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introduccion

El célera constituye una nueva y emergente preccupacion para la salud
publica en muchas partes del mundo. La aparicién de la epidemia de eélera
en América Latina y el surgimiento en Asia de una enfermedad causada
por Vibrio cholerae 0139, la nueva cepa que se ha identificado, indica que
el colera seguird siendo un problema en los préximos afios. Para hacer
frente a ese desafio con medidas efectivas de prevencién y control del céle-
ra serd preciso aplicar técnicas microbiolgieas confiables.

El presente manual resume una serie de técnicas de laboratorio emplea-
das en el diagnéstico del célera; constituird una obra de consulta para el
personal de laboratorio que establece técnicas de diagnéstico o de vigilan-
cia epidemioldgica en relacién con Vibrio cholerae. Los procedimientos des-
critos no son nuevos; en su mayor parte se han venido usando por varios
afios. Aunque para realizarlos hay que contar con una amplia gama de me-
dios de laboratorio, estos procedimientos se seleccionaron sobre la base de
la utilidad, la facilidad de ejecucién y la capacidad de dar resuitados re-
producibles. También se tuvo en cuenta la diversidad de los medios de que
dispone el laboratorio y su aceceso a los materiales y suministros necesarios.
Se han dejado fuera, a propésito, los métodos de cardcter experimental u
orientados hacia la investigacion.

vii



Nota de agradecimiento

El financiamiento para la preparacion de este manual fue proporcionado
por la Agencia de los Estados Unidos para el Desarrollo Internacional, me-
diante la subvencién PASA LAC-0657-X-HC-1030-00.

Se reconocen cumplidamente las valiosas aportaciones para la confeccion
de esta obra hechas por las siguientes personas:

Coordinadores

Cheryl A. Bopp, Bradford A. Kay, Joy G. Wells, Centro Nacional de
Enfermedades Infecciosas, CDC.

Colaboradores

Carolyn N. Baker, Timothy J. Barrett, Paul A. Blake, Frances W.
Brenner, Lois E. Britt, Daniel N. Cameron, J. J. Farmer, III, John C.
Feeley, Patricia I. Fields, James H. Green, Katherine D. Greene, Fay B.
Hendricks, Tanja Popovic, Nancy D. Puhr, Naney A. Strockbine, Robert
V. Tauxe, Fred C. Tenover, Jessica Tuttle, I. Kaye Wachsmuth, Centro
Nacional de Enfermedades Infecciosas; Theo M. Hawkins, Oficina del Pro-
grama de Ejercicio Profesional de la Salud Pibliea, CDC.

Edwin F. Archbold Sanjur, Organizacién Panamericana de la Salud,
Washington, D.C., Estados Unidos; Elizabeth Castafieda del Gordo, Insti-
tuto Nacional de Salud, Bogotd, Colombia; José Ramiro Cruz, Instituto de
Nutricion de Centro América y Panam4, Ciudad de Guatemala, Guatemala;
Alfredo Davila Araujo, Instituto Nacional de Higiene y Medicina Tropieal,
Guayaquil, Ecuador; Angelo DePaola, Jr., Administracion de Alimentos y
Medicamentos, Dauphin Island, Alabama, Estados Unidos; Elisa L. Elliot,
Administracién de Alimentos y Medicamentos, Washington, D.C., Estados
Unidos; Virgilioc Escutia, Organizacién Panamericana de la Salud, Wash-
ington, D.C., Estados Unidos; Silvia Giono Cerezo, Instituto Nacional de
Diagnéstico y Referencia Epidemiclégica (INDRE), México, D.F., México;
Walter E. Hill, Administracién de Alimentos y Medicamentos, Bothell,
Washington, Estados Unidos; Anwarul Hug, Universidad de Maryland,
College Park, Maryland, Estados Unidos; Charles A. Kaysner, Adminis-
tracién de Alimentos y Medicamentos, Bothell, Washington, Estados Uni-
dos; Miguel Kourany, Ministerio de Salud, Ciudad de Panam4, Panams;
Nathaniel F. Pierce, Organizacién Mundial de la Salud, Ginebra, Suiza; R.
Bradley Sack, Centro Internacional de Investigaciones sobre las Enferme-
dades Diarreicas, Dacea, Bangladesh; Elsa Sofia Toro Araujo, Instituto Na-
cional de Higiene Rafael Rangel, Caracas, Venezuela.

ix



Agradecimiento

Grupo Consultivo Internacional

Gladys Estacio Addimandi, Instituto Nacional de Higiene Rafael
Rangel, Caracas, Venezuela; Norma Binsztein, Instituto Nacional de Micro-
biologia Carlos G. Malbrdn, Buenos Aires, Argentina; Erika Hannover
Habetswallner, Instituto Nacional de Salud, La Paz, Bolivia; Kinue Irino,
Instituto Adolfo Lutz, Sao Paulo, Brasil; Maria Amelia Flores Gonzilez,
Ministerio de Salud Priblica y Asistencia Social, Ciudad de Guatemala,
Guatemala; Miguel Francisco Torres Rubén, Instituto Guatemalteeo de
Seguridad Social, Ciudad de Guatemala, Guatemala; Anna Patricia Vélez
Moller, Universidad de San Carlos, Ciudad de Guatemala, Guatemala; Luis
Rodrigo Mora Fonseca, Laboratorio de la Caja Costarricense de Seguridad
Social, San José, Costa Rica; Zandra E. Fuentes Jiménez, Ministerio de
Salud Piblica y Asistencia Social, San Salvador, El Salvador; Luis Eduardo
Julio Villaverde, Laboratorio Central de Salud, Ciudad de Panam4, Pana-
m4; Rail Joaquin Monte Boada, Instituto de Medicina Tropical Pedro
Kouri, La Habana, Cuba; Wally Silva San Cristébal, Instituto de Salud
Publica, Santiago, Chile; Guadalupe Pérez Rueda, Instituto Nacional de
Higiene, Quito, Ecuador; Carlos Carrillo Parodi, Universidad Peruana
Cayetano Heredia, Lima, Peri; Milagros Peralta, Instituto Dominicano de
Teenologia Industrial, Santo Domingo, Reptiblica Dominicana; Isabel
Gonzilez Gonzdlez, Laboratorio Central de Salud Publica, Montevideo,
Uruguay; Zaida Josefina Carvajal Tesorero, Instituto Biomédico, Caracas,
Venezuela; Coromoto Sandoeval de Diaz, Ministerio de Sanidad y Asistencia
Social, Caracas, Venezuela; Yecenia Lipez de Beauperthuy, Instituto Na-
cional de Higiene Rafael Rangel, Caracas, Venezuela.



Nota de los autores

Vibrio cholerae 0139 toxigénico, un agente causal recientemente
reconocido de célera

Del total de mds de 130 serogrupos de Vibrio cholerae que se habian
notificado eon anterioridad a 1992, solo el serogrupo O1 guardaba relacién
con el cdlera epidémico y pandémico. Los miembros de los serogrupos de-
nominadoes “distintos del 01” o ne O1 se habian relacionado solo con infec-
ciones extraintestinales y con casos esporadicos y brotes epidémicos limita-
dos y ocasionales de enfermedad diarreica, de tal manera que no se les
concedia mayor importancia en el campo de la salud piblica.

Esta es la situacion que se describe en el presente manual. A finales de
1992 y principios de 1993, cuando ya se habia finalizado la redaccién de la
presente obra, se notificaron por primera vez brotes epidémicos grandes de
célera causados por V. cholerae distinto del serogrupo 01 tanto en la India
como en Bangladesh. El agente causal de estos brotes se identificé como
una cepa de V. cholerae perteneciente a un serogrupe recién descrito, el
0139. Esta cepa producia toxina del célera, pero no la enterotoxina ter-
moestable a veces relacionada con cepas de V. cholerae distinto del O1. Se-
glin se informd, la mayor parte de los aislamientos de V. cholerae 0139
eran resistentes a trimetoprima-sulfametoxazol, estreptomicina, furazoli-
dona y al agente vibriostédtico 0129,

Al momento de redactar esta nota, las caracteristicas epidemioldgicas
del serogrupo 0139 parecen ser semejantes a las del serogrupo O1. Aiin
resta por determinar la importancia del serogrupo 0139 y sun relacién con
el serogrupo 01, cosa que sin duda se hard en los préximos afios. Las caracte-
risticas de cultivo y bioquimicas det serogrupo 0189 son idénticas a las de
V. cholerae O1, asi como a las de todos los otros serogrupos de V. cholerae.
En consecuencia, mientras no surjan datos concretos que indiquen lo con-
trario, los procedimientos de aislamiento e identificacién bioquimica que se
describen en este manual para el serogrupo 01 deben aplicarse por igual
al serogrupo (139, con la salvedad de que para la identificacién de este
altimo se necesita el antisuero especifico correspondiente. Las pruebas de
determinacion del biotipo aplicables a V. ckolerae O1 no son vilidas para V.
cholerae 0139 ni para ningin aislamiento de serogrupoe distinto del (1. Se
estd produciendoe antisuerc especifico contra el 0139, y es probable que se
expenda en el comercio. A lo largo de la presente obra, por “distinto del
01” debe entenderse todos los serogrupos diferentes del 01, con excepeién
del serogrupo 0139 recientemente descrito.

