fluvial!. 

De las muestras de clínicas y hospitales todos los resultados 

corresponden a enterobacterias, resultando lógico por la gran 

carga microbiana que se presenta en este tipo de aguas. 

En los centros turísticos y en aguas superficiales también se 

encontró en gran cantidad al grupo de enterobacterias. Cabe 

hacer mención que en algunas poblaciones se presentaron brotes de 

cólera, 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 cloración de las 

descargas de aguas residuales. 

Se debe tener en cuenta que muchas de las clínicas y 

hospitales descargan 

tratamiento previo, 

sus 

por 

desechos 

lo cual 

a cuerpos receptores sin 

se deben de establecer 

estrictasmedidas de vigilancia en estos centros hospitalarios, 
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La Comisión Nacional del Agua en el Estado de Guanajuato, se 

encargó de la selección de los sitios de muestreo para la 

detección del cólera en el estado, dicha selección se h.fzo 

tratando de abarcar de una manera amplia y confiable 

completamente a toda la entidad. 

Los sitios seleccionados para el monftoreo fueron los siguientes: 

Ciudades principales, densamente pobladas. 

Centros turísticos, debido al alto grado de riesgo que estos 

representan por su población flotante tanto nacional como 

extranjera. 

Las principales corrientes superficiales de la entidad, por 

ser portadoras 0 conductoras en su mayoría, de descargas de 

tipo residual, además de abarcar gran parte del territorio. 

Clfnfcas y Hospitales en las principales ciudades del estado. 

Comunidades con sospecha de posibles brotes (ver mapa). 

Asimismo, a parte de estos monftoreos se concentra la vigilancia 

en los lugares donde la Secretarla de Salud detecta casos 

sospechosos de calera. 

En el Laboratorio Regional 

analizadas no se detectó la 

Zona Centro, de 220 muestras 

presencia de lL!!u:i2. ~ dato 
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que concuerda con los boletines quincenales publicados por el 

Instituto de Diagnóstico y referencia EpldemiolÓglcos;. en los 

cuales se observa que Guanajuato es uno de los estados menos 

afectados por esta fnfecc f ón ! ntest 1 na l. 
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TESIS 
Ut ~ 

NO DEBE 
~mLl3UGt~ 

COllCLUIIOllBS 

Del trabajo realizado durante el presente estudio se puede 

concluir lo siguiente: 

- Se logró establecer una metodoloqia eficaz para la 

detección de y_ibrio ~ 01, gracias a la cual ea 

puede realizar 

análisis. 

actualmente en forma rutinaria esta 

- Durante el estudio del cólera en el astado de Guanajuato, 

se capacitó al personal del laboratorio en la metodoloqia 

para la detección de la bacteria l!!2!:!2 ~. 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 Comisión 

Nacional del Agua como de la Secretaria de Salud se 

detectaron las poblaciones donde existe mayor posibilidad 

de brotes de cólera, lográndose asi un control de la 

infección en la Entidad. 

- Sólo se encontraron 5 casos de Vibrio fluviali en 

muestras procedentes de centros turieticos y de los puntos 

superficiales. 
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- De acuerdo a las bioquímicas elegidas se recomienda usar el 

medio de caldo sacarosa rojo de fenol más 1% de urea, 

veces hay confusión en la lectura de esta bioquímica 

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

RECOMENDACIONES 

Se recomienda seguir tomando estrictas medidas de 

ya que a 

en el 

control 

sanitario, para mantener el bajo promedio de personas enfermas de 

cólera que hasta ahora se ha podido lograr en el Estado de 

Guanajuato. 

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

seguir aplicando son: 

La dotación del equipo necesario a las escuelas primarias y 

secundarias, para que laven y cloren sus tinacos, ya que este 

sector de la población es uno de los mAs propensos a contraer 

esta enfermedad\ adem6~ la Comisión Nacional del Agua dota de 

hipoclorito a las cabeceras municipales, para que éstas, a su ve~ 

lo repartan en todas las comunidades para controlar posibles 

brotes de cólera. Dar mayor información a comunidades marginadas 

acerca de las medidas preventivas para evitar este padecimiento. 
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VII. ANEXO 

PREPARACION DE SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVOS 

SOLUCIONES 

Fenol al 5% 
Fenol ••.•••••..•••. , , , , •.•••.• , , , , , , • • . • • . • • 50 gr 
Agua destilada .. .. . .. • .. • .. .. • .. .. .. .... .. .. 1,000 ml 

Preparación: pesar 50 gr de cristales de fenol y colocarlos en un 

frasco ambar adicionando 1,000 ml de agua destilada. 

