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OBTENCION Y AISLAMIENTO DE FORMAS ATIPICAS DE
Vibrio cholerae

1. INTRODUCCION

El cdlera es uno de los padecimientos que mas han afectado a la
humanidad y que se conoce desde hace ya varios cientos de afos. Es causada
por la accién de una toxina producida por una bacteria Gram negativa llamada
Vibrio cholerae O1 es de forma curvada que pertenece a la familia Vibrionaceae
y afecta al intestinc delgado de los seres humanos causando diarrea profusa en
forma de agua de arroz.

En la actualidad se conoce que no solo el grupo Q1 de la bacteria
V.cholerae produce la enfermedad, sino que también la causa V.cholerae 0139,
que posee el antigeno somatico O (productor de [a toxina colérica). De esta forma,
se tiene que pueden aislarse ambas en el laboratorio clinico utilizando los medios
de cultivo agar tiosulfato, citrato safes biliares y sacarosa (agar TCBS), y gelatina
de telurito y taurocolato (TTG), aungue por su accesibilidad comercial se utiliza
mas e! primero. Las colonias que se obtienen de V.cholerae son amarillas,
redondas y de consistencia butirosa. Sin embargo se han aislado colonias de
aspecto diferente que también corresponden a V.cholerae. A ellas se les ha
denominado como colonias rugosas.

Los primeros reportes acerca de las formas rugosas de la bacteria de
V.cholerae se realizaron por Whithe Bruce en 1938, donde las describe como
colonias producto de haber realizado previamente varios pases de la bacteria o
como resultado de colonias de cultivos viejos. Su aspecto es reseco, algunas
ocasiones aparecen con una coloracion verdosa, con consistencia mucosa, De
acuerdo a este autor estas bacterias estan embebidas en una matriz extracelular
de naturaleza quitinosa. Ademas, por observaciones al microscopio la bacteria
aparece de menor tamano y con una forma cocoide.

Debido a lo anterior, se presenta la problematica del diagnéstico de estas
bacterias, ya que puede confundirse con colonias verdes de Vibrio
parahemolyticus en el medio de cultivo agar TCBS. Por ello, el presente trabajo
buscd conocer el comporiamiento del morfotipo rugeso frente a diferentes
variables fisicoqufmicas y una vez realizado lo anterior se pretendi6 disefiar un
metodo que permita aislar tanto a morfotipos fugosos como lisos y obtener
colonias caracteristicas en el agar TCBS. El disefo de este método se basd en las
caracteristicas de las bacterias coléricas rugosas y en los principios de
enriquecimiento y selectividad de los caldos y medios de cultivo utilizados en el
laboratorio. De esta forma, se obtuvieron ambos morfotipos, aunque este trabajo
puede dérsele seguimiento para considerar la importancia de las colonias rugosas
en ef diagndstico del laboratorio clinico.



II. RESUMEN

En virtud de la problematica que representa el aislamiento de
morfotipos rugosos de V.cholerae, se buscé obtenerlos mediante el disefio de un
método que empleara insumos de facil acceso comercial. Lo anterior se realizd
con un estudio previo del comportamiento del morfotipo colérico rugoso frente a
variables fisicoquimicas. Con los resultados obtenidos se observd que la bacteria
en su estado rugoso requiere de un enriquecimiente para que esta pueda formar
colonias caracteristicas en el agar TCBS.

Puede retomarse este proyecto contando con controles de rugosidad para
darte una mayor validez a los resultados que se obtengan. La trascendencia de
este trabajo radica que en posteriores trabajos con V.cholerae se considere que
pueden existir alteraciones en la morfologia colonial de la bacteria debida a
previos estados de estrés, la forma en como actian diversos factores
fisicoquimicos en la viabilidad de esta bacteria, y finalmente, que debe
considerarse el implementar en laboratorios clinicos un método de determinacion
de rugosidad para la bacteria de V.cholerae.



IIl. MARCO TECRICO

El cblera es un padecimiento causado por la accidn enterotdxica de la
bacteria Vibrio cholerae en las células del intestino delgado, observandose como
signo patognomoénico de la enfermedad [a emision de diarrea acuosa profusa en
forma de “agua de arroz”, ademas de una importante pérdida electrolitica donde el
sodio es el ion que se pierde en mayor cantidad.

Esta enfermedad ha causado impertantes epidemias y pandemias en
paises donde existe mal sistema de alcantarillado, deficiente sistema de agua
potable y una higiene deficiente en la preparacion de alimentos. Puede pensarse
atinadamente, con respecto a lo anterior, que los paises subdesarrollados son los
mas afectados.

DESCRIPCION DEL AGENTE ETIOLOGICO

Descubierta por Robert Koch, Vibrio cholerae es una bacteria Gram.
negativa, en forma curva de 1.4 a 2.6 pm de longitud y de 0.5 a 0.8 pm de ancho
(de hecho, puede presentar esta forma curva, bacilar o hasta una forma de huso,
en funcion del medio ambiente en que se encuentre), dotada de un flagelo polar
de 24-30 nm (y por tanto es muy mdvil), afecta al intestino deigado, no pertenecen
a la familia de las enterobacterias (tiene una reaccion positiva a la prueba de la
oxidasa) y se le ha agrupado en la familia Vibrionacea; tiene una afinidad
importante por iones sodio para su crecimiento, realiza un metabolismo anaerobio
facultativo, utiliza como nutriente glucosa catabolizada por la via de Embden-
Meyerhof produciendo dcido férmico, lactico, acético, pirivico ¥y succinico.
También utilizan |a D-fructosa, ta maltosa y el glicerol, con produccién de acido.
Utilizan ademas, nitrégeno, azufre y fosforo.

CLASIFICACION Y COMPOSICION ANTIGENICA

Los vibriones se cuentan entre los microorganismos mas comunes en las
aguas de superficie en el mundo. Los dos tipos de vibrios patogenos principales
son el V.cholerae y el V.parahemoliticus. La forma en la cual estos dos
microorganismos producen diarrea es enteramente distinta; el V.parahemoliticus
es una bacleria invasiva que afecta principalmente el colon, mientras que
V.cholerae, como ya se menciond anteriormente, desarrolla la enfermedad por
otro mecanismo diferente al enteroinvasivo.

V.cholerae puede ser subdividido en serotipos basandose en los antigenos
somaticos (antigenos O); el serotipo 01 es el mas importante y se divide en dos
biotipos: biotipo clasico y biotipo El Tor. Los vibriones de otros serogrupos pueden
producir enfermedad en humanos en forma esporadica pero no se han asociado
comunmente con diarreas epidémicas. No obstante, algunos de ellos pueden
producir una enfermedad similar al colera.
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Biotipo Ei Tor: Se le llama asi por que en 1905 Gotschiich aislé seis cepas
peculiares de V.cholerae en cadéveres de peregrinos que hablan regresado de la
Meca, en el campo de cuarentena de El Tor, Estas cepas producifan hemolisinas.
Sélo hasta 1961 este biotipo produjo una epidemia de proporciones considerables
en Filipinas. En particular, sélo causa diarrea leve y produce una relacién més alta
entre portadores y enfermos que el célera clasico; el estado de portador también
es mas prolongado y los microorganismos sobreviven mejor en el medio ambiente.
El biotipo El Tor se ha extendido ahora por todo el mundo y ha desplazado en gran
parte al biotipo clasico.’

Vibrio cholerae tiene tres componentes antigénicos principales :

» La exotoxina, de naturaleza protéica y termolabil, que da lugar a la formaci6n
anticuerpos neutralizantes.

« El antigeno flagelar o “H* que es comiin a todos los biotipos

» El antigeno somatico u “O”, de naturaleza lipopolisacarida.

Saobre la base del antigeno “O” , V.cholerae se divide en serogrupos; como
se mencioné anteriormente, el serogrupo 01 es el responsable del célera
epidémico o pandémico. Dentro de este serogrupo existen tres factores
antigénicos A, B y C. El factor A es especifico de grupo y los determinantes By C
lo son de tipo. Las distintas combinaciones de estos tres factores antigénicos que
dan lugar a tres serotipos: Ogawa, Inaba e Hikojima.?

Serotipos - - L =0 | Factores O
Ogawa A B

Inaba A C
Hikojima A B C

Tabla No.1 Combinaciones de los tres factores antigénicos que dan lugar a los tres serotipos de
V.cholerae (Referencia 2).

De lo anterior, se desprende que de los diversos tipos de Vibrios
existentes, el serogrupe Q1 es el mas patdgeno debido a la severidad del cuadro
diarréico; sin embargo, en 1992 en la india, especificamente en Bangladesh, se
reportaron mas de 150,000 casos de célera causados por V.cholerae cuyo
serovar no correspondia al 01 debido a la presencia de un azdcar en el
lipopolisacarido constituyente en el antigeno somatico del Vibrio; este azicar
(colitosa) no se encuentra presente en el Iigopolisacérido de V.cholerae 01 ni en
otras especies de la familia Vibrionaceae .

A este vibrio se le denomind Vibrio cholerae 0139 y se encontrd, que se aislaba
mas frecuentemente en muestras de agua de Bangladesh, que el tipo 01, lo cual
indica una mejor adaptacion del serovar 0139 al medio que el serovar 01. *



Lo anterior muestra que el vibrio causante del colera, en una forma de
resistir factores ambientales adversos, ha realizado cambios en su estructura que
le brindan una mejor adaptacién a su entorne.

MECANISMO PATOGENICO

Para que V.cholerae sea capaz de provocar la enfermadad infecciosa, se
requiere que cumpla los cuatro puntos siguientes:

1. Penetracién por via oral.

2. Sobrepasar la barrera gastrica

3. Evitar la eliminacién por el peristaltismo intestinal
4. Producir enterotoxina.

El microorganismo s6lo ejerce su accién patégena cuando penetra por via
oral, a través de la ingestion de aguas o alimentos contaminados, y se requiere,
asi mismo para tal efecto, que la carga bacteriana presente sea de 10°.

La barrera defensiva mas importante del huésped ante ia penetracién de
esta bacteria es el estomago. Dada su sensibilidad al pH é&cido, V.cholerae
sucumbe rapidamente si el estémago esta vacio. Para atravesar esta barrera, es
necesario que el pH del jugo géstrico aumente por dilucién al beber liquidos o bien
por el efecto amortiguador que produce !a ingestién de alimentos.?

Al llegar af intestino delgado, el microorganismo debe evitar fa eliminacién
por el peristaltismo, lo que consigue por diversos mecanismos: produccién de una
adhesina y penetracion en la capa mucosa que recubre las céiulas intestinales
mediante el movimiento activo proporcionado por su flagelo y por ia accién de la
reuraminidasa, mucinasa y proteasa. EI microorganismo esta, ademas, dotado de
quimiotactismo por la mucosa intestinal. Una vez que el vibrién entra en contacto
con las microvellosidades intestinales, produce la enterotoxina, que mediante su
fraccién B se une a los receptores especificos, constituidos por el ganglidsido GM.
Esta union permite ia actuacion de la fraccién A, cuya accidn consiste en aiterar la
fisiclogia del mecanismo secretor de la membrana citoplasmética de las células
def intestino delgado.?

La fraccion hidroliza el NAD en niacin-difosforribosa, que transfiere ia GTP-
asa, reguladora de la actividad de la adenilciclasa, con lo que esta enzima se
estimula. Como consecuencia de fo anterior, el ATP se transforma en AMP ciclico,
y et aumento de este producto da lugar a una liberacién activa de agua, cloro y por
ello, de bicarbonato y potasio, y una inhibicién de la absorcién del sodio por las
células intestinales. Esta alteracion de ia fisiologia de las células intestinales es Ia
responsable de los hechos més significativos def célera: deshidratacién y pérdida
de electrolitos,



El periodo de incubacidn de la enfermedad va de 2 a 3 dias y tiene una
duracién de hasta 7 dfas, en la cual existe una abundante diarraa y vémitos, La
intensa diarrea acuosa no sanguinoclenta puede producir la pérdida de un litro de
llquido por hora y el desequilibrio electrolitico consiguiente, provocan
deshidratacién marcada, acidosis metabdlica (pérdida de Dbicarbonato),
hipopotasemia (pérdida de potasio) y shock hipovolémico con insuficiencia
cardi?ca. Si no hay tratamiento, a enfermedad produce una mortalidad del 40 al
60%.

EPIDEMIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD COLERICA

El cdlera es una enfermedad infecciosa que desde el principio de los
tiempos ha causado grandes devastaciones en poblaciones enteras. Hasta el
momento, se han registrado 8 pandemias, la ultima de ellas se presenté en 1993
en Calcuta, India causada por un Vibrio cholerae NO O1 capaz de codificar la
toxina causante del cuadro caracteristico de la enfermedad. A este vibrio se le
llamé Vibrio cholerae 0139 S

La experiencia que han dejado estas pandemias a las autoridades
sanitarias de diversas naciones, indican que las medidas implementadas para
prevenir la diseminacion de la enfermedad, tales como la preparacién higiénica de
los alimentos, higiene personal adecuada y promocitn de Ia salud, no bastan para
prevenir la diseminacién de la enfermedad. Esto se debe a que el padecimiento
presenta una "movilidad” igual a la del hombre, en virtud al estado de portador. Es
importarte mencionar que los sujetos infectados con el vibrién colérico, de no
recibir un tratamiento antibacteriano, lo excretar4n durante una o dos semanas y
constituyen una importante fuente de diseminacion de los microorganismos.

Se ha observado, ademés, que e! vibrio esta presenta en mariscos
cultivados con ausencia de contaminacién fecal humana. Lo anterior indica que
V.cholerae 017 tiene un ciclo de vida libre que no requiers la “inoculacién” continua
con haces humanas infectadas.

La enfermedad afecta principalimente a personas de bajo nivel
socioecondmico, con higiene deficiente y que no disponen de servicios sanitarios
adecuados. Los varones suelen enfermar con mas frecuencia, ya que estin mas
expuestos a diversos factores de riesgo (consumo de agua de rio y alimentos
callejeros). Las mujeres enferman con menor frecuenicia, y debido a la preparacion
de los alimentos para el resto de la familia, se propaga la enfermedad hacia cada
uno de ellos. Los nifios alimentados por lactancia matema son més resistentes a
enfermar y a sufrir cuadros diarreicos graves.

Existen vacunas anticoléricas, sin embargo, estas no protegen contra la
infeccidn asintomatica, ademas de que su efecto protector no dura mas de seis
meses.



Existen caracteristicas epidemiolégicas de! colera en zonas endémicas que
varian entre paises desarrollados y subdesarroilados que comprenden dichas
zonas. En México el padecimiento se comporta como una epidemia.

CARACTERISTICAS ZONAS EPIDEMICAS ZONAS ENDEMICAS
R . . _| Pais subdesamoliado ~_ Pais desamollado
Grupo etdreo de Riesgo | Preferentemente adultos { Menores de 15 ahos Preferentemente adultos

Modos de Transmisidn

introduccidn Unica,

Introduccidn mualtiple

Introduccidn dnica {por lo

diseminacitn oro-fecal (agua, alimentos, regular mariscos).
diseminacién oro-fecal)
Reservorio Ausente Acudticos*, portadores Acudticos
Portadores Poco comunes Muy frecuentes Poco comunes
Diseminacion Secundaria | Variable Presente Poco comun

Tabla No.2. Caracteristicas epidemicldgicas en zonas endémicas de palses desamoliados Yy
subdesarrollados (Referencia 5).
* Estuarios, lagunas, lagos y moluscos bivalvos.

Actualmente en nuestro pais el nimero de casos de colera ha disminuido
considerablemente, reportdndose a los servicios de salud sélo nueve casos
durante el afio de 1999, y en ninguno de ellos existié defuncién por ia enfermedad.
Los estados de la repiblica donde mayor nimero se encontraron estos casos
fueron Hidalgo y Tamaulipas (con tres cada uno). El grupo de edad en que se
registro el padecimiento de la enfermedad fue de los 25 a los 44 afios.

COMPORTAMIENTO DE V.cholerae EN EL AMBIENTE

Esta bacteria requiere encontrarse en un medio acuatico ya que de lo
contrario no es capaz de sobrevivir. Puede encontrarse en agua dulce o de mar,
siempre y cuando en estas se encuentren condiciones que les permitan
mantenerse en un estado viable en su medio.

La bacteria de V.cholerae es un habitante autdctono de iz flora microbiana
de aguas salinas o medianamente salinas, principalmente en aquellas que son
tipicas de los estuarios y donde existen pantanos costeros. También se ha
demostrado la presencia de V.cholerae en agua de tipo dulce donde hay incluso
ausencia de contaminacién fecal humana. &

Anteriormente, se indicaba que la bacteria colérica era incapaz de persistir
viable fuera del hospedero, en virtud 4 la deficiencia de factores propios para su
sobrevivencia; pero debido a lo indicado anteriormente, se ha demostrado por
trabajos en el laboratorio que V.cholerae puede mantenerse muy bien en el
ambiente, incluso en condiciones desfavorables para su desarrollo y
multiplicacion. En respuesta a estas situaciones de estrés ambiental, V.cholerae
adopta un estado viable que le permite realizar funciones metabdlicas y formar
colonias sin que sea posible cultivar. De aquf puede desprenderse un término
propuesto por Vaientine y Bradfield, que es el de viable no cultivable; este
fenémeno representa un estado de latencia, supervivencia y persistencia en el
medio ambiente at igual que la forma rugosa. Se propone que la forma viable no
cuitivable de V.cholerae es por Ja cual se mantiene y distribuye en la naturateza.
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De o anterior puede comprenderse que la bacteria, como un ente vivo, ha
manifestado cambios que le permiten resistir condiciones desfavorables (o
condiciones de estrés) y que le permitan entrar en un estado de letargo y formar
reservorios acuaticos que garanticen su supervivencia para que en el momento en
que las condiciones de su entorno cambien a un medio favorable, realizar un
nuevo cambio e iniciar funciones metabélicas que fe permitan desarroliarse y
multiplicarse.

Los trabajos de Hug, Colwell, Brayton P. y col., 7 mencionan que el estado
de letargo, se logra cuando la bacteria interacciona con un reservorio acuético, y
tienen la caracteristica de no ser propagadas en medios de cultivo, los cuales si
son capaces de aislar |a bacteria colérica en muestras emitidas por el paciente.
También indicaron que las bacterias de V.cholerae presentes en el medio
acuatico cuando éstas poseen las condiciones adecuadas para el desarrollo
bacteriano, son de tipo cultivables, es decir, que dichas bacterias si pueden
aislarse en el laboratorio clinico con el uso de medios de cultivo adecuados.

Sin embargo, tanto la forma no cultivable y la forma cultivable de la bacteria
de V. cholerae tienen la capacidad de desarrollar el cuadro clinico tipico de la
enfermedad, segin lo indicado por Colwell R, y col.®

De esta forma, y sobre la base de su capacidad de desarrollarse en medios
de cultivo de laboratorio microbioldgico, se ha descrito la presencia de dos tipos de
bacterias coléricas capaces de desarmollar la enfermedad; es de este modo que se
presenta la problematica de realizar el aislamiento de la forma no cultivable. Se
han realizado métodos de Biologia Molecular para mostrar la presencia de
bacterias coléricas no cultivables en medios acuaticos, pero debido a su alto costo
solo se han utilizado con fines de investigacién.

FACTORES QUE FAVORECEN EL DESARROLLO Y VIABILIDAD DE V.cholerae

Ha existido gran interés por parte de los investigadores por conocer el
comportamiento de la bacteria colérica cuando las condiciones nutricionales
idoneas para ella no son las adecuadas, situacién que se presenta en las
estaciones climaticas diferentes al verano, cuando incluso la temperatura no es la
adecuada para el desarrollo y la multiplicacién bacteriana. A partir de lo anterior,
los estudios realizados han arrojado los siguientes factores condicionantes de 1a
viabilidad y desarrollo de la bacteria :

Agua: V cholerae, incluidas sus cepas toxigenas, ha sido aislado con frecuencia
de ambientes acuaticos, tales como bahias, rfos, canales, zanjas y aguas
subterraneas 8.

Nutrientes: V cholerae 01 es un anaerobio facultativo. Puede realizar respiracién
en presencia de oxigeno o realiza un proceso de fermentacién en ausencia de
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éste. Tiene la capacidad de crecer en medios que contienen carbohidratos
(principalmente glucosa), asf como nitrégeno, azufre, fésforo y sodio. >®

lones: Tiene un requerimiento absoluto de Na* para el crecimiento. Cepas
toxigénicas de V.cholerae biotipo El Tor requieren Na‘ para sobrevivir en
ausencia de otros nutrientes y para crecer mas rapido en presencia de ellos. El
requerimiento de Na* no puede satisfacerse mediante la sustitucién con los
metales alcalinos Li* o K*. Sin embargo, la adicién de los metales alcalinotérreos
Ca® en presencia de Na* y Mg contribuyé a prolongar su supervivencia. 8

Salinidad: La bacteria tiene la capacidad de sobrevivir en ausencia de nutrientes
pero en presencia de salinidad. De acuerdo a los estudios de [aboratorio de Miller
y col. V cholerae 01 toxigeno biotipo El Tor es capaz de sobrevivir en ausencia de
nutrientes en aguas con una salinidad de 2.5 a 30 partes por 1000 {(encontrandose
una salinidad 6ptima de 20 partes por 1000).

La concentracién salina mas baja en la cval V.cholerae sobrevivia en forma
estable en un tiempo de 70 dias fue de 0.05%; la concentracién salina mas baja
en la cual la bacteria sobrevivia por un tiempo estimado de 24 horas, fué de 0.01%
(ref.12 y 25). Estos investigadores también encontraron que a concentraciones de
0.005% la bacteria colérica tenia la capacidad de entrar a un estado de letargo, y
en este caso requeria de determinados niveles de nutrientes.

Por otra parte, Tamplin y Colwell ® han observade que el grado de salinidad
éptimo para la produccién de toxinas por V.cholerae 01 oscila entre 0.020 y
0.025%. No obstante, la bacteria tiene la capacidad de colonizar ecosistemas de
agua dulce. Miller y col. encontraron que el microbio conservaba la capacidad de
producir toxina después de 64 dias de estar expuesto a condiciones de baja
salinidad en el laboratorio.

Temperatura: La temperatura adecuada para el crecimiento de V.cholerae 01
toxigeno biotipo El Tor oscila entre 30 y 37 °C. En estudios realizados por Miller y
col. encontraron que cepas de V.cholerae se desarrollaban bien en temperaturas
de 25°C a concentraciones salinas de 0.1 y 1%, pero no a 0.001%. Utilizando
estas mismas concentraciones salinas pero a temperatura de 4°C, encontraron
que las concentraciones de 0.1 y 1% sobrevivian mejor que en la concentracion
salina de 0.001% a temperatura de 25°C, pero las bacterias suspendidas en las
concentraciones salinas utilizadas a 4°C mostraban un gran decremento en su
sobrevivencia, lo que no ocurria con las utilizadas a 25°C (a excepcién de la
concentracion salina de 0.001%). Lo anterior indica que la salinidad aunada a la
temperatura del entorno de [a bacteria V.cholerae, influyen en gran medida en su
sobrevivencia.