La aparicién de este nuevo serogrupo de V. cholerae no modifica las cir-
cunstancias bajo las cuales el diagnéstico de laboratorio del célera rinde su
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Nota de los autores—Vibrio cholerae 0139 toxigénico

méxima utilidad, ni lag recomendaciones sobre eudndo deben practicarse los
coprocultivos. Lo que sucede es que, desde el punto de vista de la salud
ptblica, se torna més compleja la evaluacién de los aislamientos de V. chole-
rae distinto del 01. Como las cepas distintas de la 01 {con excepcién de la
0139) son comunes en muchas partes del mundo, la manera de enfocar di-
cha evaluacién depende de la frecuencia con que se prevea encontrar cepas
0139, Esto significa que el mejor modo de proceder varia segiin €l entorno,
y habrd de modificarse si esta cepa persiste y se generaliza mds. Asi pues,
recomendamos proceder de la manera que se explica a continuacién,

En las zonas donde no se ha sabido que ocurran infececiones por
V. cholerae 0139

Desde el punto de vista de la salud piblica, no es necesario que los ais-
lamientos esporadicos de V. cholerae distinto del 01 se sometan a una
caracterizacién mayor, a menos que exista un vinculo de caricter epide-
miolégico con una regién del mundo comprobadamente afectada por el
serogrupo 0139 (al momento de redactar esta nota, la India y Bangla-
desh) o que el cuadro clinico sea tipico del célera grave, con deshidrata-
cién potencialmente mortal. Cuando esté indicado practicar la caracteri-
zacién mds a fondo, se debe incluir la aglutinacién con el antisuero 0139
y pruebas para determinar si hay produccién de toxina del célera.

Los aislamientos de V. cholerae distinto del O1 procedentes de bro-
tes epidémicos (es decir, varios casos vinculados) de enfermedad seme-
jante al célera deben someterse a la prueba de aglutinacién con el anti-
suero 0139 y a la de produceién de toxina del célera. Las cepas que
producen esta toxina pero no son del serogrupo 01 u 0139 deberin en-
viarse a un laboratorio de referencia para la determinacién del

Serogrupo.

En las zonas donde comprobadamente ha habido infecciones por
V. cholerae 0139

Los aislamientos esporadicos de V. cholerae distinto del 01 deben some-
terse a la prueba de aglatinacion con el antisuero (0139,

Los aislamientos de V. cholerae distinto del O1 provenientes de brotes
de enfermedad semejante al e6lera deben someterse a la aglutinacion
con el antisuerc 0139. 8i los aislamientos no son del serogrupo 0139, se
procederi a efectuar las pruebas para detectar la produccién de toxina
del célera. Las cepas que producen la toxina pero no son del serogrupo
01 u 0139 se remitirdn a un laboratorio de referencia para la determi-
nacién del serogrupo.
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Nota de los autores—Vibrio cholerae 0139 toxigénico

También recomendamos que la infeceién con V. cholerae 0139 toxigénico
se considere y notifique de la misma manera que la causada por V. cholerae
01 toxigénico. La enfermedad diarreica vinculada a la infeccién se denomi-
nar4 célera, y se notificard como un easo de edlera a las autoridades de
salud piblica correspondientes.
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Prefacio

Las enfermedades diarreicas han sido una de las causas de mayor mor-
bilidad y mortalidad en las Américas. En las regiones con menor desa-
rrollo, el patrén epidemioldgico endémico se ha caracterizado por las altas
tasas de incidencia y de letalidad en nifios menores de cinco afios. Este
grupo etdreo es afectado por una gran variedad de microorganismos, tales
como los rotavirus, adenovirus tipos 40 y 41, astrovirus, Escherichia coli
enterotoxigénica, enteropatégena y enteroadherente, Shigella, Campylo-
bacter jejuni y Cryptosporidum sp. Asimismo, han existido epidemias de
disenteria asociada a Shigella dysenteriae tipo 1, que afectan a adultos y
nifios de igual manera. Por otro lado, los viajeros provenientes de zonas
més desarrolladas y con mejor nivel de higiene, sufren de ataques de gas-
troenteritis y, en algunos casos, se han presentado brotes en turistas que
viajan agrupados en el tiempo o en el espacio.

El escenario de las enfermedades diarreicas en la Regién cambi6 dra-
méticamente en enero de 1991, cuando Vibrio cholerae fue identificado
como el agente causal de la epidemia de gastroenteritis deshidratante que
se presentd en la poblacién del Peri. Hasta ese momento el eélera autée-
tono de las Américas se habia diagnosticado dnicamente en un nimero re-
dueido de casos en el sur de los Estados Unidos de América; ahora est4
presente en toda la Regién, con excepcién de Uruguay y las islas del
Caribe,

En general, los paises de la Regi6n no estaban preparados para el diag-
néstico y el manejo de los casos de célera. Hubo necesidad, entonces, de
capacitar a personal médico, paramédico y de laboratorio para poder hacer
frente a la epidemia, que al momento ha resultado en alrededor de un mi-
ll6n de casos con casi 1.000 defunciones,

Como parte del esfuerzo de preparacién de personal, con el apoyo de la
Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) y de los Centros para el
Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC) de los Estados Unidos de
América, se desarrollaron cursos nacionales y subregionales para capacitar
a microbiblogos y técnicos en la metodologia especifica para el aislamiento,
identificacién y caracterizacién de Vibrio cholerae, asi como para el examen
serolégico de pacientes. En cada una de estas actividades, con la valiosa
colaboracion de profesionales nacionales, se prepararon manuales especifi-
cos utilizados a nivel local. Posteriormente, se desarrollé un manual estan-
darizado de técnicas cuya versién en inglés estuvo disponsible reciente-
mente. Se hizo evidente que dicho manual debia ser traducido al espaiiol,
para que su uso comin por el personal de los laboratorios de la Regién
permita que su labor sea eficiente, eficaz y efectiva.

XV



Prefacio

El manual, resultado de un trabajo conjunto entre los CDC y la OPS,
estd disefiado para ser una obra de consulta para el personal responsable
del diagnéstico y la vigilancia epidemioldgica del célera. Contiene la meto-
dologia bésica y recomendada para la optimizacién de los recursos, preocu-
pacién de todos los Gobiernos Miembros.

Carlyle Guerra de Macedo
Director
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Etiologia y epidemiologio del colera

tos aislamientos, de manera andloga a los distintos del 01, pueden gnardar
relacién con enfermedad diarreica espor4dica.

Los aislamientos de V. cholerae O1 pueden dividirse en dos biotipos, El
Tor y clasico, sobre la base de varias caracteristicas fenot{picas (en el Capf-
tulo VI, “Identificacién de Vibrio cholerae en el laboratorio”, se puede con-
sultar la descripcién de los métodos para determinar el biotipo). Las pri-
meras seis pandemias de célera que se produjeron fueron causadas por V.
cholerae O1 perteneciente al biotipo cldsico. La séptima pandemia fue la
primera relacionada con el biotipo E] Tor. Actualmente, el biotipo El Tor es
el causante de pricticamente todos los casos de célera en el mundo, y los
aislamientos del biotipo cldsico no se encuentran fuera de Bangladesh,

La determinacién de biotipo no es necesaria para el control o trata-
miento de los pacientes,

A. Antecedentes historicos: cdlera pandémico

Se cree que el cilera se origind en el delta del rio Ganges, en la India.
En el siglo XIX, verdaderas oleadas pandémicas se propagaron desde el
sur de Asia a muchas partes del mundo siguiendo las rutas de comercio,
peregrinacién y migracion. Durante esas pandemias, en toda Europa y el
continente amerieano se produjeron grandes epidemias urbanas con eleva-
das tasas de mortalidad. En 1860, investigaciones efectuadas por John
Snow y otros autores revelaron que los sistemas de abastecimiento de agua
contaminados con aguas residuales eran la principal via de transmisién,
Gracias a este descubrimiento, mucho antes de que se identificara el agente
causal, el temor al célera epidémico recurrente dio lugar al movimiento de
“reforma del] saneamiento”, que en el mundo industrializado desembocé en
un extenso mejoramiento de los sisternas de agua potable y de los métodos
de eliminacién de aguas residuales.

En vista de que los barcos a menudo traian el célera desde zonas afec-
tadas, la vigilancia epidemiolégica y la notificacién de enfermedades cobra-
ron importancia, La amenaza del célera epidémico obligé a implantar la no-
tificacién sistemdtica de enfermedades y a crear departamentos de salud
ptiblica para investigar los casos presuntivos. En los afios ochenta del siglo
XIX, merced al empefio de los organismos de salud piiblica, ya era posible
evitar la propagacién epidémica cuando desembarecaban en puertos de
América del Norte enfermos de célera procedentes de pafses afectados por
la quinta pandemia (1881-1896). Desde entonces, se atribuye al agua pota-
ble salubre y al tratamiento higiénico de las aguas residuales el haber pro-
tegido a muchas poblaciones del célera epidémico y de otras enfermedades
infecciosas. A mediados del siglo XX, el c6lera habfa quedado limitado a
unos cuantos pafses de Asia.

La distribucién geogrifica relativamente limitada del célera en el de-
cenio de 1950 se ampli6 mucho en los comienzos del decenio siguiente. En
1961, una epidemia de enormes proporciones tuvo como punto de partida el






Etiologia y epidemiologin del cilera

B. Focos ambientales

En vista de que la historia del célera se ha caracterizado por oleadas
epidémicas, se crefa que no existia ningiin reservorio natural permanente
en la mayor parte del mundo. Sin embargo, en afios recientes se han iden-
tificado en el ambiente focos endémicos de V. cholerae O1 toxigénico. Por
ejernplo, reiteradamente se han producido casos de célera a consecuencia
de haber bebido agua de ciertos rios australianos remotos o por comer can-
grejos semicocidos pescados en las aguas de la costa del Golfo de México
correspondientes a los Estados Unidos. En ambos lugares, se aislé V. chole-
rae Ol toxigénico de las aguas superficiales, donde era poco probable la
contaminacién con aguas residuales humanas. Ello indica que al menos al-
gunas cepas de V. cholerae O1 toxigénico pueden persistir en el ambiente
natural durante muchos afios.