Hipoclorlto de sodio 0.5% 
Hipoclorito de sodio ...................... .. 
Agua dest i 1 ada ••••• , . , , •• , • , , ••••• , , , •• , • , , • 

5 ml 
1000 mi 

Preparación: Tomar '5 ml del hipoclorlto de sodio concentrado y 

disolver en un litro de agua destilada. 

Hidróxido de sodio 1 N 
NaOH ....•... ' ....•••..•....•.•.. , . , •..•... ; , 40 gr · 
Agua destilada .............................. 1,000 ml 

Preparación: Pesar 40 gr de hldróxido:de.~odio,Y c~i~~:a~Jos en un 

matraz volumétrico y completar un volumen: de.1;·acio' 'mi ·con :agua 

destilada. 

Reactivo de Kovacs 

p-dimeti 1-amino-benzaldehido •••••••••• ,., ••• 
Alcohol amllico o isoamllico ........... ; .. . 
HC 1 concentrado •• , , , , •• , • , . , .•• , , , , . , , , , •• , 
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5 gr 
75 ml 
25 ml 



Preparación: Disolver 5 gr, de p-dlmetll-amlno-benzaldehldo en 75 

mi de alcohol lsoamf l fco y. _adlcfonár 25 mi. , de ácido 

clorhfdrlco. El rea.ctivo presen.ta una coloración amarfl.J,a: 

Reactivo de Erllch 

p-dlmetl 1-amlno-benzaldehido ..••.•.•..•.. 
Etano 1 a 1 957' •• , . , ••••••••••••.•••.••••••• · 
HCI concentrado ....•. , .... : ..••..•...••••.. · 

,_ '.: -

.· .-.,-~-· 

.·.;:,":·: 

>>:'i~ gr. 
''•·190inl' 

. 40.ini' 
"·. .. - ... ' _.; ". ·- · .. : _- .. -. ·.- ~ . '. 

Preparación: Pesar 2 gr de p-dlmetl 1-amliíé)~benzaldehldo y 1, 

disolverlo en 190 mi de etanol al 957' , . agregar.'.:~~-~1-de ácido 

clorhfdrlco concentrado. 

Reactivo de oxldasa 

Oxalato de p-amlnodlmetllanfllna .......... . 
Agua dest 1.1 ada ......•.••.•.•.....•....•.... , . 

Preparación: DI luir el 

ligeramente tibia, agitar hasta disolución. 

1 gr' 
100. mi 

estérl 1 

NOTA: El oxalato puede ser sustituido.por N,N,N,N, tetrametll 

p-fenlléndlamlno. 

Desoxlcolato de sodio 0.57' 

Desoxlcolato de sodio , .. , •...•....•. , ... , .. 
Agua dest 1 1 ada , . , ...... , .•.......... , . , .. , , 

0.5 gr 
100 mi 

Preparación: Pesar 0.5 gr de desoxlcolato y disolver en 100 mi 

de agua destilada estéril, guardar en frasco claro. 
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Cloruro de sodio 0.85% 

NaCl .......••....•..•••...••..•••..••.. · ·. • 
Agua destl lada .... , ........... · ............. . 

Solución formallnlzada al 0.6% 

Formaldehldo Q. P ................ ; , ; .... , • :· .. 
NaCl al 0.85% ................ ; ........... .. 

MEDIOS DE CULTIVO 

0.85 gr 
100 ml 

o;e ml 
100 ml 

Para la preparación de los mismos se deben utilizar medios de 

cultivo deshidratados de procedencia Idónea, realizando la mejor 

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

Agua peptonada alcalina 
Saeto peptona , •.. , ...... , . , ....•. , , ..... , , , • 
NaCl .... ; •.....•...•........•....•.•..•.... 

10 gr 
10 gr 

Preparación: Las sales se disuelven en 1, 000 ml de agua 

destilada, ajustando el pH a 9.0 con solución 1 N de NaOH y 

esterilizar la solución a 121'C durante 15 minutos. 