Acidez y Alcalinidad: V cholerae, toxigeno biotipe El Tor puede tolerar ambientes
alcalinos y es muy sensible a la acidez. De acuerdo a Miller y col. &, e! pH 6ptimo
para la supervivencia de la bacteria en el agua a 25°C es de 7 a 8.5 cuando la
salinidad es moderada y de 7.5 a 9 cuando es baja.
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Presencia de plantas y animales acuaticos: La bacteria de V.cholerae 01 toxigeno
biotipo £l Tor ha sido aislado de plantas macréfitas en aguas marinas y dulces, lo
cual permite su supervivencia en ambientes acudticos desfavorables. Istam y col.
han sugerido que las plantas acudticas pudieran ser reservorios ambientales del
microorganismo, probablemente mediante una asociacién inespecifica o entre
comensales. *

V.cholerae serogrupo 01 se concentra en especies de fitoplancton y
zooplancton de agua salina y dulce, a las cuales se adhiere. Hug y col. estudiaron
la asociacién ecolégica entre V.cholerae 01 y copépodos planctdnicos. Utilizaron
dos cepas coléricas, una de origen clinico (biotipo ‘clasico’) y otra aislada de las
aguas de un rio en Dacca, Bangladesh (biotipo El Tor). Encontraron que la parte
oral y el saco de huevos de los copépodos plancténicos fueron las areas mas
colonizadas por V.cholerae 01. Los resultados de |z investigacion sugieren que la
multiplicacién de los vibriones tiene lugar en el saco de los huevos, el aparato
digestivo y el exoesqueleto quitinoso de los copépodos. El agente patégeno
secreta quitinasa, enzima que le permite utilizar la quitina como fuente de
nutrientes. La adherencia a las superficies quitinosas le confiere mayor resistencia
a la acidez del medio y a las bajas temperaturas. Los investigadores ilegaron a [a
conclusién de que la ovipostura y la expulsién de materia fecal por copépodos
planctonicos pueden facilitar la diseminacién y multiplicacién del microorganismo
patégeno en ambientes acuéticos.

Ademas, V.cholerae se ha aislado de camarones, cangrejos, ostiones y de
los intestinos de peces. Esto se debe a que la superficie quitinosa de los
crustdceos provee un sustrato adecuado para la multiplicacién de la bacteria.
Estudios epidemioldgicos han encontrado una asociacién entre la incidencia del
colera y el consumo de pescados y otros alimentos marinos crudos o mal
cocinados.

VARIACIONES DE LAS CEPAS in vitro DEL ESTADO VIABLE CULTIVABLE

En la actualidad se emplean los medios de cultivo Agar Tiosulfato, Citrato
Sales biliares y Sacarosa (agar TCBS) y Taurocolato Telurito Gelatina (TTG) para
el aislamiento de Vibrio cholerae provenientes de heces diarreicas, y ambos
medios proporcionan un excelente aislamiento del microorganismo, aunque se
utiliza mas frecuentemente el agar TCBS por su mayor accesibilidad comercial.
Sin embargo, este medio no es recomendable para pruebas muy importantes
como las serol6gicas debido a la presencia de carbohidratos que pueden causar
resuita‘gos falsos positivos por la aglutinacién entre estos y los anticuerpos del
suero.

10



4 ks ¥ e

S et

Aislamiento selectivo de Vibwio sp Excelente

Expelente
| Uso para sequimiento de prucbas semloficas | Remular Excelerts
Uso pare pruebas de oxidass Pobrs Excelento
Indicador de fermentacion da sacarosa Si No
Zmadegelaﬁnasaahededordetamloﬁa No Si
Disponibilidad comerncial Si No
Reguerimiento de esterilizacién en autoctave No Si

Tabla 3. Caracterfsticas de los medios de cultivo agar TCBS y TTG (Referencia 10)
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Fig.1 Aspecio da 1as colonlas de
V.cholerae en Agar TCBS

Actualmente existen variaciones en las cepas de V.cholerae de acuerdo a
su morfologia que presentan en el medio de cultivo utilizado para el aislamiento de
especies de Vibrio (principalmente en agar TCBS). Estas variaciones presentan
una coloracidn verdosa en las colonias y una consistencia mucosa en el medio de
cultivo de agar TCBS. Algunos autores mencionan que estas variaciones se
presentan en cultivos viejos y también in vivo y se les han denominado como
formas rugosas de la bacteria de V.cholerae .

T

Fig.2 §e muestran dos tipos de colonias
en {a caja de la izq. las varlantes rugosas
en la de la derecha las fisas.
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Esta variacion fue descrita en una publicacion realizada en 1938 por White
PB. ", ¥ en dicho trabajo se menciona que la variante de tipo rugoso aparece en
los medios de cultivo, una vez que se han realizado varios pases de colonias cuyo
aspecto era diferente al de tipo liso (colonias amarillas de consistencia cremosa o
butirosa ), Este autor indica que las colonias con forma rugosa, estan compuestas
por bacterias que producen un material quitinoso,

White Bruce en el National Institute for Medical Research de Londres,
realizé una descripcion de las caracteristicas de una forma rugosa, obtenida a
partir de varias resiembras de cepas lisas de V.cholerae. De acuerdo a lo indicado
por este investigador, fas colonias rugosas se encuentran embebidas en una
matriz extracelular amorfa, a la que llamé zooglea, y que son morfolégica e
inmunolégicamente diferentes a las variantes lisas. Ademas por observaciones al
microscopio, se ha encontrado que las bacterias rugosas son pequefias y tienen
una forma cocoide.

Con respecto a la presencia de colonias de tipo rugoso en los medios de
cultivo, en diferentes publicaciones se ha mencionado como probable causa a la
presencia de una capa lipopolisacérida en la célula bacteriana, como respuesta a
condiciones desfavorables presentes en su entorno. Tales condiciones son:
respuesta a la presencia de pH desfavorable a la viabilidad bacteriana colérica,
temperatura, salinidad, concentracién de iones cloro, baja concentracién de
nutrientes y exposicion a rayos ultravioleta. Al existir condiciones desfavorables en
el medio, es de esperarse que el nimero de bacterias presentes disminuyera
considerablemente hasta desaparecer. Sin embargo, y como se menciond antes,
la bacteria desarrollé un mecanismo protector y/o de adaptacién hacia [as
condiciones desfavorables en su entorno anteriormente indicadas, lo que le
permitié mantenerse en cantidades suficientes para multiplicarse una vez que las
condiciones fueran adecuadas para tal fin.

Como prueba de o anterior, Miller C.J. y col. * en un estudio en el que
investigaban el efecto de ia salinidad en la bacteria, encontraron que cepas que
previamente hablan estado sometidas a condiciones de estrés, soportaron mejor
condiciones de baja salinidad que las bacterias no pre-estresadas, esto se reflejo
en una menor disminucién del numero de bacterias estresadas en comparacion
con las bacterias no pre-estresadas. Ademas, Rice y col. encontraron que la
variante rugosa se conserva viable en presencia de cloro. Muy probablemente
este mecanismo de proteccion desarrollado por la bacteria explique la razén por la
cual no desaparezcan del medio ambiente durante las estaciones climaticas de
otofio, invierno y primavera, donde las condiciones no son las adecuadas para
causar una multiplicacién suficiente para lograr una infeccién en el ser humano.
Recientemente, se ha propuesto, de un modo general para [as bacterias y para los
seres vivos, la presencia de moléculas de naturaleza protéica en el interior de la
célula que son responsables de la reparacion del material genético cuando la
célula bacteriana ha sido expuesta a la accidn de agentes mutagenos, y que se
encuentran asociadas a ciertas regiones de proteinas recién sintetizadas 2.
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En ofras publicaciones, se ha indicado la presencia de protefnas
denominadas “de choque”; las cuales reciben este nombra debido a que su
. Sintesis estd dada por ciertos genes que se activan cuando la célula bacteriana
que fos porta, sufre de un estado de estrés, tal como la temperatura, aunque
también se menciona a agentes quimicos tales como etano! o metales. ** Como ya
se sabe, un choque témmico provoca el paro de la sintesis protéica en el
citoplasma, ademds que dejan de expresarse los genes. Segun lo indicado por los
investigadores del tema, las céiutas podrén regresar a un estado "normal® cuando
88 expresen los genes termoinducibles, es declr, se realice la sintesis de las
protelnas de choque; una vez efectuado lo anterior la céiula podra recuperar el
perfil habitual de sintesis protéica y su fisiologia normal.'*

De los dos planteamientos anteriores, puede mencionarse que la bacteria
de V.choleras puede de alguna manera reafizar un mecanismo de adaptacién
similar sintetizando ciertas moléculas que tengan la capacidad de preservar parte
de la integridad celular, cuando las condiciones que le rodean no favorecen un
estado optimo de fisiologia celular.

VIRULENCIA GENICA DE V.cholerae 01

La bacteria de V.cholerae, como se comenté anteriormente, ejerce su
patogenicidad debido a la accién de una toxing producida por la bacteria. Sin
embargo, existen otros factores que contribuyen a que el desarrolio de la
infeccién, colonizacién y produccién de la toxina se fleven a cabo, de tal suerte
que en ausencia de ellos pusde verse memada la actividad patogénica del
V.cholerae 01,

Estos factores son esencialmente proteinas producidas por el genoma de la
bacterla. Estas juegan un papel importante en la produceién de la enfermedad a
través de una interaccién entre eflas, aunque su mecanismo no esta bien definido.

La toxina del cdlera es producida por los genes cfxA y ctxB, los cuales se
encuentran en Ja region del core de V.cholorae. Dentro del mismo se encuentran
otros grupos de genes que intervienen en la virulencia de la bacteria. Estos son los
genes zoty ace. El primero reafiza un rompimiento en las uniones estrachas de las
células det Intestino delgado y con ello no permite el balancs idnico provocando
diarrea. Se ignora st el gene zof interactGa con otros factores de virufencia o con el
gene clx, asi mismo se desconoce si todas las cepas contienen este gen.

El gen ace produce una enterotoxina accesoria def céiera (Ace). Estos
genss no estdn relacionadas con la cfx ni con el gen zof. En animales la Ace
produce diarrea, pero en humanos no esti conocida su funcién.

Muchas cepas de V.cholerae producen mas toxinas que otras y en muchos
casos esto se debe a la duplicacién de los genes cfxAB. La duplicacién de ia
regién cix es conocida en la colonizacién de animales. El descubrimiento de que
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los genes ace y zot son parecidos al gene cixAB en el cromosoma, permite la
posibilidad de que estos genes constituyan un cartucho (o casette) de virulencia
que puede ser amplificado durante la infeccién.

Ademas de los genes zof, ace y c¢txAB, en esta regidn se encuentran los genes
cep que codifica para un pili, ol que codifica una proteina de funcién
desconocida. Todos estos elementos se encuentran flanqueados por copias de
una secuencia repetitiva llamadas RS1.

El arreglo de los genes en el core de V.cholerae es la siguiente:

xe oA
cop oty [ — Zot [ 8
O ————————— Aee——
RSt | l /R
ae CTATGA ATA TIT TGA TTTTTGAT A TTATGA
2ot AT AGT xR TTT TGA TTITIGAT B ATG AT

Arreglo de los genes cieAB, zoty ace en 13 regidh del core dg ¥.choferae



La produccién de genes de virulencia por V.choferae es regulada en
muitiples niveles, los cuales incluyen:

Duplicacion de la regién ctxAB de el cromosoma
Regulacion de la transcripcién del gene de virulencia
Translacion diferencial de ¢txA y ctxB en ef RNAm
Activacién de la subunidad A por rompimiento proteolitico.

La transcripcién del operén cixAB es afectado por un nimero de factores
ambientales, incluyendo pH, ciertos aminodcidos, baja osmolaridad y temperatura.
Existen genes que regulan la actividad de cfxAB, entre ellos se incluyen a los
genes fcp y acf, también llamados tag (genes aclivadores de toxina), para los
cuales su funcidn no ha sido bien establecida. El hecho que genes reguladores
similares a ctxAB estdn localizados en diferentes sitios en el cromosoma sugiers
que esos genes son parte de un regulén, Existen fres proteinas involucradas en el
control de la expresién del reguién. Estas proteinas son:

ToxR. Es una proteina de 32 kDa que atraviesa la membrana citoplasmica,
aproximadamente 2 terceras partes de ia porci6n amino terminal de ToxR es
expuesta al citoplasma y esta porcién contisne el DNA del dominio de enlace. Un
modelo para saber cdmo ToxR activan la transcripcion de cixAB se basa en Ia
suposicién que los monémeros de ToxR no se une al DNA, mientras que los
dimeros de ToxR se enlazan a la regi6n del operador de cfxAB y activan la

expresion.

ToxS: Es una proteina periplésmica de 19 kDa, act(a para facilitar la formacién del
dimero de ToxR.

No estd claro como este sistema (ToxR/ToxS) responda a sefales
ambientales. Presumiblemente los cambios en la conformacién de TaxS debida a
varias sefiales permitan la dimerizacién de ToxR, pero la naturaleza precisa de tal
interaccion no esté bien determinadsa.