C. Manifestaciones clinicas

El eblera es una enfermedad que causa diarrea de tipo secretorio. La
enterotoxina producida por V. cholerae Q1 provoca el escape de enormes
cantidades de liquido y electrélitos hacia la luz del intestino, le cual pro-
duce rapidamente diarrea acuosa profusa, disminueién del volumen sangui-
neo circulante, acidosis metahélica, deplecidn de potasie y, en ultimo tér-
mino, colapso vascular y muerte. En los casos graves, la copiosisima
diarrea puede causar rdpidamente la pérdida de 10% o mads del peso corpo-
ral, y acompafarse de choque hipovolémico y muerte; aun asi, 75% o mds
de las infecciones iniciales por V. cholerae 01 biotipo El Tor pueden ser asin-
tométicas, lo cual depende de la dosis infectante. Del 25% de personas con
infecciones sintomaticas, la mayorfa padecen una afeccién leve. Aproxima-
damente 5% de los pacientes presentan un cuadro clinico moderado que re-
quiere atencién médica pero no hospitalizacién. En tan solo un 2% de los
pacientes la afeccién progresa a “célera gravis” potencialmente mortal
(Figura I-3). Las personas cuya sangre es de tipo O presentan mayores
probabilidades de contraer célera grave, en comparacién econ las que tienen
otros tipos sanguineos. Como la sangre de tipo O es mds comiin en Amé-
rica Latina que en otras partes del mundo, una mayor proporcion de las
infecciones por el bacilo del célera en esta regién tienen probabilidades de
Ser graves.

D. Tratamiento

El tratamiento con éxito de los enfermos de edlera depende de la rédpida
restitucién del liquido y los electrélitos perdidos. Antes del advenimiento
de la terapia de rehidratacién, morian entre 30% y 50% de los pacientes
aquejados de “célera gravis.” En la actualidad, cuando se proporciona tra-
tarniento adecuado, la mortalidad es de menos de 1% de los casos notifica-
dos. Los liquidos y electrélitos pueden reemplazarse rdpidamente por via
oral o intravenosa. La posibilidad de recurrir a la via oral se explica
porque las células epiteliales del intestino son capaces de absorber lHguido
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ficaz, consume parte de los recursos de por si escasos y acelera la aparieién
de resistencia antimicrobiana en V. cholerae O1. Los agentes antimicro-
bianos recomendados por la Organizacion Mundial de la Salud para tratar a
los enfermos de edlera son tetraciclina, doxiciclina, furazolidona, trimeto-
prima-sulfametoxazol, eritromicina y cloranfenicol. Datos recientes indiean
que las fluoroquinolonas (por ej., ciprofloxacina y norfloxacina) son también
eficaces. En vista de que la resistencia a los antimicrobianos ha sido un
problema en ascenso en ciertas partes del mundo, debe vigilarse peritdiea-
mente la sensibilidad de las cepas de V. cholerae O1 a los agentes
antimicrobianos.

E. Epidemiologia

Cuando el célera en la forma epidémica se presenta por vez primera en
una poblacién anteriormente no expuesta, puede afectar a todos los grupos
de edad. Al contrario, en las zonas con tasas elevadas de la forma endémica
de la enfermedad, como Bangladesh, la mayoria de los adultos han adquiri-
do cierto grado de inmunidad natural como resultado de las infecciones re-
petidas, sean o no sintométicas. En estas circunstancias, la enfermedad se
presenta principalmente entre los nifios pequefios, que se exponen al bacilo
por primera vez, y en los ancianos, cuya produccién de dcido gdstrico es
menor y cuya inmunidad estd menguando. Las epidemias se preducen de
manera caracteristica a finales del verano y en el otofio. Las personas po-
bres corren el riesgo mas elevado porque suelen carecer de agua potable,
las condiciones higiénicas de sus casas son deficientes y pueden depender
de los vendedores ambulantes u otras fuentes mal reglamentadas para ob-
tener sus alimentos y bebidas.

Innumerables investigaciones han vineulado la transmision del célera
con el agua potable extrafda de pozos, rfos o arroyos poco profundos, y
hubo un caso producido por agua de manantial embotellada comereial-
mente. También se ha inculpado al hielo hecho con agua contaminada. En
algunas ciudades del mundo en desarrollo, los grandes sistemas municipales
distribuyen agua sin filtrar ni clorar, por medio de tuberias con fugas y a
baja presion. En algunos lugares, las personas cavan hasta encontrar la
tuberfa maestra, la cual perforan para obtener el agua para beber. Es posi-
ble que el orificio en la tuberia haya sido taponado con un trapoe o con cual-
quier otro medio igualmente ineficaz. Si la presién desciende dentro de la
tuberia, puede producirse retrosifonamiento con la contaminacién eonsi-
guiente. En forma andloga, muchos recipientes domésticos para almacenar
el agua favorecen la contaminacién. En vista de todo ello, la introduccién
de recipientes mas seguros para almacenar el agua en las casas y el mejora-
miento de la integridad de los sistemas municipales de agua se han conver-
tido en prioridades en muchas zonas actualmente afectadas por el célera
epidémico.

Los alimentos constituyen otro importante medio de transmisién del
célera. Una y otra vez, los pescados y mariscos han sido fuente del célera,
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particularmente moluscos y crustdceos erudos o semicocidos pescados en le-
chos marinos contaminados por agnas residuales o en ambientes donde V.
cholerae Ol vive naturalmente. El cangrejo, el camardn, las ostras, las al-
mejas y el pescado seco han sido inculpados de causar brotes epidémicos
de origen alimentario. Aunque V. cholerae Ol se destruye fieilmente por
efecto de la desecacion, la luz solar y la acidez, se multiplica bien en una
variedad de alimentos hiimedos de los cuales la cocei6n previa ha eliminado
otros microorganismos competidores. El arroz cocido es un excelente medio
de cultivo, como lo son también las lentejas, el mijo y otros alimentos hu-
medos con pH neutro. En una investigacion efectuada en Africa, el arroz
sobrante servido con una salsa de mani alcalina transmitié el edlera. El
mismo arroz servido con salsa de tomate dcida no constituy6 un vehiculo
para la propagacién de la infeccidn. Las frutas y hortalizas regadas con
aguas residuales durante su cultivo y consumidas sin cocinar o sin someter-
las a otros procedimientos de descontaminacién son probablemente vehfcu-
los de la transmisién del edlera. La congelaeién de los alimentos o las bebi-
das no impide la transmisién del célera; ciertos brotes ocurridos en 1991 se
pudieron adjudicar al hielo hecho con agua contaminada, a una ensalada
preparada con cangrejo congelado y a leche de coco congelada usada come
alifio de un postre.

No se ha demostrado que el eflera se propague de una persona a otra
mediante el contacto directo, como el que entrafia darse la mano o asistir a
un paciente. Es probable que los brotes que se producen en pabellones de
hospital con gran hacinamiento de pacientes sean causados por alimentos o
agua contaminados. De modo andlogo, ciertos brotes que sobrevienen poco
después del entierrc de una persona que fallecié a causa del célera parecen
haber sido causados por el consumo de alimentos contaminados servidos
durante el velorio, a menudo elaborados por las mismas personas que pre-
pararcn el caddver para sepultarlo.

F. Vigilancia epidemiologica

La vigilancia epidemiolégica del célera comienza con los clinicos y mi-
crobi6logos que estdn alerta ante la posibilidad de que aparezea el célera y,
en consecuencia, obtienen cultivos apropiados para la confirmacién cuando
se presenta una enfermedad sospechosa, Los casos presuntivos iniciales de-
ben notificarse de inmediato a las autoridades de salud locales, estatales o
regionales. Las colonias aisladas eon aspecto de corresponder a V. cholerae
se enviardn de inmediato a un laboratorio de referencia para la identifica-
¢ién y confirmacién. Todos los aislamientos de V. cholerae deben someterse
a pruebas para determinar si son del serogrupo O1. Los aislamientos de V.
cholerae O1 relacionados con infecciones esporddicas y una muestra de los
identificados en el transcurse de una epidemia deben estudiarse para saber
si producen la toxina del edlera. Cuando se afsla V. cholerae 01 de perso-
nas con diarrea acuosa grave, hay que notificar inmediatamente a las auto-
ridades de salud publica correspondientes, aun antes de practicar las prue-
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bas para confirmar la elaboracién de la toxina; esto se hace con la finalidad
de investigar la fuente de la infeccion y poder aplicar las medidas de con-
trol adecuadas.