Usos: Se utiliza principalmente como medio de enriquecimiento 

para vlbrlos, especialmente ~ ~. debido a que 

funciona como medio de enriquecimiento para las muestras de agua 

que contienen un pequeño número de microorganismos. 

83 



MEDIOS DE AISLAMIENTO SELECTIVO 

Estos medios, por la alta concentración de.sales.·biliares que 

contienen, inhiben a 1 desarro 11.o. de "10.s; mi croor.~an fsmos. ·: Gram 

poai ti vos, retardando el crecimiento de ¡;_,_:.~::Y ·~tro~ b~ci l'os 

entéri coa, permi ti en do recuperar vi bri os de' las ·~u:~.~tr·a·~.:,~o,ride '1 a 
concentración de coliformes es muy alta. 

Aunque estos medí os pueden ser innecesarios para e 1 a is l·ami en to 

de algunos de los microorganismos indicados, es aconsejable 

utilizarlos si el material que va a sembrarse puede contener 

otros muchos microorganismos. Sin embargo, debe hacerse notar 

que todos los medios selectivos son en algún grado, inhlbidores 

de los microorganismos que se intenta seleccionar. 

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

Preparación: Suspender 89 g. de este medio en un litro de agua 

destilada y llevar el pH de la eolución a 8,6 a 25'0 (en caso de 

que la temperatura sea superior a la espec.fficada meter al 

refr 1 gerador un momento) , con· so 1 uc i ón N de NaOH, calentar a 

ebullición hasta disolución completa. Después de disolver el 

medio, enfriar ligeramente y v~ciarlo en cajas petri estériles; 

Mantener en refrigeración a una temperatura 2 a 8'0, 
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Usos: Es un medio selectivo para el crecimiento de lLill.r..il1. 

~. lliQr:.!.Q. oarahaemo!ytfcus y otros vfbrfos. Las colonias 

del primero son de color amar! 1 lo, convexas, de 

aproximadamente a 3 IMl de diámetro, mientras que las del 

segundo son grandes con el centro verde azulado, de 

aproximadamente 2 a 5 nvn. de diámetro. 

La elevada concentración de Tiosulfato y Citrato, asl como la 

a 1ca1 f nf dad, f nhf ben notablemente a las enterobacterfas. La 

bilis de buey y el colato Inhiben a los enterococos. Los 

colfformes que eventualmente pueden .crecer no degradan la 

sacarosa, algunas cepas de~ sacarosa positivos pueden dar 

lugar a colonias amarillas semejantes a los vfbrfones. El 

Indicador mixto azul de timol y azul de bromotfmol presenta un 

claro viraje a amarillo por la producción de ácido, Incluso en un 

medio fuertemente alcalino. 

MEDIOS DE IDENTIFICACION 

Se utilizan para diversos ensayos bioqulmfcos: 

Medio Klfgler 

Preparación: Se dfsuelveri 52 gr: del .;edi~ deshidratado en un 

litro de agua destf lada y el pH final. de la solución debe ser de 

7. 4, se debe mezclar bien y ca tentar a temperatura de ebullición 
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durante un minuto; se distribuyen de 3 a 4 ml en_ tubos de ensayo 

de 13 x 100, ester! 1 Izando posteriormente a 121'0 durante 15 

minutos dejándo 1 os enfriar en pos I e 1 ón 1ne1 i nada._ 

Usos: Es un medio creado para favorecer la fe~mentact"ón de 

hidratos de carbono para la diferenciación entre varios grupos, 

géneros y especies de las enterobacterias, as! com~- para otro 

grupo de bacterias de metabolismo oxidativo. Oeterml na 1 a 

capacidad de un microorganismo para atacar un hidrato de carbono 

especifico Incorporado en un medio de crecimtento básico, con 

producción o no de gases, junto con la determinación de posible 

producción de ácido sulfh!drlco H S. 

Agar TSI (Agar de Hierro y Triple Azúcar) 

Preparación: Se disuelven 65 gr del medio deshidratado en un 

litro de agua destilada debiendo obtenerse un pH final de 7.4, 

mezclar bien y calentar a ebullición durante un minuto. 