La expresidon del operdn ToxRS es también regulada en el nivel de
transcripcidn. Arriba de este operdn se encuentra un gene {htpG) que codifica una
proteina de choque térmico. Estas se producen en altos niveles cuando la bacteria
es expuesta a altas temperaturas u oftras formas de estrés. Los genes toxR y hipG
son transcritos en sentido contrario. Existe un mecanismo propuesto que pretende
explicar la transcripcion de ToxR. Este consiste en una RNA polimerasa sigma
unida al promotor ToxR; el gene foxR se transcribe solo a bajas temperaturas, al
elevarse ésta, la RNA polimerasa involucrada en la transcripcion de los genes de
termo-shok se unen al promotor de hipG v de esta forma reprimen al promotor de
ToxR. Lo anterior puede explicar que los productos génicos CT y CTP se expresan
in vitro a 30°C pero no a 37°C en al V.cholerae clasico.
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ToxT: Es una proteina de 32 kDa codificada por el gen foxT; su secuencia
aminoacidica ‘es similar a una familia de activadores transcripcionales. La
transcripcion de ToxT es activada por ToxR; ToxT activa la expresién de otros
genes incluyendo fcpA. El gen toxT se localiza dentro del grupo de genes fcp,
entre fcpF y {cpJ. Varios genes, tales como Icp y acf, son activados directamente
por foxT, pero no con ToxR. En otros genes, tales como cix es activado
directamente por ToxR. En el caso de ctxAB, ToxT participa junto con ToxR en la
regulacién de la transcripcién; pero la forma en cémo esos dos activadores
interactan con la regién operadora-promotora es desconocida '°.

DESCRIPCION DE OTRAS TOXINAS Y GENES PRESENTES EN V.cholerae

La bacteria causante del célera en humanos, produce otras toxinas de
naturaleza protéica ademas de la causante del desequilibrio i6nico en el intestino
delgado. En algunas de ellas no esta bien definido su papel en la infeccién y
desarrollo de la enfermedad. Asl mismo, se presentan dentro del genoma de la
bacleria ciertos genes que si bien es cierto no esta completamente claro su papel
en el vibrio, si se conoce un poce de su interaccién con ofros elementos
constitutivos de la bacteria.

Toxina Tcp: Se le conoce como toxina correguladora del pili y es codificada por el
gene tcp. Su funcién en la infeccidén no esta claro, pero cepas mutantes que no
codifican la toxina son avirulentas en el humano. Asi mismo, no se ha identificado
algun receptor en las células del epitelio del intestino delgado para el pili de
V.cholerae. Una vez sintetizado ef pili, este consta de dos subunidades: Ia
subunidad A y la subunidad B. La primera es de mayor magnitud que la B. Los
genes que las codifican son tcpA y tepB, respectivamente. La subunidad mayor del
pili (A), actia como mediador en la vinculacién entre el pili y la célula hospedera.

En la regulacién de la expresion del gene del pili estan involucrados tres genes, y
para la secrecion y ensamblamiento cuatro. Entre ellos se incluyen:

tepC: Es un gene que codifica una proteina de la membrana externa con funcién
desconocida.

tepd: Es un gene que codifica una peptidasa que rompe la sefal de la secuencia
amino terminal a partir de la secrecidn de tcpA.

tcpG: Localizado fuera del grupo de genes que puede codificar una protelna
chaperona (la cual ayuda en el plegamiento adecuado de las protelnas
secretadas).

Hemaglutinina: V.cholerae produce una proteina de superficie que aglutina
eritrocitos. En otras bacterias patégenas esta proteina provee de adhesinas y
puede contribuir a la adherencia de V.cholerae; sin embargo, no se conoce si
tiene un papel directo en la colonizacién del intestino.

Genes acf. Existen posibles factores de colonizacién codificados por genes
llamados factores accesorios de colonizacién (genes acf). Las proteinas
producidas por estos genes se encuentran en fa membrana externa de la bacteria
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Y Parecen ser importantes en la colonizacion, debido a que bacterias mutantes que
carecen de estos genes muestran una reducida capacidad para colonizar el tracto
intestinal de animales. El mecanismo por el cual proteinas Acf contribuyen a la
colonizacién, no esta bien claro.

Gene hap: Este gene codifica una proteasa que posee actividad hemaglutinante,
Esta proteasa es zinc y calcio dependiente, degrada un ndmero diferente de tipos
de proteina incluyendo fibronectina, lactoferrina y a ta misma toxina de! clera. En
bacterias de V.cholerae mutantes, las cuales no producian esta proteasa, se
observé que fueron fotalmente virulentas en conejos, lo cual indica que esta
proteasa no realiza una mayor contribucién a la colonizacién. Estos resultados
indican, asi mismo, que aunque la hemaglutininproteasa rompe también a la toxina
colérica, ésta no es responsable de la activacién de la toxina por separacion de la
misma en sus dos subunidades.

Genes zot: Algunas cepas de V.cholerae producen una toxina llamada Zot {zona
occludens toxin), que rompe las uniones que mantienen la mucosa celular dal
intestino delgado unida y preservan la integridad de la membrana. Estas uniones
actlan como una barrera que los iones no pueden atravesar. La toxina Zot
destruye estas uniones y no solo permite la fuga del contenido luminal, también
altera el equilibrio idnico y ocasiona diarrea. No estad conocido si este gene
interactia con el gene ctx u otros factores de virulencia, o si todos Jos genes
contienen el gene zot .15
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[V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Al ser las bacterias uno de los organismos vivos que por su tiempo de
generacion ha experimentado y manifestado cambios en su respuesta hacia
agentes fisicos y quimicos presentes en el medio ambiente, es de esperarse que
en la actualidad dichos cambios adaptativos puedan alterar en alguna forma el
patrén de diagnéstico de algunas de las pruebas realizadas para tal fin,
complicAndose asf i1a labor del microbidlogo, al no poder identificar de forma
adecuada determinadas bacterias de interés clinico.

En este sentido, ia bacteria de Vibrio cholerae ha realizado este tipo de
cambios que se manifiestan an los medios de cultivo més usuales en laboratorios
clinicos, obteniéndose dos tipos distintos de morfologias coloniales, una de ellas
de aspecto rugoso (colonias verdes, que en un momento dade puede confundirse
con V.parahemoliticus), y otra de aspecto liso (colonias amarillas, que
normaimente se obtiensn en el medio TCBS). Clinicamente, ambas formas tienen
la capacidad de desarrollar la enfermedad en el paciente (la forma rugosa
desarrolla un cuadro clinico menos severo),"!

Con estos antecedentes, y tomando en cuenta también que ambas formas
(rugosa y lisa) tienen capacidad de desarrollar la enfermedad, debe disefiarse un
método diagnéstico que pueda aislar y recuperar tanto las formas lisas (colonias
amarillas) y las formas rugosas (colonias verdes), ambas en el medio agarTCBSy
una vez realizado lo anterior, poner de manifiesto las colonias lisas a partir de las
colonias rugosas aisladas y obtenidas con el método disefado.

Ef disefio de dicho método serd de acuerdo a los alcances en materia de
insumos presentes en el laboratorio clinico del hospital general regional No. 25 del
Instituto Mexicano del Seguro Social, para que tenga una mayor reproducibilidad
para posteriores procesos diagnésticos en casos de colera.
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V. OBJETIVOS

- Obtener variantas rugosas a partir de formas lisas de la bacteria de V.cholerae

- Conocer el grado en que influye en la formacién de variantes rugosas los
factores: nutrientes, temperatura, pH, cloro y iones sodio.

- Revertir el proceso de obtencién de una variante rugosa para aislar variantes
lisas,

~ Disefiar un método de diagnéstico que comprenda la identificacién tanto de
formas lisas como de variantes rugosas.
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VI. HIPOTESIS DE TRABAJO

Tomando en cuenta que los factores: temperatura, pH, iones sodio, iones
cloruro y concentracién de nutrientes, influyen de manera decisiva en [a formacién
de colonias de tipo rugoso en los medios de cultivo utilizados para el aislamiento
de V.cholerae, por lo tanto, al crear condiciones desfavorables para el desarrollo
de dicha bacteria por medio de la alteracién de los factores fisicoquimicos
mencionados anteriormente presentes en el medio de recuperacién y aislamiento
disefiado en el laboratorio, se obtendran in vitro las variantes rugosas de la
bacteria de V.cholerae .
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VIL. MATERIAL
1) SUSTANCIAS QUIMICAS Y REACTIVOS

- Acido clorhidrico (Merck)

- Acriflavina (Sigma)

- Agua destilada

- Agar hierro triple az(car (medio TSI) {Bioxon)

- Agar MacConkey (Bioxon)

- Agar tiosulfato - citrato — sales biliares y sucrosa (agar TCBS) (Bioxon)
- Agua peptonada (AP) (Oxaid)

- Caldo arginina (Ca) (Bioxon)

- Caldo de enriquecimiento para gram negativos de Haffna (caldo GN) (Merck)
- Caldo Peptonado (Cp) (Bioxon)

- Caldo soya tripticaseina (CST) (Bioxon)

- Hipoclorito de sodio

- Medio base de agar sangre (BAB) (Bioxon)

- Medio de cultivo lisina arginina (medio LIA) {Bioxon)

- Medio de cultivo movilidad indo! ornitina (medio MIOQ} (Bioxon)

- Papel indicador de pH (Bayer)

- Sodio, hidroxido de (Merck)

ANTISUEROS :

- Antisuero polivalente (anti-O) para V.cholerae (Difco)
- Antisuero anti Ogawa (Difco)
- Antisuero anti Inaba (Difco)

2) MATERIAL

- Agitador de vidrio

- Asas bacterioldgicas

- Cajas de Petri (Pyrex)

- Cubrebocas

- Gasas estériles

- Gradifla de alambre para tubos de 18 x 150
- Guantes de latex estériles (Olly)

- Matraz Erlenmeyer de 250 mL (Pyrex)

- Mechero Fisher-Johns

- Perilla de succién (Brand)

- Pipetas graduadas de 1, 5y 10 mL (Pyrex)
- Portaobjetos (Fisher-Brand)

- Probeta graduada de 1000 mL (Pyrex)

- Puntas para micropipeta estériles (HT).

- Tubos de rosca con tapa de baquelita (Pyrex)
- Vasos de precipitado de 500 mL (Pyrex)
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3) MATERIAL BIOLOGICO

- Cepa de Salmonella sp det cepario del laboratorio clinico del hospital general
regional No. 25 del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)

- Cepa de Shigella sp del cepario del laboratorio clinico del hospital general
regional No. 25 del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)

- Cepas de V.cholerae del cepario del laboratorio clinico del hospital generatl
regional No. 25 det Instiluto Mexicano del Seguro Social (IMSS)

- Cepa control de rugosidad positva de V.cholerae (Cepa ID2)

- Muestra de materia fecal perteneciente a un paciente atendido en ef hospital
general regional No. 25 en el mes de agosto de 1988 con diagnostico de
Escherichia coli

4) EQUIPO
- Autoclave - Micropipeta 100 puL (HT)
- Incubadora (Precision) - Microscopio optico (Carl Zeiss)

- Balanza semianalitica (Sartorious) - Refrigerador (General Electric)
VIIL DISENO EXPERIMENTAL

Paoblacion

Se utilizaron cepas de V.cholerae que formaban parte del cepario del
laboratorio clinico del hospital general regional No. 25 del IMSS, las cuales a su
vez fueron aistadas de muestras de materia fecal de pacientes diagnosticados con
cdlera durante los afios de 1991y 1992.

Criterios de inclusion

Las cepas de V.cholerae que se utilizaron en el presente trabajo fueron
aquellas que se encontraron viables y cultivables en los medios de cultive de agar
TCBS y agar MacConkey y cuyos resultados de identificacion metabdlica y por
aglutinacion correspondieron a V.cholerae Q1 serotipo Ogawa.