G. Vacuna contra el célera

Desde hace varios afios se cuenta con una vacuna parenteral contra el
cilera; se trata de una preparacién inyectable a base de bacilos muertos
gue es relativamente ineficaz. Su aplicacién disminuye tan solo en 50% el
riesgo de célera clinico, y la proteccién se limita de 3 a 6 meses. Ademds,
la vacuna no parece aminorar la gravedad de la enfermedad en las perso-
nas que contraen el célera después de vacunarse. Esta vacuna no impide la
infeccitén asintomdtica ni tampoco evita la infeccién en las personas que tie-
nen estrecho contacto con enfermos de cdlera. La aplicacion de esta vacuna
a grandes grupos no ha resultado 1til para combatir el célera epidémico.
No se recomienda su empleo con fines de salud piblica para las personas
que viajan a zonas de célera endémico. En la actualidad, ningtn pais exige
oficialmente el certificado de vacunacién contra el célera. La aplicacion de
una vacuna ineficaz crea una falsa sensacién de seguridad que impide tener
en cuenta medidas preventivas mds eficaces.

Aunque la vacuna anticolérica existente carece de valor préctico, se ha-
llan en experimentaeién varias vacunas que son prometedoras. Entre ellas
se cuentan dos preparaciones orales: una vacuna de células enteras muer-
tas que contiene la subunidad B de la toxina del célera, y una vacuna de
células vivas atenuadas. Desde el punto de vista de la salud piblica, podria
ser importante contar con una vacuna contra el célera capaz de inducir pro-
teceién continua contra la enfermedad grave y, de manera ideal, contra la
infeccién asintomdtica.

H. Estrategias de prevencion

Las medidas para combatir las epidemias suelen aplicarse en varias eta-
pas. Las medidas de eontrol urgentes y a corto plazo son las siguientes:
1) mejorar la capacidad para diagnosticar, tratar y vigilar la propagacién
del célera epidémico; 2) ensefiar a la gente medidas de prevencién sencillas,
como hervir o tratar de otro modo el agua de beber y evitar los alimentos
que entrafian alto riesgo; y 3) llevar a cabo investigaciones epidemiolégicas
para identificar medidas de control coneretas. Entre las medidas de control
a mediano plazo, que se aplican en el término de varios meses o afios, fi-
guran una variedad de intervenciones sostenibles y relativamente baratas,
como introducir métodos mds seguros de almacenar el agua en casa, aplicar
técnicas econdmicas y pricticas para la desinfeccién local del agua, y procu-
rar un abasto de alimentos con menores riesgos, en especial mediante el
mejoramiento de la inocuidad de los alimentos y bebidas que expenden los
vendedores callejeros. Es probable que el célera epidémico persista mien-
tras en las zonas afectadas no se apliquen medidas encamidadas a lograr la
reforma a largo plazo de las condiciones de saneamiento. Entre ellas pue-
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den mencionarse el mantener y actualizar sistemas de abastecimiento y
distribucién de agua que sean seguros, construir plantas para el trata-
miento eficaz de aguas residuales y crear la infraestructura de salud pu-
blica que apoye la transicién hacia un ambiente exento del riesgo del
colera.
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Il. Lafuncién del laboratorio de salud publica

A. Consideraciones generales

Para guiar la seleccién de cualquier prueba de laboratorio resulta esen-
cial entender el uso que ha de darse a los resultados de las mismas, Esto
cobra particular importancia en el caso del célera porque en las zonas
donde esta enfermedad es endémica es posible diagnosticarla con aceptable
exactitud basdndose dnicamente en las manifestaciones clinicas. Asimismo,
el célera se puede tratar eficazmente sin que medie la confirmacién del
agente causal por el laboratorio. No obstante, en los comienzos de un brote
epidémico se precisa la confirmacién del agente causal por el laboratorio
debido a que otras enfermedades que se acompafian de diarrea de tipo se-
cretorio, como las causadas por Escherichia coli toxigénico o rotavirus,
pueden parecerse al célera. Asimismo, como la mayor parte de las infec-
ciones (aproximadamente 75%) causadas por V. ckolerae 01 son asintomati- .
cas, y como el edlera gravis (deshidratacién potencialmente mortal) se pre-
senta en tan solo un 2% de los pacientes, el diagnéstice de célera puede
pasarse por alto si se basa Gnicamente en las manifestaciones clinicas, espe-
cialmente en las primeras etapas del brote o cuando se producen pocos
€AS08.

Durante un brote epidémico de célera, los esfuerzos del laboratorio de-
ben encauzarse a resolver problemas cruciales de salud piblica y no a exami-
nar un gran niimerc de muestras clinicas que arrojen escasa informacion.
Las prioridades de un laboratorio se modifican en el transcurso de una epi-
demia de célera. Al comienzo del brote es necesario confirmar el agente
causal de los casos presuntives. Una vez que la epidemia de célera se ha
establecide, disminuye la importancia de confirmar cada caso diagnosticado
por medios clinicos, de suerte que los esfuerzos del laboratorio deben diri-
girse entonces a investigar el alcance de la epidemia, la fuente de la infec-
cién y la aparicién de resistencia a los antimicrobianocs, Después que la epi-
demia cede, la confirmacidén de los casos presuntivos por el laboratorio es
importante para definir el final de la epidemia y para orientar las deci-
siones en materia de salud piblica.

B. Cuando se reconoce la amenaza de epidemia de célera

En una regién amenazada por el célera epidémico, el laboratorio de
salud puablica desempefia una funcién central en lo referente a detectar la
introduccién de la enfermedad. La deteccién temprana de los casos de céle-
ra facilita la seleccién de las actividades de control adecuadas. La vigilancia
basada en el laboratorio se lleva a cabo empleando varios tipos de mues-
tras, segiin se indica a continuacién.

1. Muestras clinicas de casos de “enfermedad semejante al célera” en
los consultorios u hospitales centinela cuando no hay un brote de
colera

El muestreo regular de especfmenes provenientes de casos sospechosos
puede hacerse de manera periédica, lo cual depende de los recursos con

11



La funcion del laboratorio de salud piblica

que cuente el laboratorio y del acceso a centros clinicos. Hay que ponerse
de acuerdo de antemano acerca de la definicién de “casos presuntivos”, que
son los que habrin de someterse a examen para detectar V. cholerae.
Cuando acude a consulta un paciente con diarrea acuosa intensa y deshi-
drataciéon que exige tratamiento intravenoso, se debe considerar como ean-
didato para la préctica de un cultivo con fines de vigilancia epidemiolégica.
Al efectuar dichos cultivos es preciso tener en cuenta los recursos disponi-
bles y la frecuencia de casos presuntivos. Se pueden tomar provisiones
para obtener hisopados (escobillones} rectales de todos los pacientes con
enfermedad semejante al célera en varios establecimientos clinicos, o bien
muestrear a un subgrupo de pacientes, como pueden ser todos los que acu-
den a consulta por diarrea en un dia determinado o un niimero determi-
nado de pacientes al mes, Es importante trazar planes para transportar
adecuadamente las muestras clinicas al laboratorio. Es mas eficaz examinar
un niimero reducido de muestras cuidadosamente escogidas que examinar
un gran niimero de muestras mal escogidas que quizd se hayan manipulado
incorrectamente.

2. Confirmacion de los casos en las primeras etapas de un brote de
‘“enfermedad semejante al célera”

Pueden practicarse cultivos y pruebas serolégicas en muestras prove-
nientes de contactos familiares de los casos iniciales, y se debe considerar
la posibilidad de acrecentar la vigilancia epidemioldgica por un tiempo limi-
tado en la zona donde se haya confirmado un caso inicial. Estas medidas
permiten determinar rapidamente si el primer caso fue un acontecimiento
aislado o si representa el inicio de un brote epidémico.

3. Vigllancla de los puntos de captacion de aguas residuales

E1 hisopo de Moore (véase el Capitulo V, “Exidmenes de alimentos y de
muestras ambientales™) es un método sencillo, fiable y sensible para identi-
ficar a los individuos infectados en la poblacién usuaria de un sistema de
captacion de aguas residuales. El muestreo repetido en los puntos centrales
a intervalos de una a dos semanas puede identificar eficazmente las infee-
ciones, ya sean sintomdticas o asintomdticas, en la zona. No obstante, en el
transeurso de una epidemia, cuando los hisopos resultan sistematicamente
positivos, el muestreo continuo ofrece escasa informacién suplementaria, asi
que puede ser suspendido.

4. Confirmacién de los aislamientos de V. cholerae en el laboratorio

Si de una muestra de la fase preepidémica se aisla V. cholerae 01, el
aislamiento se debe enviar a un laboratorio de referencia para confirmaciéon
y caracterizacion. La confirmacién del antigeno O1, el serotipo y la produe-
cidon de toxina del célera es decisiva para confirmar la presencia de célera
en la zona. Un nimero reducido de aislamientos se someterin a pruebas
bioquimicas de identificacién, a la determinacién del biotipo y a pruebas
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para identificar resistencia a los antimierobianos. La caracterizaciéon m4s a
fondo de los aislamientos, por ejemplo, mediante la subtipificacién molecu-
lar, puede ayudar a determinar el origen de los mismos.

C. Qué hacer durante un brote epidémico de célera

Una vez que se ha confirmado la presencia de casos de célera en una
zona y que se comprueba la transmisién continua de la infeecién, bien sea
mediante la vigilancia clinica 0 ambiental, habr4 que disminuir considera-
blemente las actividades del laboratorio encaminadas a detectar infecciones
por V. cholerae O1. No es necesaria la confirmacién de todos los casos pre-
suntivos, ni tampoco hace falta la caracterizacién extensa de los casos con-
firmados. Como la cepa epidémica es mucho més comiin que las cepas O1
no toxigénicas, tiene poca utilidad someter a prueba todos los aislamientos
para determinar la produccién de toxina del célera o hacer otros estudios
fuera de la aglutinacién con el antisuero O1. En vez de ello, los recursos
del laboratorio de salud publica deben usarse para las tareas que se descri-
ben a eontinuacién.