Inmediatamente despues distribuir de 3 a 4 ml en tubos de 13 x 

100 y ester! lizar a 121'0 durante 15 minutos. Se deja 

solidificar en posición Inclinada, de forma que sobre una columna 

de unos 3 cm de altura, se forme una superficie oblicua, 

el!ptica, de unos 5 cm de diámetro mayor. 
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Usos: Es. un medio diferencial muy usado para identificación de 

enterobactei'!as.:patógenas y saprofitas en los análisis 

bacteriológicos' de agua. Su modo de acción es semejante al 

med! o de K 1ig1 er. lo cua 1 permite e 1 reconoc !mi en to y .exc 1 us! ón de 

algunas.enterobacter!as. 

Agar l!s!na-hierro 

Preparación: Disolver 34.5 gr por litro de agua de.stllada 

debiendo obtenerse un pH final 6.7 a 25'c; Calentar a 

ebullición hasta disolución completa y distribuir de 3 a 4 ml en 

tubos de 13 x 100. Esterilizar en autoclave 121'C durante 15 

minutos, enfriar y antes de ·que solidifique incl !nar los tubos, 

conservar los tubos preparados en refrigeración entra 2 a e·c. 

Usos: Esta prueba es de gran utilidad par la identificación de 

algunas sntsrobacter!as. La mayorfa de las cepas de ll1tu:l2. dan 

la prueba positiva (excepto y_,_ fluyialis 1, y_,_ fluvial is l1 y Y.... 

anou!llarum que la dan negativa). En esta medio se observa la 

descarboxilaclón y desaminaci6n de la lis!na. 

Medio MIO (Movil!dad-Indol-Ornitina) 

Preparación: Disolver 31 gr por litro de agua destilada debiendo 

obtenerse un pH final de 6.5 a 25'0, calentar a ebullición hasta 
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disolución completa, distribuir de 3 a 4 ml en tubos :de 13 x 100, 

esterilizar en autoclave a 121·c durante .15 minutos, enfriar y 

dejarlos en reposo en posición vertical, 
' ... 
cons~rvar · ·. 1 os tubos 

preparados en refrigeración entre ·2 y 0·c: 

Usos: Esta prueba es de gran utf l !dad para lá ·.f(jé~tiÚ~~cfóri de: 

algunas enterobacterias. filili ~da .Ja pru~b'a·, ... ~6sitiva 

sobre la base de movilidad, producción 'ci{ · ornitina 

descarboxflasa y de Indo]. Este método ti.ene l.a.s .ventajas de 

poder observar la fermentación de la glucosa, la producción de 

indo l, la movl l 1 dad y la descarboxil ación de la orni tina. 

Caldo arglnlna (Base de Moeller + arglnlna) 

Preparación: Rehldratar el medio disolviendo 10.5. gr en un litro 

de agua destilada o agua deslonlzada. ·El pH·. final debe ser de 

6.8 a 25ºC. Calentar hasta completa disolución. Adicionar. 10. 

g de L-arglnlna o 20 de DL-arglnlna, y agitar h·as·tá completar. 

disolución. Olstrlbulr de 3 a 4 ml en tubos de 13 ·x 1.00 y 

esterilizar en autoclave a 121 ·c durante 10 · minutos. 

Conservar los tubos preparados en refrigeración de 2 a 8ºC. 

Usos: Esta prueba es de gran utilidad para la Identificación de 

algunas enterobacterlas y ll.!J;u:iQ ~que no hldrollzan la 

arglnlna, dando por consiguiente una respuesta negativa. 
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Prueba de la oxf dasa 

Preparación: Disolver de Oxalato de ·p-amfnodfmeti lani 1 ina 

en menos de 100 mi de agua destilada (con exc.epción del Alfa

naftol-alcohol etllico). Calentar suavemente hasta su 

dfsolucfón. Pasar a un matraz volumétrico y agregar un 

diluyente adecuado (agua o alcohol etllfco cap 100 ml). 

Dejar reposar 15 minutos antes de su empleo. Guardar en 

frasco de.vidrio de color ámbar, tapado. 

exposición a la luz. 

Evitar la Innecesaria 

Usos: Las cepas de lLil2rJ.!1. ~dan la prueba positiva a la 

oxfdasa. 
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