Criterios de exclusién
No se incluyeron en este trabajo experimental a aquellas cepas que no se
desarroilaron en los medios de cultivo de agar TCBS y MacConkey y cuyos

resultados de identificacién metabélica y por aglutinacion no correspondieron a
V.cholerae O1 serotipo Ogawa.
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3) MATERIAL BIOLOGICO

- Cepa de Salmonella sp del cepario del laboratorio clinico del hospital general
regional No. 25 del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)

- Cepade Shigella sp del cepario del laboratorio clinico del hospital general
regional No. 25 del Instituto Mexicano del Seguro Social {IMSS)

- Cepas de V.choferae del cepario del laboratorio clinico del hospital general
regional No. 25 del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)

- Cepa control de rugosidad positva de V.cholerae (Cepa 1D2)

- Muestra de materia fecal perteneciente a un paciente atendido en el hospital
general regional No. 25 en el mes de agosto de 1988 con diagnéstico de
Escherichia coli

4) EQUIPO
- Autoclave - Micropipeta 100 puL (HT)
- Incubadora (Precisién) - Microscopio optico (Carl Zeiss)

- Balanza semianalitica (Sartorious) - Refrigerador (General Electric)
VIIL DISENO EXPERIMENTAL

Poblacion

Se utilizaron cepas de V.cholerae que formaban parte del cepario del
laboratorio clinico del hospital general regional No. 25 del IMSS, las cuales a su
vez fueron aisladas de muestras de materia fecal de pacientes diagnosticados con
cdlera durante los afios de 1991y 1992.

Criterios de inclusion

Las cepas de V.choferae que se utilizaron en el presente trabajo fueron
aquellas que se encontraron viables y cultivables en los medios de cultivo de agar
TCBS y agar MacConkey y cuyos resuitados de identificacion metabdlica y por
aglutinacién correspondieron a V.cholerae 01 serotipo Ogawa.,

Criterios de exclusion
No se incluyeron en este trabajo experimental a aquellas cepas que no se
desarrollaron en los medios de cultivo de agar TCBS y MacConkey y cuyos

resultados de identificacion metabdlica y por aglutinacién no correspondieron a
V.cholerae O1 serotipo Ogawa.
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X METODOS

DIAGRAMA DE FLUJO REALIZADO
Recuperacién de cepas de
Vibrio cholerae Identificacion de
- riquecimiento a
- Identificacién metabdlica Serogrupos y Serofipos
- ldentificacién por método
comercial (Cholera Smart)
v

Caracteristicas de Laboratorio
de los morfotipos rugosos de
V.cholerae

- Medios de cultivo
- Factores fisicoquimicos

Obtencién e ldentificacion
de Formas Rugosas da
Vibrio cholerae

- Acriftavina
- Vapor Fluente

Estudio Piloto
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METODOS

A. RECUPERACION DE CEPAS
A.a. Recuperacidn primaria:

1. Se seleccionaron los tubos con medio de cultivo base de agar-sangre que
contienen a las cepas de V.cholerae provenientes de pacientes que padecieron la
enfermedad durante el afio de 1997 y que fueron atendidos en el hospital general
regional No.25 del IMSS. Dichas cepas se encuentran en el cepario del
taboratorio clinico del hospital.

2. Se mantuvieron en reposo hasta que alcanzaron la temperatura ambiente

3. Se inocularon cada una de las cepas en placas de agar TCBS aislando por
estria cruzada. Posteriormente se incubd a 37°C por 24 horas.

4. Se reviso el crecimiento en las placas.

5. Para el caso de cepas que no se desarroliaron de acuerdo al procedimienta
anterior, se procedié al siguiente proceso.

A.b. Enriguecimiento de cepas

1. A cada cepa que no se desarrollé en el medio de cultivo de agar TCBS, se
inoculd en tubos con agua peptonada alcalina (AP).

2. Se incubd a 37°C por 24 horas.

3. De los tubos con crecimiento, se sembraron placas de agar TCBS, aislando por
estria cruzada,

4, Seincubd a 37°C por 24 horas.

5. Se reviso el crecimiento en las placas.

A _c. Identificacion Metabdlica de las cepas recuperadas

1. A las colonias recuperadas se procedié a realizar la identificacion bioguimica
mediante el uso de las siguientes pruebas: medio Caldo Peptonado, Caldo
Arginina, medio MIO, medio TSI y medio LIA.

2. Se inocularon cada uno de los anteriores medios de identificacion bioguimica

mediante agitacion en el medio (caldos petonado y arginina), picadura {(medio

MIQ}, y picadura y estria en la superficie del agar {medios TSI y LIA).

Se inocul$ también por estria un tubo de 13 x 100 con medio base de agar

sangre.

Se incubaron a 37°C por 24 horas.

Se realizd la lectura de resultados.

Al crecimiento obtenido en los tubos con medio LIA, se realizd la prueba de

oxidasa.

Se procedi6 a la identificacion de la especie bacteriana recuperada para cada

cepa.

w

Nooohs
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B. IDENTIFICACION DE SEROGRUPOS Y SEROTIPOS MEDIANTE
AGLUTINACION CON SUEROS POLIVALENTES Y MONOVALENTES ANTI-
V.cholerae.

1. En un portaobjetos limpio, se colocaron gotas de solucion salina y de los
antisueros en el siguiente orden: solucién salina {contro} negativo), suero anti-O1
(suero polivalente), sueros monovalente Ogawa, y suero monovalente Inaba.

2. Se tomo una asada de crecimiento colonial a partir del tubo de BAB y se mezcld
con cada una de las gotas de los reactivos anteriores por separado.

3. Se realiz6 la lectura de resultados de aglutinacion.

4. Se hizo la misma operacién para cada cepa recuperada.

C. OBTENCION E IDENTIFICACtON DE FORMAS RUGOSAS DE LA BACTERIA
DE V.cholerae

1. Se inoculd y aisld por estria cruzada cada cepa de V.cholerae recuperadas por
medio de los procesos anteriores en placas de agar-TCBS utilizando una placa por
cada cepa. Se incub6 a 37°C por 24 horas.

2. Se sometié a un proceso de estrés a las colonias obtenidas en cada placay a
su vez para cada cepa, a través de una disminucién de ta temperatura,
introduciendo las placas de agar-TCBS con colonias desarrolladas en el
refrigerador del Laboratorio Clinico (Temp. aprox. de 4°C).

3. Se mantuvo a estas condiciones por un tiempo no menor a 48-72 horas.

4. Se retiraron las placas del refrigerador y se realizaron las pruebas de identi-
ficacion de morfotipos rugosos a las colonias presentes en el medio.

C.a. Identificacién de morfotipos rugosas mediante aglutinacién con colorante de
Acrifiavina

1. Se colocaron en un portaobjetos limpio dos gotas de solucion de acriflavina.

2. Se tomd una asada de una colonia de V.cholerae y se mezclé con una de las
gotas de solucion de acriflavina.

3. Se observd la presencia 0 no de aglutinacion en ia suspension obtenida a
contra-luz en un tiempo no mayor a un minuto.

4. Se realizd lo anterior para cada cepa en estudio.

{nterpretacién de la prueba:

;
Prueba positiva; La presencia de grumos indica aglutinacién positiva y rugosidad de la colonia para
la cepa de Vibrio cholerae en estudio.
Prueba negativa: La ausencia de grumos indica aglutinacion negativa y caricter liso de la colonia
para la cepa de Vibrio cholerae en estudio.
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C.b. Identificacion de formas rugosas mediante aglutinacion por Vapor Fluertte.

1.. Se realizd Ja inoculacion por estria de aistamiento de las cepas estresadas en
placas:de BAB (una cepa por placa). A continuacién se incubd a 37°C por 24
horas,

2. Se enriquecié en caldo de soya y tripticaseina (CST) contenida en tubos de
18x150, a tres colonias de cada cepa presente en las placas de BAB (una colonia
por tubo) , por 24 horas a 37°C.

3. Los tubos con crecimiento se colocaron en la autoclave a las condiciones de 5
libras de presion y a aproximadamente 105 °C por dos horas.

4. Después se colocaron los tubos en refrigeracion (4°C) durante un tiempo de 24
horas.

5. 8e realizé la lectura de resultados y la posterior identificacién de morfotipos
fugosos (presencia de boton en fondo del tubo) o lisos {presencia de sedimento en
ol fondo del tubo).

Interpretacion de la prueba:

Prueba Positiva; Indica rugosidad positiva y se manifiesta por presencia de un botén en el fondo
del tubo que se desprende y causa turbidez en el caldo de enriquecimiento.

Prueba negativa: Indica rugosidad negativa y se manifiesta por presencia de un botén en e fondo
del tubo que no se desprende y mantiene claro y transparente el caldo de enriquecimiento,

D. CARACTERISTICAS DE LABORATORIO DE LOS MORFOTIPOS RUGQOSOS
DE V.cholerae

D.a. Condiciones Optimas de desarrollo de morfotipos rugosos de V.chalerae
mediante utilizacién de caldos de enriquecimiento.

1. Se utilizaron cepas de V.cholerae en su estado rugoso,

2. Se etiquetaron tubos con AP con diferentes valores de pH (5.5 a 8, con los
datos correspondiertes para cada cepa.

3 Se realizd e mismo procedimiento con tubos de CST con los mismos
diferentes valores de pH.

4. Para cada cepa, se tomd una asada de colonias en su estado rugosoi y se
inoculd en los tubos con AP y CST con diferentes valores de pH.

5, Seincubd a 37°C por 24 horas.

6. Se observe el crecimiento mediante 1a turbidez de los medios utilizados para
cada cepa. .

7. Se interpretd cudl medio y qué vator de pH fue el adecuado para favorecer el
desarrolle de forrnas rugosas.
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D.b. Efecto de factores fisicoquimicos en la adaptabilidad del morfotipo rugoso de
V.cholerae

- pH:

1. Se realiz6 una suspension de una cepa rugosa de V.cholerae en solucién
salina de acuerde a comparacidn con el tubo No. 2 de MacFarland.

. Se preparé y etiquetaron tubos con AP con valores de pH 5a 9.

. Se inccularon 100 ul de la suspensién salina del paso 1 en cada tubo

. S& incubd a temperatura ambiente por 24 horas en ausencia de luz.

. Al término de la incubacion, se sembro en placas de agar TCBS una asada de
cada tubo.

. Se leyeron e interpretaren resuitados.

> G h W

1

Temperatura y pH:

—_

. Se realizd una suspensién de una cepa rugosa de V.cholerae en solucion
salina de acuerdo a comparacién con el tubo No. 2 de MacFarland.

2. Se prepard y etiquetaron 3 juegos de tubos con AP con valoresdepH 5a 9.

3. Se inocularon 100 pk de la suspensidn salina del paso 1 en cada tubo.

4. Se incubaron a diferentes temperaturas de la siguiente manera:

Primer juego de tubos con AP: Temperatura de incubacién 5°C
Segundo juego de tubos con AP; Temperatura de incubacion 25°C
Tercer juego de tubos con AP: Temperatura de Incubacion 37°C

5. Se tomé una asada de cada tubo y se sembro por estria de aislamiento en agar
TCBS a las 24, 48, 72 y 96 horas de incubacion.
6. Se leyeron e interpretaron resultados.

- Cloro:

1. Se realizd una suspension de una cepa rugesa de V.cholerae en solucién
salina de acuerdo a comparacion con el tubo No. 2 de MacFarland.

2. Se preparé y etiquetaron 5 juegos de tubos con AP con valores de pH 5 a 9.

3. Se realizaron diluciones de hipoclorito de sodio en agua estéril y desionizada (a
partir de una solucidén comercial con un 6% de hipocloritc de sodio) a fin de
obtener las siguientes partes por milldon {ppm): 50, 25, 12.5, 6.25 y 3.125.

4. Se adicionaron 100 uL de la suspension del paso 1 a cada tubo con AP

5. Se adiciond el volumen suficiente de las diluciones realizadas hasta obtener
una concentracion de 50 ppm, a cada tubo de un primer juego de tubos con AP
con diferentes valores de pH.

6. Se mantuvo en contacto ta bacteria con el hipociorito de sodio presente en los
tubos con AP a diferentes valores de pH por un tiempo de 15 minutos.

7. Transcurrido este tiempo, se tomd una asada de cada tubo y se sembrd en
placas de agar TCBS.
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8. Se repitid el mismo procedimiento a partir del paso 4 para las restantes ppm de
hipociorio de sodio referidas en el paso 3.

9. Se incubaron las placas por 24 horas a temperatura ambiente

10.Se leyeron e interpretaron resultados.