1. Vigilancia de la aparicién de resistencia a los antimicroblanos

El examen periédico de un niimero pequefio de aislamientos puede de-
tectar el surgimiento de resistencia a los antimierobianos. La resistencia
puede aparecer en la localidad, de manera que se debe considerar la posibi-
lidad de efectuar pequenas encuestas periédieas en toda la zona afectada.

2. Investigaciones epldemiologicas especiales

Durante las epidemias de célera, las investigaciones focalizadas sobre el
terreno ayudan a determinar las fuentes de infeccién y vias de transmisién
¥ la tasa de propagacién a los contactos familiares.

Las investigaciones de casos y testigos son de m4xima precisi6n si
tanto los pacientes como los testigos pueden ser examinados en busca de
infeceion actual o reciente. La infeccién actual puede comprobarse me-
diante el cultivo de muestras obtenidas cuando los enfermos acuden en
busca de tratamiento. Ademds, en las zonas recientemente afectadas por
una epidemia, las muestras de suero de los testigos sanos pueden anali-
zarse para determinar los titulos de anticuerpos vibriocidas, ya que asi
pueden excluirse del estudio los posibles testigos con titulos elevados de di-
chos anticuerpos, que indican infeccién reciente.

Las encuestas en los hogares de los pacientes pueden determinar si se
estd produciendo transmisién intrafamiliar y si, por tanto, se justifica adop-
tar medidas tales como educacién o quimioprofilaxis del grupo familiar.

3. Definicion de la magnitud de la epidemia y mejoramiento de la
interpretacién de los datos de vigllancia

Las encuestas serolégicas que se efectiian periédicamente en el transcur-
so de una epidemia pueden ayudar a determinar el nimero de infecciones
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que se han producido entre la poblacién y la proporeion de ellas que son
asintomdticas. Los resultados de los cultivos obtenidos de una serie secuen-
cial de 50 a 100 pacientes que encajan en la definicién de caso aplicada du-
rante una epidemia pueden determinar el valor predictivo de dicha defini-
cién. Esto confirmara la exactitud de la definicién de caso usada para los
fines de la vigilancia epidemioldgica. Por ejemplo, si el 80% de los pacientes
que encajan en la definicién de caso presentan infeccién confirmada por el
cultivo, el valor predictivo de la definicién serd elevado y, en consecuencia,
cuando no se cuente con la eonfirmacién del cultivo se podrd presumir que
padecen colera los enfermos que satisfacen los criterios de la definicidn.

4. Determinacion de la repercusion de las medidas de control

Los datos de la vigilancia de laboratorio pueden determinar la eficacia
de las medidas para combatir la epidemia. Si las medidas preventivas estdn
dirigidas contra determinados vehiculos de transmisién, las pruebag de la-
boratorio que comprueben el éxito o el fracaso de las medidas en curso
para descontaminar dichos vehfeulos pueden utilizarse como indicadores de
la eficacia de las medidas de control concretas, lo cual es mejor que limi-
tarse a practicar cultivos de muestras de los vehiculos para intentar aislar
V. cholerae O1. Las pruebas de la cloracién adecuada del suministro de
agua y la ausencia demostrada de coliformes fecales en el agua, los alimen-
tos y las bebidas resultan mds tranquilizadoras que el hecho de no poder
detectar V. cholerae 01 en muestras tomadas de estos productos.

D. Definicion de la duracion de la epidemia

Una disminueién congiderable en el mimero de casos de célera definidos
por medios clinicos en una poblacién determinada puede representar una
disminucién estacional pasajera, la transicion al estado de endemicidad o la
completa desaparicion del ¢dlera de esa poblacién. La transmision puede
cesar por completo en ciertas regiones, mientras que en otras puede per-
sistir en un grado menor. Como es comiin que el célera epidémico disminu-
va bruscamente en las estaciones mds frias y regrese el verano siguiente,
pueden ser prematuras las declaraciones de que una regién determinada
estd exenta del célera. En estas circunstancias, la vigilancia de laboratorio
focalizada puede ayudar a definir la situacién. Al igual que en el perfodo
preepidémico, el muestreo periddico de personas con “enfermedad seme-
jante al célera” de cardcter grave y de puntos centrales de captacién de
aguas residuales puede usarse de nuevo para determinar con gran sensibi-
lidad la presencia o ausgencia de la cepa epidémica. Para poder declarar con
conflanza que una zona estd exenta de cdlera es preciso que transcurran 12
meses sin que se hayan detectado indicios de V. cholerae Ol. Un informe
puede mencionar que no se han detectado casos de célera desde una deter-
minada fecha, sin tener que declarar que la zona esta libre del célera.
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E. Problemas especiales

1. Diagnéstico retrospectivo de un presunto brote

Si se llega a una poblacién después de que ha cedido un presunto brote
de célera, pueden recogerse muestras de suero para determinar los titulos
de anticuerpos vibriocidas. Los sueros pueden obtenerse de un mimero re-
ducido de pacientes “tipicos” y de testigos sanos. La obtencién de sueros
testigos en el mismo poblado permite comparar los titulos de anticuerpos
vibriocidas del grupo “enfermo” con los del grupo “sano”. La eleccitén de la
prueba serolégica depende del momento en que se recoja el espécimen
(véase el Capitulo VIII, “Deteccion de anticuerpos contra Vibrio cholerae
01 y contra la toxina del célera en los pacientes”). Los titulos de anticuer-
pos vibriocidas comienzan a elevarse varios dias después de la exposicién,
generalmente aleanzan su punto mdximo al cabo de 10 a 21 dias, comienzan
a declinar en el término de un mes y regresan a sus niveles basales mds o
menos en un afio. Los anticuerpos contra la toxina del célera alcanzan su
punto maximo entre 21 y 28 dias después de 1a exposicién y persisten ele-
vados durante mas de un afio después de la infeccidn.

2. Muestreo ambiental

Los métodos para muestrear los alimentos y el agua y para obtener
otras muestras ambientales con la finalidad de aislar V. cholerae O1 exigen
un uso intensivo de mano de obra, son relativamente poco sensibles y pue-
den agotar en poco tiempo los recursos del laboratorio sin producir resulta-
dos claramente interpretables. Cuando el cultivo resulta negativo, ello
puede indicar que las muestras ambientales se recogieron demasiado tarde
0 que se manipularon incorrectamente. Si en diferentes tipos de muestras
se afsla V. cholerae O1, quizd no quede claro si el alimento o el agua causa-
ron la enfermedad o si fueron contaminados por las personas infectadas.

En general, no se recomiendan las encuestas ambientales amplias. No
obstante, si desde el punto de vista epidemiolégico se ha identificado un ve-
hfeulo de trangmisién concreto, el muestreo focalizado de este puede arro-
Jar informacién 1til. De modo parecido, una vez que se han adoptade medi-
das de control para reducir la contaminacién del vehieulo, la evaluacién
microbiolégica puede indicar el grado de éxito de la intervencién.

F Resumen

El Iaboratorio de salud publica puede facilitar informacién de cardcter
crucial para definir el principic de una epidemia de edlera, vigilar la resis-
tencia y otros cambios en la cepa epidémica, y definir el curso de la epide-
mia, Mediante la colaboracion con epidemiélogos, el miercbidlogo de salud
piiblica puede apoyar los esfuerzos encaminados a determinar las fuentes
de la infeccién y a medir la eficacia de las medidas de control. El uso ade-
cuado de los recursos del laboratorio puede despejar muchos interrogantes
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La funcion del laboratorio de salud publica

cruciales. La clara formulacién de las preguntas precisas que habrdn de
responderse, aunada a una meticulosa atencién a los aspectos de la selec-
cién y el transporte de las muestras, y del uso eficiente de las pruebas
diagnésticas, puede impedir que los recursos del laboratorio se agoten
practicando pruebas de dudoso valor epidemioldgico.
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lil. Obtencién y transporte de las muestras de pacientes

Los esfuerzos del laboratorio por aislar V. cholerae 01 pueden verse obs-
taculizados &i las muestras se obtienen en cantidad insuficiente o si se reco-
gen o transportan de manera inadecuada. Por lo tanto, en cualquier estudio
de laboratorio es crucial recoger muestras adecuadas, usar un medio micro-
biologico de transporte apropiado para muestras fecales, y transportar
oportunamente lag muestras al laboratorio (véase el Cuadro III-1).

A. Obtencién de las muestras

1. Muestras fecales

Las muestras fecales deben recogerse en las etapas iniciales de cual-
quier enfermedad entériea, cuando los agentes patégenos suelen estar pre-
sentes en mayor nimero en las heces, y antes de que se inicie la
antibioticoterapia.

Recogida de las heces

Recoja las heces en recipientes limpios (sin residuos de desinfectantes
ni detergentes) con tapas de cierre hermético a prueba de fugas. No deben
recogerse muestras del eémodo, pues este puede contener residuos de de-
sinfectante. Para obtener heces liquidas de pacientes con diagndstico pre-
suntivo de célera puede usarse una sonda rectal. La sonda estéril se lu-
briea con liquido estéril, se introduce mds alld del esfinter rectal y se
mueve suavemente dentro del intestino hasta que por el extremo exterior
de la sonda comienzan a salir heces liquidas.