- NaCl

1. Se selecciono una cepa en estado rugoso {de acuerdo a resultados de pruebas
de rugosidad descritas anteriormente) y se sembrd por estria de aislamiento en
una placa de agar TCBS.

2, Seincubd a 37°C por 24 horas.

3. Se tomé una asada de una colonia aislada y se inocutd en tubos de 13 x 100
con caldos peptonados a diferentes valores de concentracion de NaCi.

4. Se incubaron los tubos a 37°C por 24 horas.

5. Se repitid el mismo procedimiento para cada cepa.

E. ESTUDIC PILOTO

Seccidn |: Enriquecimiento de formas rugosas de V.cholerae y de materia fecal

=N

. Se seleccionaron tres cepas de V.cholerae en estado rugoso.

2. A la muestra de materia fecal referida en el listado del material biolégico, se
enriquecid mediante adicidn de peptona alcalina.

3. Para cada cepa de V.cholerae en estado rugoso, se tomé una asada y se
inoculé en CST a pH 9 y se incubb a 37°C por 24 horas.

4. Para los tubos que mostraron crecimiento, se les realizd una suspension en
solucién salina (una suspensién por cada cepa) de acuerdo a comparacion
visual con el tubo No.1 de MacFarland (suspension A).

5. En tubos de rosca de 18 x 150 con tapa de baquelita estériles, se colocd 1 mi
de materia fecal enriquecida.

6. Se agregaron 100 uL de la suspension A de una cepa a un tubo estéril con la
materia fecal.

7. Se repitid el procedimiento para cada cepa de V.cholerae utilizada
{(suspensiones B).

8. Se colocd cada tubo en un bafio de hielo para inhibir multiplicacion bacteriana
por 15 minutos

9. Se tomaron 100 pl de cada suspensidn tipo B y se inocularon cada una en

placas de agar TCBS (Placa A) y se incubaron a 37°C por 24 horas.
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Seccidn II: Inhibicion microbiana ajena a V.cholerae

1. Se tomaron 100 pl de cada suspension tipo B y se inocularon cada una en
tubos de CST + caldo GN con diferentes valores de pH de la siguiente manera:

Para cada cepa:

100 pL en tubos de CST + caldo GN con valor de pH 7
100 uL en tubos de CST + caldo GN con valor de pH 9

2. Se incubo a 37°C por 24 horas.
3. De los tubos que mostraron enturbiamiento del medio, se tomaron 100 ul y se
inocularon en placas de agar TCBS y agar MacConkey de la siguiente maneéra:

Para cada cepa y cada valor de pH.

- 100 pL de tubo de CST + caldo GN sembrados por estria masiva en placa de TCBS (placa B)

- 100 pl de tubo de CST + caldo GN sembrados por estria cruzada en placa de TCBS (placa C)
- 100 pl. de tubo de CST + caldo GN sembrados por estria cruzada en placa de Agar MacConkey

4. Se incubaron a 37°C por 24 horas.
6. Se leyeron e interpretaron resultados.

E.b. Recuperacion de V.cholerae frente a Enterobacterias

1. Se realizé un enriquecimiento en tres tubos con CST pH 7 de las siguientes
bacterias: Saimonella sp, Shigella sp y V.cholerae.

2. Seincubd a 37°C por 24 hs

3.Se realizd una suspension para cada tubo de cada bacteria en tres tubos
estériles de 13 x 100 aproximada al tubo No. 1 del nefelémetro de MacFariand.

4. Se realizd el siguiente diagrama:



CST+GNpH 9
+

100 ul de suspension

de:
*  Salmonelia
s Shigella

* V.cholerae

Incubar a 37° por 24 hs

Incubar a 37° por 24 hs

r

Inocular 100 pL en placas de:

¢+ Agar TCBS

«  Agar MacConkey
e Agar Sangre

Lectura de
Resuitados
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X. RESULTADOS

A . Recuperacién y enriquecimiento de las cepas a partir del cepario y cultivo en
agar TCBS

Previo a este trabajo experimental en el cepario del laboratorio clinico de! hospital
general regional No. 25 del IMSS, existié una pérdida numerosa de bacterias de
V.cholerae que formaban parte del mencionado cepario. La bacteria se
encontraba en tubos de 13 x 100 con medio BAB guardados en refrigeracion a
4°C. Cuando se intentaba la resiembra a partir de estos tubos no se aislaba en el
agar TCBS a las colonias caracteristicas de V.cholerae o no existia desarrollo
colonial en las placas. La morfologia que presentaban las colonias aisladas era de
aspecto seco con consistencia dspera y que aglutinaba el suero polivalente del
antigeno somético de V.cholerae O1.

Debido a lo anterior, se procedié a realizar un enriquecimiento con AP a todos los
tubos con crecimiento en medio BAB identificados como “V.cholerae O y un
numero que correspondia al registro del laboratorio clinico. Existié una cepa que
s6lo aparecia identificada con una letra B, por lo que en los resultados de este
trabajo se refirié de esta forma.

De un total de 175 tubos que conformaban el ceparic de V.cholerae del
laboratorio sélo se utilizaron 68 de ellos, ya que solo estas presentaban
crecimiento caracteristico en la superficie del agar. A éstas se les realizé un
enriquecimiento con AP por 24 horas a 37°C, se tomaba una asada de la
superficie del caldo con crecimiento, se sembraba por estria de aislamiento una
placa de agar TCBS y se incubd ésta en las mismas condiciones de incubacion
referidas anteriormente. El procedimiento anterior sélo permitié obtener 24 cepas
en condiciones de viabilidad. Los resultados obtenidos fueron los siguientes:
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-+ No.de.cepa .. |- Mediode . = [. Desarollo enagar. | ... Perioda da ncubacion -

Rocuperaes’ | iiuses [ e 2aar | - Perioda dencubacion. -
4 v 24 hs de incubacién
7 N 24 hs de incubacién
8 y 24 hs de incubacion
10 v 24 hs de incubacion
1 N 24 hs de incubacion
12 N 24 hs de incubacion
14 v 24 hs de incubacién
15 v 24 hs de incubacion
16 N 24 hs de incubacion
17 N 24 hs de incubacion
18 N 24 hs de incubacion
19 v 24 hs de incubacién
20 N 24 hs de incubacion
21 N 24 hs de incubacion
22 v 24 hs de incubacién
23 ¥ 24 hs de incubacién
24 N 24 hs de incubacién
25 v 24 hs de incubacién
27 V 24 hs de incubacién
28 v 24 hs de incubacitn
29 v 24 hs de incubacién
43 V 24 hs de incubacién
142 N 24 hs de incubacion
B v 24 hs de incubacion

' Las colonias desarroliadas en este medio fueron caracter] sticas para V.cholerae {color amarillo,
consistencia muceide, redondas) después de 24 horas de incubacién a 37°C.

Tabla No.4 Cepas de V.cholerae recuperadas por enriquecimiento con AP y posterior crecimiento
en agar TCBS.
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A.c. Identificacion metabdlica de cepas de V.cholerae recuperadas

Los datos obtenidos de las pruebas de funcionamiento metabélico fueren
comparados con tablas de resultados para identificacién de bacterias de
importancia clinica '®'°. De acuerdo a lo anterior, se identific a cada cepa en
estudio como V.cholerae. Los simbolos de positividad (+) bajo las letras M, 1y O
indican  tal resultado para las pruebas de Movilidad Indol y Ormnitina,
respectivamente. La apariencia de a forma en como se identifican los resultados
para V.cholerae de las pruebas bioguimicas (MIO, TSI, LIA, Cp y Ca) son los
siguientes, considerando que para esta bacteria puede cbtenerse un resuitado
para el tubo de TSI de kfa (fermentacién de glucosa positiva, fermentacién de
sacarosa y lactesa negativa) o afa (fermentacién de glucosa, sacarosa y lactosa
positiva).

T oy ]i

Fig 3 Fig4

Fig.3 ¢! orden do las pruebas bloquimlcas es MO, TSI, LIA, Caldo arginina y caldo peptonado.
Los resu'tadas de ambos juegas indican 1a identificacion metabdlica de V.cholerae son:

MO (+++), TSI (a/a), LIA (iWN), Ca {-), Cp (+) con positividad de indol para ef primer juego (fig.3)

Para e sequndo juago {fig 4) los resultados son idénticos al primero, con excepcidn del tubo de TSI (Wa)
los cuates identifican también a la bacterta colérica.
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?:,;a dej MIO [ TSI LA Caldo m Oxidasa
4 + + + AIA KIN + - +
7 + + 4+ AIA KIN + - +
8 + + + AIA K/N + - +
i + + + AA K/IN + - +
i1 ++ 4+ A/A KIN + - +
12 + + + AJA K/N + - +
14 + + + AlA K/IN + - +
15 + + + AJA K/N + - +
16 + + + AA KIN + - +
17 + + + AJA KIN + - +
18 + + + AIA K/N + - +
19 + + + AJA KIN + - +
20 + + + A/A K/N + - +
21 + + + AJA K/N + - +
22 + + + AJA KIN + - +
23 + + + AIA K/IN + - +
24 + + + ATA K/N + - +
25 + + + AIA KIN + - +
27 + + + A/A KIN + - +
28 + + o+ AIA KN + - +
29 + + + AlA K/N + - +
43 + 4+ + AA K/N + - +
142 + + + ASA K/N + - +
B + + + AJA K/N + - +

Tabla No.5 Resultados de pruebas bioquimicas utilizadas para la identificacién de V.cholerae

- Identificacidon de cepas de V.cholerae recuperadas mediante el método
comercial Cholera Smart

En la siguiente tabla se indican los resultados obtenidos para las 24 cepas
utilizadas en este trabajo; el total de ellas fueron positivas a V.cholerae . Esta
prueba junto con el crecimiento de las cepas en el agar TCBS con las
caracteristicas de la morfologia colonial y sus respectivos resultados de las
pruebas bioquimicas apoyaron la identificacion de cada una de ellas como
V.cholerae.
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10
ik
12
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
27
28
29
43
142
B
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Tabla No. 6 Resultados de la prueba diagndstica por el método comercial Cholera Smart. El
simbolo (+} indica positividad a V.cholerae 01

B. Identificacién de serogrupos y serotipos mediante aglutinacién con sueros poliy
monovalente a V.cholerae

Los resultados que se obtuvieron mediante aglutinacion inmunolégica con
los antisueros polivalente a V.cholerae 01 y monovalentes, indican el grupo y
serovar del vibrio colérico identificado en las pruebas anteriores. En |a tabla que
refiere los resultados de aglutinacion, no se indica el serovar Hikojima, debido a
que no se obtuvo ningun resultado de positividad de aglutinacién de alguna cepa
& los dos antisueros Ogawa e Inaba.



_ Aglatinacidnal | - Aglutinacion alsuero - | - Aglutinacién al suero
 suero polivalente |- monovalente Ogawa “monovatente inaba .
et s IR -

+

w4 elele]e] ]t e el el ebele]e|+]+]+|+][+1+
wlelelelsl el v e rfr|+|+|+|+]|+] 4|+ +]+]{+|+]{+]+]+
1)

Tabla No.7. Resultados de aglutinacién de las cepas de V.cholerae a los antisueros polivalente
01 y moncvalentes Ogawa e Inaba.

C. ldentificacion de morfotipos rugosos de la bacteria V.cholerae
C.a. ldentificacion de morfotipos rugosos mediante aglutinacién con acriflavina
En la siguiente tabla se indican los resultados de agiutinacion de cada una

de las cepas frente a una solucion de colorante de acriflavina al 0.01% para indicar
el posible caracter rugoso de la cepa.



Tabla No. 8 Resultados de aglutinacién con solucidn de acriflavina al 0.01%

" -No. de ce,

142
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C.b. Identificacién de morfotipos rugosos mediante aglutinacion por vapor fluente

Se realiz6 la identificacién de morfotipo rugoso en las cepas de V.cholerae
solo a 6 cepas de las 24 comprendidas para este trabajo en virtud de que para el
desarrollo de esta técnica, se emplean un gran némero de tubos con caldo de
enriquecimiento. La cepa identificada como ID2 pertenece al cepario del Instituto
Nacional de Diagnostico y Referencia Epidemiolégicos (LN.D.R.E.) de la
Secretaria de Salud, y es utilizada como cepa contro! de rnugosidad positiva. A
continuaciéon se muestra la apariencia de los tubos con resultado positivo y
negativo, posteriormente se indican los resultados obtenidos.

1LV

Fig.5 e tubo de la 2. Indica rugosidad negathva, y |2 do la derecha pesitha

No. de cepa Resultado de la prueba de
Aglutinacion

7 -
10 -
18 -
24 +
27 +
43 -
iD2 +

Tabla No. 8. Resultados de rugosidad mediante vapor fluente. La cepa 1D2 comesponde a la cepa
control positivo
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D. Caracteristicas de Laboratorio de los morfotipos rugosos de V.cholerae

D.a. Condiciones 6ptimas de desarrollo dptimo de morfotipos rugosos de
V.cholerae mediante utilizacion de caldos de enriquecimiento.

Los datos correspondientes a los resultados de este proceso se indican a
continuacién (tablas No.10 y 11), indicandose con el simbolo (-) la ausencia de
crecimiento y con (+) la presencia de éste en el tubo con su comrespondiente
caldo de enriquecimiento.

: - + +
. _ N + "

10. Resultados de crecimiento de morfotipos rugosos en caldo de enriguecimiento AP a
diferentes valores de pH.

+| 4|+

+l+f+|+ O]

+

Tabla No.11. Resultados de crecimiento de morfotipos rugosos en caldo de enriquecimiento CST a
diferentes valores de pH.

D.b. Efectc de Faclores Fisicoquimicos en la adaptabilidad del morfotipo rugoso
de V.cholerae.

_pH

Los resultados de este proceso se presentan en la tabla No.12 de la
siguiente forma: la letra n indica crecimiento nulo en el tubo, 1a letra e indica
crecimiento escaso con respecto al tubo No. 1 del nefeldmetro de MacFarland, las
letras ad indican crecimiento adecuado con respecto al tubo No. 1 del nefelémetro
de MacFarland.

" Tabta No. 12 Resultados de crecimiento de la bacteria colérica a diferentes valores de pH
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- Temperatura y pH

Los resultados que se presentan en las tres tablas (13-15) corresponden a
la cepa No.18 para los tiempos de incubacién 24, 48 y 72 horas. Para la
interpretacién de estos se utilizaron: la letra n indica crecimiento nulo en ef tubo,
la letra e indica crecimiento escaso con respecto al tubo No. 1 del nefeldmetro de
MacFarland, y finalmente las letras ad indican crecimiento adecuado con respecto
al tubo No. 1 del nefelémetro de MacFarland.

: oH
455 |60 I65 7.0 8.0 8.5 8.0
i e e e e e e n
o e e e ad. ad. ad. n
RN n ad. ad. ad. ad. ad. n
Tabla No. 13. Resultados correspondientes a efecto de! pH y lemperatura para la cepa No. 18 a las

24 horas de incubacion.

pH
55 |60 6.5 7.0 8.0 8.5 9.0
e e e n n e n
; e e e ad. ad. ad. n
ArE n ad. ad. ad. ad. ad. n

Taa No. 14. Resultados cosrespondientes a efecto del pH y temperatura para la cepa No. 18 a las
48 horas de incubacidn.

pH
6.0 6.5 7.0 8.0 8.5 9.0
e n n n n n
e e ad. ad. ad. n
e N ad. e ad. ad. ad. e

Tabla No. 15 Resultados correspondientes a efecto del pH y temperatura para la cepa No. 18 a las
72 horas de incubacion.
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- Cloro

Se presentan los resultados en 1a tabla No, 16 indicandose las partes por
millon {ppm) de |a sal de hipoclorito de sodio {NaHCIO). Se indica con el simbolo
(+} el crecimiento positivo o similar al tubo No. 1 del nefelémetro de MacFarland,
con el simbolo (-} se indica el crecimiento negativo ¢ nulo con respecto al tubo No.
1 del nefelémetro de MacFariand.

pH
7.0 7.5 8.0 8.5 9.0
+ + + + +
o T + + + + +

Tabla No. 16. Resultados del efecto de Ia accion germicida del hipoclorito de sodio en la bacteria
de V.cholerae (NaHCIO= Hipoclorito de sodio).
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- Presencia de NaCl:

Los datos obtenidos de este estudio se indican a continuacion. Se indica
con el simbolo (+) el crecimiento positivo o similar al tubo No. 1 del nefelémetro de
MacFarland; con el simbolo (-) se indica el crecimiento negativo o nulo con
respecto al tubo No. 1 del nefelémetro de MacFarland.

4

7

8

10

11

12

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

+14|+[

24

25

27

+|+|

28

29

43

142

AR E IR R RN P S V) [Ny (PO (VR () VI SO Py P JPIG I DY PR
wl+|+|+i+| ||+ ]+ +|+{+]|+]+]+]+]+]+]|+]+]+]|+
]

L]

B

Tabla No.17 Resultados de efecto del NaCl en ia bacteria de V.cholerae .
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E. Estudio Piloto

Los resultados se presentan después de 48 horas de iniciado al proceso y
comprende el primer enriquecimiento y la inhibicion microbiana ajena a
V.cholerae. En la tabla No. 18 se indican los datos obtenidos con respecto al
desarrolio del estudio piloto con las bacterias presentes en la materia fecal. Con
respecto a la aplicacién del método disefiado con bacterias entéricas {Salmonelia
y Shigelfa), los resultados se presentan en la tabla No. 19, y se refiere solo a las
placas de agar MacConkey, ya que para las placas de agar TCBS solo se
recuperaron colonias amarilias.

"No. de cepa Wilizada =] - Resullado del proceso de recuperacion =~
18
19
20
21
B
27
28
29

k||| rir ||+

Tabla No. 18. Resultados obtenidos después de 48 horas de iniciado e procese de recuperacion

. _.Colonias Bacterianas odhy e -Reouperaci®n s o eits
V.cholerae (colonias negras puntiformes) +4+4+
Enterobacterias (colonias incoloras puntiformes) +

Tabla No. 19. Resultados de vrecuperacidn de colonias bacterianas de V.cholerae y
Enterobacterias. Las tres cruces (+++) indican presencia de aproximadamente el 75% de las
colonias presentes en la placa de agar MacConkey. Una cruz (+) indica aproximadamente el 25%
de recuperacion.
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XI. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

De acuerdo con el numero de cepas recuperadas de V.cholerae que se
encontraban en refrigeracion, se observd que esta bacteria es muy Iabil al efecto
de la temperatura por lo cual la cantidad de cepas recuperadas fue muy bajo (tabla
No.4). Se requirieron realizar procesos de enriquecimiento para lograr recuperar
otras cepas, debido a que no produjeron crecimiento en agua peptonada alcatina,
el cual es un caldo de enriquecimiento adecuado para bacterias coléricas, ni
tampoco desarrollaron colonias amarillas en placas de agar TCBS, que se utiliza
como medio selectivo para crecimiento de V.cholerae. De esta forma y para cada
cepa, se inoculaba una asada del crecimiento presente en el tubo con agua
peptonada o caldo de soya tripticaseina en una placa de agar TCBS, para abtener
las colonias amarillas caracteristicas de V.cholerae. Sin embargo, hay bacterias
que también desarrollan colonias amarillas con una consistencia diferente en este
medio por lo que se realizaron pruebas bioguimicas que permitieron Ila
identificacién del vibrio colérico con base a su capacidad de fermentar la glucosa,
sacarosa y lactosa (medio TSI), movilidad, praduccion de Indol y descarboxilacion
de la omitina (medio MIO), la descarboxilacion del amino4cido lisina en
anaercbiosis (medio LIA), y la descarboxilacion de la arginina en anaerobiosis
(caldo arginina). Con excepcion de la prueba anterior, el resto de los medios dan
una positividad a las descarboxilaciones y fermentaciones (tabla No.5). Sin
embargo la produccion de Indol no puede observarse en forma adecuada en el
tubo con medio MIO, por lo que se realiza una inoculacién del vibrio en caldo
peptonado para observar la produccion de indol. Una vez interpretadas las
pruebas bioquimicas se obtuvieron 24 cepas de V.cholerae. Ademas de la
identificacion mediante las pruebas de comportamiento bioguimico, se utilizé una
prueba comercial de identificacién del antigeno colérico O para contar con una
mayor certeza de identificacion del vibrio colérico. Este método comercial que se
basa en una reaccidn antigeno (grupo O del V.cholerae O7) anticuerpo (de tipo
monaclonal presente en la preparacion de este método), y la positividad fue
manifiesta para 24 cepas (tabla No. 6). Es importante mencionar que a pesar de la
rapidez diagndstica de esta prueba, y por recomendacién de los fabricantes, e!
resultado definitivo debe apoyarse con Ia interpretacién de pruebas bioquimicas y
pruebas de aglutinacién con los antisueros polivalenie y monovalentes
comrespondientes. Una vez identificadas bioquimicamente las cepas coléricas, se
procedié a realizar la identificacién del antigeno O1 que le confiere a la cepa la
capacidad de producir la toxina que desencadena el padecimiento diarréico. Para
ello se utilizé un antisuero anti-O1 de marca comercial, obteniéndose una
positividad para todas las 24 cepas recuperadas del cepario (tabla No.7). A
continuacién se realizd la determinacion del serovar mediante la utilizacion de
antisueros monovalentes Ogawa (con factores antigénicos del grupo O anti-A y
anti-8) e Inaba (con factores antigénicos del grupo O anti-A y anti-C). Para esta
prueba se obtuvo una positividad en las 24 cepas recuperadas para los factores
antigénicos del grupo O anti-A y anti-B, y por tanto el serovar para el total de las
cepas fue Ogawa (tabla No.7}).
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Una vez que se identificaron las cepas de V.cholerae, se procedio a
conocer si éstas tenfan un estado rugoso o liso. Puede realizarse lo anterior
mediante una observacion macroscépica de las colonias desarrolladas en las
placas de agar TCBS, el aspecto de las colonias rugosas es seco, N0 cremosas
como las de tipo liso. Esta caracteristica puede ponerse de mejor manifiesto en
placas de Petri con medic base de agar sangre (BAB), o en placas de medio de
Muller-Hinton, donde debido a la capacidad este medio de permitir una difusion de
particulas, es posible una mejor apreciacién de la caracteristica rugosa de la
bacteria al desarrollarse en la superficie de este medio. Sin embargo, la
observacion de las colonias desarrolladas en estos medios no es muy
recomendable, debido a que debe considerarse que los morfotipos rugosos de la
bacteria colérica no son la totalidad de las bacterias presentes en un caldo de
enriquecimiento o en una colonia presente en una placa de Petri. Es por esto que
se utilizaron dos métodos de determinacion de morfotipos lisos o rugosos. Uno de
ellos es la aglutinacién con colorante de acriflavina. Los resultados de esta prugba
indican que el total de las cepas recuperadas contenia urn morfotipo rugoso (tabla
No.8), lo cual puede considerarse como un resultado normal debido al estado
desfavorablie en que se conservaban (la temperatura baja del refrigerador). El
inconveniente de esta prueba radica en que debido a la coloracién amarilla del
reactivo, la apreciacién de la aglutinacién no es muy adecuada, y es de tipo
cualitativo. El otro procedimiento utilizado fue el de aglutinacién con vapor fluente.
Este método permite un estudio semicuantitativo, debido a que contempla utilizar §
o 10 cepas para considerar que porcentaje de estas cepas utilizadas es de tipo
rugoso, ademas de que permite una mejor observacion de la aglutinacion en el
fondo de los tubos de 18 x 150 que se utilizan. Sin embargo, se realizd este
proceso sélo con 6 cepas y un control positivo de rugosidad debido a la gran carga
de tubos con CST que se requieren, y a la poca disponibilidad para utilizar la
autoclave requerida (se utiliza en el laboratorio para ta esterilizacion de reactivos,
medios de cultivo y equipo para uso del personal que labora en el mismo)
encontrandose una positividad para dos cepas en estudio como se indica en a
tabla No. 9. Es importante mencionar que estos resultados se deben a que se
realizaron previamente a este método, varios enriquecimientos de las cepas
recuperadas con CST para realizar el método de recuperacion de morfotipos
rugosos a partir de muestras de materia fecal, lo que produjo una conversién del
estado rugoso a liso en las cepas. Sin embargo se considera que el método de
determinacion de morfotipos rugosos por vapor fluente es mas adecuado debide a
que es de tipo semicuantitativo y a que utiliza 5 colonias de una misma cepa
presentes en una placa de BAB. El inconveniente de este método es la cantidad
de tubos utilizados durante el desarrollo de este, lo que nc permite el estudio de
un mayor nimero de cepas. Debe indicarse que no pudo contarse con cepas
patrén o control de rugosidad positiva o negativa, debido a que cuando se realizé
la busqueda de estas, en centros de estudio que utilizan bacterias de V.cholerae,
éstos no contaban con dichos controles o no realizaban pruebas de rugosidad
para esta bacteria. Solo en el INDRE contaban con una bacteria colérica utilizada
como control positivo, sin embargo solo pudo tenerse acceso a ésta para realizar
la prueba de aglutinacion por vapor fluente.
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Lo que se refiere al estudio de la viabilidad de V.cholerae en diversas
coneentraciones de NaCl en caldo peptonado, s& encontrd que todas las cepas
recuperadas desarrollan crecimiento en el caldo a las concentraciones de 1y 3%
miv de NaCl, 14 de las 24 cepas utilizadas no se desarrollaron en el caldo a una
concentracién de la sal de 6%, el resto (10 cepas) lo hizo adecuadamente (la
turbidez era semejante al tubo No.1 del nefelémetro). Esto indica que cuando la
concentracién de NaCl aumenta en et medio, la bacteria colérica no se desarrolla
adecuadamente o bien no lo hace; lo cual de acuerdo a lo consultado en laref. 19,
V.cholerae se desarrolla bien in vitro o in vivo a8 pequefias concentraciones de
esta sal. Esto se aprecia mejor en la siguiente concentracion de NaCl; teniéndose
un 10% m/v sélo 9 cepas de 24 utilizadas causaron crecimiento en el tubo con
caldo (turbidez) de acuerdo a comparacion visual con el tubo No. 1 del
Nefeldmetro; el resto de tas cepas no mostrd crecimiento a esta concentracion de
NaCl (tabla No.17).