Las heces sin conservador se refrigeraran si es posible y serdn procesa-
das dentro de un plazo mdximo de 2 horas después de haber sido recogi-
das. Cualquier grado de desecacién de la muestra o un cambio del pH hacia
la acidez disminuird considerablemente el mimero de bacilos viables. Si se
prevé procesar la muestra mds de 2 horas después, utilice una torunda de
algodén o un hisopo eon punta de poliéster estéril, la eual se sumerge en
las heces y se deposita luego en medio de transporte de Cary-Blair (las ins-
trucciones para la inoculacion de este medio pueden consultarse en la see-
cién B del presente capitulo). Si en las heces hay moco y fragmentos de
epitelio intestinal, se deben tomar muestras de ellos con el hisopo. Las
muestras conservadas en medios de transporte microbiolégicos no necesi-
tan refrigeracién, a menos que haya probabilidades de exposicién a tempe-
raturas elevadas (>40 °C).

Recogida de hisopados rectales

Humedezea un hisopo estéril con punta de algodén en medio de trans-
porte de Cary-Blair (no deben usarse lubricantes para este propésito), in-
troduzea el hisopo en el esfinter rectal hasta alcanzar el conducto anal y,
una vez alli, hagalo girar varias veces. Extraiga el hisopo y examinelo para
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Cuadro 1lI-1. Obtencidén de muestras para el diagnostico del colera por el laboratorio

Instrucciones

para la toma Muestras fecales Muestras de suero
Cuando recoger Durante el periodo de diarrea activa {lo Suero de la fase aguda, si es posible, en los
antes posible una vez que ha comen- 3 primeros dias; suero de convalecencia,
zado la enfermedad) entre 10 y 21 dias después del inicio®
Qué cantidad recoger Hisopado rectal o hisopado de heces re- De 10 a 15 ml de sangre total en adultos, o
cién emitidas de 3 a 5 ml en nifics
Método de recogida Hisopado de heces o hisopado rectal colo- Recoger la sangre en tubo sin anticoagu-
cado en medio de transporte de Cary- lante, dejar coagular, centrifugar y colocar
Blair el suero en un tubo estéril
Almacenamiento de la Almacenar a temperatura ambiente o refri- Refrigerar o congelar inmediatamente el
muestra después de gerara 4 °C suerc (no congelar la sangre entera)
recogerla
Transporte Cerrar muy bien el envase de la muestra Colocar las muestras en recipientes bien ce-
para evitar fugas; enviar en recipiente rrados sobre bolsas de hielo o hielo seco,
resistente por un servicio de entrega en enviar en caja aislada por un servicio de
24 horas entrega en 24 horas

“Los titulos de anticuerpos vibriocidas comienzan a elevarse varios dias después del inicio de la enfermedad y alcanzan su punto maximo en
el término de 10 a 21 dias,
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Obtencion y transporte de las muestras de pacientes

comprobar que contenga materia fecal. Coloque el hisopo en el tubo del
medio de Cary-Blair y transpértelo al laboratorio a temperatura ambiente
o refrigerado (4 °C).

2. Suero para estudios de antlcuerpos

Obtenga dos muestras de suero (una de la fase aguda y otra de la fase
de convalecencia). La de la fase aguda debe recogerse tan pronto como sea
posible una vez que ha comenzado la enfermedad (en condiciones ideales,
antes de transcurridos tres dias), la de la fase de convalecencia, entre 10 y
21 dias después del inicio. Ademds del nombre y la edad del paciente, in-
dique la fecha en que se extrajo la muestra de sangre y la fecha de inicio
de la enfermedad.

Recoja las muestras de sangre (10 a 15 ml de adultos y 3 a 5 ml de
nifios) en tubes sin anticoagulante y déjelas coagular. Centrifugue las
muestras y envie tinicamente el suero a analizar. Si no se cuenta con cen-
trifuga, guarde las muestras de sangre en el refrigerador hasta que se
forme el codgulo; a continuacién, extraiga el suero con todo cuidade me-
diante una pipeta Pasteur, evitando aspirar los eritrocitos. Coloque el suero
sin células en un tubo estéril con tapén de rosca. Si el suero se va a con-
servar por varios dias, es mejor congelarlo que refrigerarlo para evitar la
multiplicacion de bacterias. Si es posible, envie lag muestras congeladas
empacadas en hielo seco o con un paquete frio. Sin embargo, si el suero
contiene eritrocitos, no se debe congelar, pues ello ocasionard hemdlisis y
difieultara el andlisis. Si el suero no se centrifugé y se someti6 a la téenieca
de coagulacién descrita anteriormente, envie las muestras refrigeradas (no
congeladas), de tal manera que puedan centrifugarse para retirar los eri-
trocitos remanentes antes de la congelacidn.

B. Medios microbiologicos de transporte

1. Medio de Cary-Blair

Este es el medio que se prefiere para la conservaeidn y el transporte de
V. cholerae, debido a que su pH elevado (8,4) es 6ptimo para esta especie y
a que su consistencia semisélida facilita el transporte. El medio de Cary-
Blair es estable y después de preparado puede almacenarse hasta por un
afio en recipientes herméticamente cerrados. Puede usarse para transpor-
tar muchos agentes enteropatégenos ademds de V. cholerae. (Las instruc-
ciones para preparar el medio de Cary-Blair aparecen en el Capitulo XI,
“Preparacién de medios de eultivo y reactivos”™.)

Inoculacion del medio de transporte de Cary-Blair

Después de recoger la muestra, adoptando las precauciones de asepsia
necesarias, introduzea uno o dos hisopos en el medio contenido en el tubo
(Figura III-1). Mantenga el algodén del hisopo sumergido en el medio.
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desecacién. La refrigeracién durante el transporte es aconsejable pero no
necesaria.

D. Transporte de las muestras

El transporte o envio de muestras para estudios diagnésticos por siste-
mag de reparto piiblicos o comerciales puede estar sujeto a reglamentos lo-
cales o nacionales. El transporte de muestras no debe representar un peli-
gro para los seres humanos o el ambiente y debe proteger la viabilidad de
los presuntos agentes patégenos. En el capitule XII, “Almacenamiento y
envio de los aislamientos”, se dan instrucciones acerca del envio interna-
cional de muestras para estudios diagndsticos y de agentes causales.

En caso de no existir reglamentos espeeificos, se sugiere regirse por las
siguientes normas para el transporte de muestras para estudios
diagndsticos:

e Colocar cada muestra en un envase primaric apropiado (tubo de ensayo,
recipiente para heces, medio de transporte, vial de suero).

s Colocar los recipientes primarios en un recipiente secundario no desecha-
ble, impermeable y con suficiente material absorbente (por ej., algodén
en rama, toallas de papel) para absorber cualquier posible derrame del
recipiente primario.

* Las muestras pueden refrigerarse si se colocan en una caja junto con
bolsas de material refrigerante congelado (las cuales pueden adquirirse
en el comercio o improvisarse). Si se opta por usar hielo en vez de bol-
sas de material refrigerante, el agua de deshiele no debe introducirse
en los tubos que contienen las muestras ni gotear del recipiente secun-
dario. Cuando se use hielo, los recipientes con Jas muestras se colocarin
dentro de bolsas impermeables de pldstico que puedan cerrarse
herméticamente.

» Las muestras congeladas solo pueden mantenerse en ese estado si se
empacan en hielo seco (CO, sélido). Se debe emplear suficiente hielo
seco para mantener la muestra congelada hasta que la reciba el labora-
torio que la procesari (generalmente, entre un tercio y la mitad de la
capacidad del envase de embarque). Los tubos de vidrio no deben en-
trar en contacto directo con el hielo seco; protéjanse las muestras eolo-
cando entre este y los tubos una capa de papel de embalar u otro mate-
rial amortiguador.

o Empacar las muestras en hielo seco o hielo ordinario fijdndolas de ma-
nera tal que no puedan rodar dentro del recipiente una vez que se haya
acabado el hielo.

e Las muestras que no se refrigeran ni se congelan también deben prote-
gerse contra la posibilidad de calor o frie extremos.
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¢ Seleccionar los medios de transporte mds rdpidos y confiables para evi-
tar retrasos en el envio. Si se mandan por avién muestras congeladas,
obtener previamente la aprobaci6n de la compafifa aérea para usar hielo
seco, ya que a medida que este se derrite libera CO, en forma de gas.
De ser posible, programar la entrega en un dia hébil y en horas de
oficina.

e S5ilas muestras se despachan por correo, empacarlas segin los requisi-
tos postales nacionales o internacionales (véase el Capitulo XII). Cer-
ciorarse de adjuntar toda la informacién y documentacién necesaria
para cada muestra.
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IV. Aislamiento de Vibrio cholerae a partir
de muestras fecales

Aunque V. cholerae 01 crece en diversos medios de agar que se utilizan
comtinmente, el aislamiento a partir de muestras fecales se realiza con
mayor facilidad empleando medios selectivos. Se recomienda el agua pep-
tonada alcalina (APW) como caldo de enriquecimiento, y el agar con ticsul-
fato, citrato, sales biliares y sacarosa (TCBS) como el medio de agar selec-
tivo preferible para el aislamiento de V. cholerae 01. En algunos casos (por
ejemplo, cuando el paciente se encuentra en fases muy tempranas de la en-
fermedad y tiene evacuaciones liguidas), puede ser innecesario el uso de
muestras enriquecidas o medios selectivos en placa. Sin embargo, siempre
se debe usar el caldo de enriquecimiento y un medio selectivo en placa
cuando se trata de personas convalecientes, infecciones presuntivas asinto-
méticas, muestras ambientales, y cuando es probable que la muestra con-
tenga gran cantidad de microorganismos competidores,

A. Enriquecimiento en agua peptonada alcalina

Vibrio spp. crece muy ripidamente en agua peptonada alcalina, y al
cabo de 6 a 8 horas estd presente en mayor cantidad que ofros microorga-
nismos. El enriquecimiento en dicho medio favorece el aislamiento de V.
cholerae O1 cuando hay pocos microorganismos, como en muestras de per-
sonas convalecientes y de portadores asintométicos.

Se han descrito otros caldos de enriquecimiento para el cultive de V.
cholerae. Entre ellos se puede mencionar el medio de enriquecimiento de
Monsur, que contiene tripticasa, telurito de potasio y taurocolato de sodio
(3ales biliares). A veces se utiliza una modificacion del agua peptonada al-
calina, en la cual se agrega telurito de potasio en concentraciones de
1:100.000 a 1:200.000. Los medios de enriquecimiento que contienen un
agente selectivo quizd no ofrezcan ventaja alguna sobre el agua peptonada
alcalina si esta se utiliza con un periodo de incubacién breve (6 a 8 horas).

B. Medios selectivos en placa

1. Agar con tiosulfato, citrato, sales biliares y sacarosa

El agar con tiosulfato, citrato, sales biliares y sacarosa (TCBS) es el
medio que se prefiere para el aislamiento de V. cholerae y se utiliza amplia-
mente en todo el mundo. El agar TCBS se expende en el comercio y es
facil de preparar; no requiere esterilizacién en el autoclave y es diferencial
y selectivo (Cuadro IV-1). Sin embargo, tiene una vida de almacenamiento
relativamente corta una vez preparado (de 3 a 5 dias), a menos que las pla-
cas se protejan cuidadosamente de la desecacién. La selectividad del agar
TCBS estd sujeta a variaciones de un lote a otro y de una marca a otra, y
el cultivo en este medio no es conveniente para las pruebas de aglutinacién
con antisueros contra V. cholerae O1.
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Cuadro IV-1. Medios selectivos en placa para el cultivo de
V. cholerae

Tamarno Prueba
de las directa con
Caracteristicas  colo- Se consigue  Hay que material to-
morfoldgicas nias en el esterilizar en mado de la
Medio de las colonias  (mm) comercio autoclave placa®
Agar TCBS Amarillas, 2a3 Si No No
redondas,
lisas
Agar TTG Grises, apla- 1a2 No Si Si
nadas, zona
opaca
alrededor
Agar Deincolorasa 1a3 Si Si No
de rosa claro

MacConkey”

Nota: TCBS = tiosulfato, citrato, sales biliares y sacarosa; TTG = gelatina con taurocolato y
telurito.

*Prueba directa de aglutinacion con antisueros o reaccion de la oxidasa.

“No todas las cepas de V. cholerae O1 crecen en el agar de MacConkey.

El agar TCBS es verde cuando se prepara. El erecimiento de un dia
para otro (18 a 24 horas) de V. cholerae producird colonias grandes (2 a
4 mm de didmetro), ligeramente aplanadas, amarillas, con el centro opaco y
la periferia translicida (Figura IV-1). E} eolor amarillo se debe a la fer-
mentacién de la sacarosa en el medio. Los microorganismos que no fermen-
tan la sacarosa, como es el caso de V. parahaemolyticus, producen colonias
de color verde a azul verde. Las colonias sospechosas que se someteran a
pruebas ulteriores deben resembrarse en un medio no inhibitorio, como
agar gelatina, agar infusién de corazén (HIA) agar hierro de Kligler (KIA)
o agar hierro con tres azicares (TSI),

2. Agar taurocolato-telurito-gelatina (agar TTG o medio de Monsur)

El agar taurocolato-telurito-gelatina (TTG) es un agar diferencial y se-
lectivo ideado especificamente para el aislamiento de V. cholerae. El agar
TTG tiene una vida de almacenamiento relativamente larga después de
preparado, y se pueden utilizar las colonias tomadas directamente del me-
dio para efectuar las pruebas de la oxidasa y de aglutinacién (véase el
Cuadro IV-1). Este medio tiene como inconvenientes que no se expende en
el comercio y que las colonias de V. cholerae incubadas de un dia para otro
en €l tienden a ser mds pequefias (1 a 2 mm) que las cultivadas en agar
TCBS. También varia la calidad del telurito de potasio, que se agrega al
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D. Aislamiento e identificacion presuntiva

1. Inoculacion directa de muestras fecales en medios selectivos en
placa

En los medios muy selectivos (agares TCBS y TTG) la siembra se hace
con un inéeculo abundante de heces liquidas, suspensi6n fecal o hisopado
rectal (Figura IV-4). Con medios de baja selectividad (agar gelatina, agar
de extracto de carne y agar sangre), se utiliza un indculo ligero, el cual se
siembra mediante estriacién con asa de alambre para aislar colonias. No es
necesario flamear el asa entre la estriacion de los diferentes cuadrantes de
la placa. Los medios de alta selectividad requieren una estriaciéon mds cerra-
da en los cuadrantes que se siembran primero, no asi los medios de baja
selectividad. Después de ia inoculacién, se incuban las placas durante 18 a
24 horas a una temperatura de 35° a 37 °C.

2. Inoculacién de agua peptonada alcalina a partir de muestras fecales

El agua peptonada alealina se puede inoeular con heces liquidas, sus-
pensién fecal o hisopado rectal (Figura IV-4). El indeulo de heces no debe
exceder del 10% del volumen del caldo. Se incuba el tubo con la tapa sin
apretar a una temperatura de 35° a 37 °C durante 6 a 8 horas, Después de
este periodo de incubacidn, se resiembra en agar TCBS empleando una o
dos asadas de agua peptonada alcalina obtenidas de la porcién mds alta del
caldo, incluida la superficie, puesto que los vibriones erecen preferente-
mente en esta zona. El tubo no se agita ni se mezcla antes de resembrar.
Si el caldo no se puede subcultivar después de 6 a 8 horas de incubacién,
se resiembra a las 18 horas en un tubo nuevo de agua peptonada alcalina.
Este segundo tubo debe resembrarse en un medio sélido después de 6 a 8
horas de incubacién.

3. Alslamiento de colonias presuntivas a partir de medios en placa

Se seleccionan varias colonias presuntivas de la placa de agar TCBS y
se inoculan en agar de infusién de corazén con plano inelinado u otro medio
no selectivo. No debe utilizarse agar nutritivo porque no contiene sal ni
permite el erecimiento 6ptimo de V. cholerae. Se incuba a una temperatura
de 35° a 37 °C.

4. Aglutinacion en lamina o portaobjeto

Las colonias sospechosas de V. cholerae recién aisladas en un medio de
agar no selectivo se pueden someter a la prueba de aglutinacién con anti-
suero polivalente eontra V. cholerae O1. Por lo general, después de 5 a 6
horas de incubacidn, las colonias que crecen en el plano inclinado son sufi-
cientes para llevar a cabo pruebas serol6gicas en ldmina con antisueros po-
livalentes contra V. cholerae 01; si no es asi, el cultivo se incuba de nuevo
de un dia para otro. Los aislamientos que aglutinan con el antisuero poliva-
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Directo

Enriquecimiento

APW
6-8 h, 35°-37 °C°

Agar TCBS

'

Medio no selectivo —_—

:

Antisueros polivalentes
contra V. cholerae O1

:

Antisueros Ogawa e Inaba

Pruebas opcionales
de tamizaje o
preliminares

Del hilo mucoide
De la oxidasa
KIAo TSI
Arginina o lisina

Figura IV-4. Procedimiento para aislar V. cholerae a partir de muestras fecales.

* Si el cultivo en agua peptonada alcalina no se pueds sembrar mediante estriacion después
de & a 8 horas de incubacion, se resiembra a las 18 horas en un tubo nuevo de agua peptona-
da alcalina; se incuba durante € a B horas y entonces se siembra en agar TCBS mediante

estriacion
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lente contra el serogrupo 01 se identifican como presuntivo V. cholerae O1
(véase en el Capitulo VI, “Identificacién de Vibrio cholerae en el laborato-
rio”, la deseripeidn del método de aglutinacién en ldmina). El presuntivo V.
cholerae O1 se puede someter a confirmacién mediante aglutinacién con an-
tisueros monovalentes o con antisueros Ogawa o Inaba; pero quizd no se
necesite la confirmacién de todos los aislamientos, en especial cuando el
abasto de antisueros es limitado. La identificacién mfnima de V. cholerae
O1 requiere solamente la confirmacién seroldgica de la presencia de antige-
nos del serotipo O1 en los aislamientos presuntivos. Sin embargo, a veces
es necesaria la caracterizacion mads eompleta del microorganismo, lo cual
puede incluir pruebas de produccién de la toxina, de hemolisinas, asi como
la de determinacién de la sensibilidad a los antimicrobianos e identificacidn
bioquimica, del biotipo o del subtipo melecular, Estas pruebas solo se de-
ben efectuar en ciertos aislamientos, como los que se han recuperado al
principic de un brote o en el curso de la vigilancia epidemioldgica en zonas
amenazadas por el célera epidémico. Solamente los aislamientos que se con-
firman como V. cholerae O1 por pruebas serolégicas deben caracterizarse
atin mds. (Véase en el Capitulo II la explicacién de cuidndo es necesaria la
caracterizacién adicional de los aislamientos, y en los Capitulos VI, VII y
IX, la descripeién de estas pruebas.)