Se estudib, asi mismo, el comportamiento de la cepa rugosa No. 18 {con
resultado positivo en las pruebas de aglutinacién con acriflavina y aglutinacion por
vapor fluente) frente a las variables fisicoquimicas temperatura y pH, y de acuerdo
a lo observade en los resultados (tablas 13-15), puede mencionarse que la
temperatura de 4°C fue letal para el desarrollo del vibrio, aun en valores de pH
alcalino después de 72 horas de conservacion en estas condiciones. De acuerdo a
los resultados obtenidos, durante las primeras 24 horas, existi6 un pequefo
desarrollo bacteriano en el caldo peptonado que pudo deberse a que durante el
tiempe en que se alcanzé un equilibrio entre la temperatura det refrigerador y et
caldo peptonado, que dio lugar a presencia de turbidez inferior al del tubo No. 1 de
MacFarland. Sin embargo, conforme se transcurrid el tiempo hasia completar las
72 horas, este crecimiento se vio afectado por efecto de la baja temperatura, de
manera tal que al final del tiempo por el cual durd este estudio, el caldo no
presentd crecimiento, solo un peguefioc sedimentc en el fondo del tubo.
Finalmente, se tomd una asada de cada uno de estos tubos y se sembrd en
placas de agar TCBS y no exislié desarrollo colonial para ningln valor de pH a ia
temperatura de estudio (4°C). Lo contrario ocurrid con las siguientes
temperaturas de estudio a los mismos valores de pH utilizadas en el pardmetro
anlerior, encontrandose resultados adecuados de crecimiento en valores de pH de
7 a 8.5 a temperaturas ambiente (aproximadamente 25°C) y 37°C (tablas 13-15).
A los valores de pH inferiores a 7 utilizados en e! estudio, los resultados de
crecimiento en el caldo son influenciados por el valor acido presente en el medio,
lo cual se evidencia mejor al final del tiempo utilizado en el estudio (72 horas) ya
que para los tubos incubados a 37°C, los valores écidos del caldo no presenta
cracimiento o bien este es nulo, Para el caso de la temperatura ambients, el
crecimiento fue deficiente (inferior al tubo No.1 de MacFarland) y al inocular una
asada en el agar TCBS, posterior a su incubacion, no existié el desarrollo de
colonias en el medio. Puede observarse también que para valores de pH de 9 para
las tres temperaturas, no se registrd turbidez del caldo, debido a que esta
condicién de pH fue muy agresiva para ia bacteria.
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En lo que respecta al método de recuperacion disefade para Vibrio
cholerae morfotipo rugoso, se pretendié que las condiciones del procesado de la
muestra fueran las mas similares desde el momento que la misma se recibe en el
laboratorio clinico. Por ello se incluyd a la bacteria colérica en una muestra de
heces fecales diarréicas, donde e! V.cholerae se encontraria con otras baclterias
entéricas con lo cual el entorno del vibridn se veria alterado y su recuperacion in
vitro estaria influenciada por su capacidad de adaptarse a ese entorno. De tal
forma, se logro la recuperacién de las cepas rugosas utilizadas (tabla No. 18), adn
en presencia de ofras enterobacterias de importancia clinica (tabla No.19)
presentes en la muestra {las cuales se agregaron también a la muestra fecal
diarréica). Este proceso se repitié por tres veces y brindd el mismo resultado, las
cepas utilizadas se recuperaron en las placas de agar TCBS, después de que la
materia fecal fué enriquecida con una combinacion de CST y caldo GN de Hafna a
pH de 9. Los resultados indican que el pH alcalino {imité considerablemente el
desarrollo de fa enterobacteria presente en la muestra de materia fecal (E.coli) y
en cambio provocd un enriquecimiento de V.cholerae, ademas de las
caracteristicas de enriquecimiento de los caldos utilizados. Otro de los resultados
gue se obtuvieron en este método fue la recuperacion de formas lisas a partir de
sus correspondientes rugosos, lo cual se debid a los dos enriquecimientos
incluidos en la metodologia y a las repeticiones de ésta. En lo que respecta a la
recuperacién del vibrio colérico frente a Salmonella y Shigella, se logré recuperar
a V.cholerae en mayor proporcién, considerando el aspecto de las colonias
aisladas en agar MacConkey y la presencia de s6lo colonias lisas en agar TCBS,
por lo que puede mencionarse que el empleo del método disefiado para aislar al
morfotipo rugoso tuvo una aceptable recuperacion de V.cholerae rugoso y una
adecuada limitacidn de otras especies bacterianas presentes junto con el vibrio.
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XIL. CONCLUSIONES

Se determiné la forma en como influyen los factores fisicoquimicos
temperatura, pH, presencia de NaCl y efecto bactericida del hipoclorito de
sodio en la viabilidad de V.cholerae,

Por medio del método disefiado, fue posible obtener tanto a los morfolipos
rugosos y lisos de la bacteria de V.cholerae.

Se realizd este trabajo sin contar con controles positivos y negativos de
rugosidad debido a que no existe una prueba especifica que determine
morfolipos rugosos o lisos en V.cholerae.

Se considera que el morfotipo de las cepas de V.cholerae O1 que eliminan
los pacientes afectados son de tipo liso, debido a que al aislarlas en el
laboratorio éstas poseen las colonias amarillas en el agar TCBS,

51



XIil. RECOMENDACIONES

Debe tenerse en cuenta que las cepas de V.cholerae deben conservarse
en condiciones que garanticen la inalterabilidad en sus caracteristicas fenotipicas
manifiestas en las condiciones de trabajo del iaboratorio, de tal suerte se debe
mantener a la bacteria el menor tiempo posible en las placas de agar TCBS. Una
vez que se hayan obtenido las colonias caracteristicas del V.cholerae, realizar las
pruebas de identificacion y funcionamiento metabélico lo méas pronto posible y
sembrar a la vez un tubo de 13 x 100 con medio base de agar sangre en pico de
flauta; con el crecimiento obtenido en las pruebas mencionadas anteriormente, se
realiza su identificacién de serovar y prueba de oxidasa, y finalmente, si los
resultados indican !a identificacién de V.cholerae, debe colocarse una pelicula de
papel parafilm en el borde del tubo y e! tapdn, para evitar al maximo una posible
contaminacidon. Finalmente se conservaran las cepas en ausencia de luz y a
temperatura ambiente. Deben realizarse las pruebas de identificacion vy
funcionamiento metabdlico con colonias jévenes, con no mas de 24 horas de
desarrollo e incubacion, asi como evitar el conservar en refrigeracién a las placas
con colonias bacterianas.

También es recomendable que cada laboratoric dedicado a estudios de
diagnostico de bacteriologia entérica, realice pruebas de aglutinacién con
colorante de acriflavina para registrar la posible presencia de colonias de tipo
rugoso, y que con lo anterior se evalde la frecuencia de la presencia de
aislamiento de este tipo de morfotipos.
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XIV. ANEXO

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES
- Agua Peptonada

1. Se anadieron 15 g de fa peptona de caseina a 1 litro de agua destitada.

2. Se mezcld bien.

3. Se dividi6 el medio preparado en 4 partes (250 mL cada una)

4. A cada parte dividida se fij6 un valor de pH (desde 6 a 9) por medio de adicion
de solucién de acido clorhidrico al 10% yfo por adicién de solucidn de hidroxido de
sodio 1 M, a fin de obtener los siguientes resuitados:

250 mL de Agua Peptonada con valor de pH de 6
250 mL de Agua Peptonada con valor de pH de 7
250 mL de Agua Peptonada con valor de pH de 8
250 mL de Agua Peptonada con valor de pH de 9

5. Se realizé |a distribucién de cada parte en tubos con tapa de rosca de baquelita
de 18 x 150 (3 mL en cada tubo).
6. Se esterilizéd a 121°C por 15 minutos.

- Caldo Soya Tripticaseina (CST)

1. Se realiz6 una suspensién con 30 g de caido soya tripticaseina en 1 L de agua
destilada

2. Se mezclé bien.

3. Se dividid el medio preparado en 4 partes (250 mL cada una)

4. A cada parte dividida se fij6 un valor de pH (desde 6 a 9) por medio de adicion
de solucién de acide clorhidrico al 10% y/o por adicién de solucién de hidréxido de
sodio 1 M, a fin de obtener los siguientes resultados:

250 mL de Caldo Soya Tripticaseina con valor de pH de 6
250 mL de Caldo Soya Tripticaseina con valor de pH de 7
250 mL de Caldo Soya Tripticaseina con valor de pH de 8
250 mL de Caldo Soya Tripticaseina con valor de pH de 8

5. Se distribuyo cada parte en tubos con tapa de rosca de baquelita de 18 x 150 (3

mL en cada tubo).
6. Se esterilizd a 121°C 15 libras de presion de vapor por 15 minutos.
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- Caldo de Ennguecimiento GN (Merck)

1. Se disolvieron 3¢ g del caldo de enriguecimiento GN en 1 L de agua recién
destilada

2. Se distribuyd en tubos con tapa de rosca de baquelita de 18 x 150 (3 mL en
cada tubo)

3. Se esteriliza a 121°C por 15 minutos.

- Caldo de Enriquecimiento CST + caldo de enriquecimiento GN

1. Se prepararon ambos medios hasta el paso previo a la esterilizacion.

2. Se realizd la dosificacion en tubos de 18 x 150 con tapa de rosca de baquelita
para ambos medios de la siguiente manera:

Para cada tubo

1.5mL de CST con valar de pH de 7 + 1.5 mL de GN con valor de pH de 7

3. Se realizé el mismo procedimiento para valores de pH de 8 y 9 ajustando el pH
de |a solucion final con solucion de NaGOH 1 M.

4  Se esterilizo a 121°C 15 libras de presién de vapor par 15 minutos.

- Solucion de Acriflavina al 0.01%

1.5e pesaron 0.1 g de colorante de acriflavina

2 Se disolvieron en 10 mL de agua desionizada
3.Se conservo en un recipiente ambar
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