5. Pruebas bioquimicas de seleccion

Por lo general no son necesarias las pruebas bioquimicas de seleccién
para los aislamientos de V. cholerae sospechosos a partir de muestras fe-
cales, puesto que las pruebas en laminilla con antisueros polivalentes con-
tra O1 bastan para la identifieacién presuntiva. Sin embargo, si el suminis-
tro de antisueros es limitado, pueden ser de utilidad las pruebas del hilo
mucoide y de la oxidasa u otras pruebas bioquimicas para lograr la selec-
cién mds completa de los aislamientos antes de practicar las pruebas con
antisueros. No hay un solo procedimiento de seleccién de V. cholerae 01
que resulte ideal para todos los laboratorios y todas las muestras. El labora-
torista debe elegir un procedimiento de seleccién con base en los recursos a
su alcance (por ejemplo, las existencias de antisueros), en los tipos y el nu-
mero de microorganismos competidores que probablemente haya en las
muestras que se cultivan, ¥ en la capacidad del medio selectivo de placa
para inhibir el erecimiento de esos microorganismos competidores.

La prueba del hilo mucoide, en la que se utiliza un cultivo fresco en
agar no selectivo, es 1itil para descartar los microorganismos distintos de
Vibrio spp., particularmente Aeromonas spp. (Cuadro I'V-2). También se
puede utilizar la prueba de la oxidasa para seleccionar los microorganismos
distintos de Vibrio spp., como los de la familia E'nterobacteriaceae. El agar
hierro de Kligler (KIA) o el agar hierrc de tres azicares (TSI) descartan
Pseudomonas y algunas especies de Enterobacteriaceae. Por lo general, la
prueba de la arginina es mds ttil que la de la lisina para seleccionar Aero-
monas y ciertas especies de Vibrio, pero se puede recurrir a cualquiera de
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Cuadro IV-2. Caracteristicas diferenciales de determinados miembros de las familias Vibrionaceae y
Enterobacteriaceae

Bacteria
Vibrio Vibrio Vibriones Aeromonas Aaromonas Plesiomonas Entero-

Prueba cholerae mimicus haléfilos hydrophila veronif shigelloides bacteriaceae e
KIA K/A K/A v Y KIAG KIA v %,
TSI A/A K/A v v NAG KIA v s
Hilo mucoide + + +2 - - - - §
Oxidasa + + + + + + - iy
Gas — - —b + + - Vv %

(de =
glucosa) &
Sacarosa + - v v + — v E-
Lisina + + vV v + + v s
Arginina - - v + - + v =
Ornitina + + v - + + v &
VP v - \Y v + - \Y o
Crecimiento + + — + + + + E
en 0% de 3
NaCr s
Crecimiento + + + + + + + &
en 1% de 3
NaCF §
Nota: KIA = agar hierro de Kligler; K/A = alcalinidad/acidez; V = reaccién variable; K/AG = alcalinidad/acidez y gas; TSI = agar hierro de tres g
azucares; A/A = acidez/acidez; VP = Voges-Proskauer. w
* V. parahaemolyticus, V. cincinnatiensis y V. damsela dan reacciones variables. 3;’
"V, furnissii y V. damsela dan reacciones variables. =)
° Base de calde nutritivo {Difco Laboratories, Detroit, Michigan, Estados Unidos). 2
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estos medios. No hay necesidad de utilizar dos pruebas bioquimicas que ex-
cluyan al mismo microorganismo. Por ejemplo, si se utiliza la prueba de la
arginina, por lo general no hay ventaja alguna en seleccionar también con
la prueba de la lisina, en virtud de que ambos aminoacidos descartan las
mismas especies. Las tapas de todos los tubos de las pruebas bioguimieas
habrin de mantenerse poco apretadas antes de la incubacién. Esto tiene
importancia particular para los tubos con medios de KIA o TSI en plano
inclinado, puesto que si las tapas estdn demasiado apretadas y existen con-
diciones anaerobias, quizd no se produzean las reacciones caracteristicas de
V. cholerae. (En el Capitulo VI, “Identificacion de Vibrio cholerae en el la-
boratorio”, se puede consultar la deseripci6n de estas pruebas bioquimicas.)

E. Métodos de diagnéstico rapido

El diagnéstico rdpido del célera en el laboratorio suele resultar venta-
Joso para vigilar la propagacién de la enfermedad y para establecer eon
celeridad las medidas de control. Se han obtenido y utilizado métodos diver-
s0s de deteceién rdpida para la identificacién de V. cholerae 01 directa-
mente en las heces de enfermos en muy mal estado o a partir de caldos de
enriquecimiento. En ciertas situaciones, estos métodos rdpidos pueden ser
practicos; sin embargo, solo brindan un diagnéstico preliminar. A pesar de
sus ventajas en lo que se refiere a rapidez y (en ocasiones) a las necesida-
des de reactivos m4s sencillos y de equipo, en general los métodos de diag-
néstico rdpido no pueden sustituir por completo a los métodos tradicionales
de cultivo. Es preciso recurrir a las técnicas rutinarias cuando se necesita
un aislamiento para otras pruebas, como son el andlisis de la produccién de
toxina del célera, Ia sensibilidad a los antimicrobianos, hemélisis, determi-
nacién del biotipo y subtipificacion molecular. Los métodos rdpidos suelen
ser mads ttiles sobre el terreno, cuando se requiere llevar a cabo el diag-
néstieo inmediato para vigilar el curso de un brote de célera.

1. Métodos de microscopia de campo oscuro y de contraste de fases

La microscopia de campo oscuro y de contraste de fases se han utilizado
para diagnosticar en muestras fecales en relacién con V. cholerae. Utili-
zando estas técnicas, las heces liquidas se examinan con el microscopio para
identificar los microorganismos con su tipica movilidad de saeta (“estrella
fugaz”). La observaci6n de la movilidad caracteristica solo se puede consi-
derar como una prueba de seleccién preliminar, y la exactitud diagnéstica
no es alta si se compara con las técnicas de cultivo ordinarias.

El método de inhibicién de la movilidad es aun mejor cuando se usan
antisueros especificos contra V. cholerae O1; con este método se examinan
las heces o los caldos enriquecidos a los que se les han agregado o no anti-
sueros. Si la adicién de antisueros polivalentes contra V. cholerae 01 su-
prime la movilidad, a juzgar por lo que se observa en la microscopia de
campo oscuro o de contraste de fases, la prueba se considera positiva.
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Los diluyentes para los antisueros y las heces se seleccionaran cuida-
dosamente para evitar la inhibicién no especifica de la movilidad (por ejem-
plo, ciertos preservativos utilizados en los antisueros, como la azida de so-
dio o el mertiolato). El agua destilada, al inhibir la movilidad de V.
cholerae, no es un diluyente adecuado para las muestras de heces. Otros
inconvenientes de estos métodos son los requisitos de contar con mierosco-
pia de campo oscuro o de contraste de fases y la necesaria participacién de
un técnico experto. Esta técnica se ha utilizado ampliamente a pesar de
esos inconvenientes.

Procedimiento de campo oscuro

La muestra que se prefiere es la constituida por heces liquidas (“agua
de arroz”) recién obtenidas. Si la muestra es liquida pero no tiene aspecto
de agua de arroz, debe diluirse en una proporcién de 1:1 con solucién salina
antes de la prueba directa. Si la muestra de heces recién obtenida es nega-
tiva, se lleva a cabo un enriquecimiento de 6 a 8 horas en agua peptonada
alealina y se repite la prueba con el caldo enriquecido, Puede ahorrarse an-
tisuero si primero se determina que la muestra de heces o de caldo enri-
quecido presenta movilidad, y solo entonces se prepara la muestra con an-
tisuerc para el examen. Debe usarse como testigo positivo una eepa mévil
conocida de V. cholerae O1.

Para el procedimiento de campo oscuro se requieren los siguientes
materiales:

s Microscopio con eondensador de campo oseuro (si se utiliza lente de in-
mersién en aceite [100X], el objetivo debe tener un diafragma de iris)

¢ Antisuero polivalente contra V. cholerae O1
¢ Portaobjetos (de tamafio normal) y cubreobjetos limpios

o Solucién salina fisiolégica estéril o solucién salina con amortiguador de
fosfato, pH de 7,0 2 8,0

Para realizar la prueba, se coloca una gota del antisuero polivalente
contra V. cholerae O1 cerca del extremo de un portaobjetos limpio. A con-
tinuaci6n, se agrega una gota de heces con aspecto de agua de arroz recién
obtenidas o una gota de caldo de enriquecimiento con agua peptonada al-
calina incubado durante 6 a 8 horas y se mezcla con la gota de antisuero;
se deposita también otra gota de heces o agua peptonada alealina en el ex-
tremo opuesto de la ldmina. Se colocan sendos cubrechjetos sobre las gotas
en cada extremo. Utilizando el microscopio de campo oseuro, con el obje-
tivo de 40X se examina la gota que contiene las heces o el caldo de enri-
quecimiento para observar la movilidad de “estrella fugaz”. Si se detecta
este tipo de movilidad se examina la mezcla que contiene el antisuero. Si el
microorganismo mévil es V. cholerae 01, la movilidad cesara por completo.
Si los mieroorganismos que se encuentran bajo ambos cubreobjetos no son
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méviles o si no hay diferencia entre la movilidad de una mezcla a otra, el
microorganismo no es V. cholerae OL.

2. Inmunofluorescencia

Se han utilizado técnicas de inmunofluorescencia que emplean antisue-
ros conjugados con isotiocianato de fluoresceina para observar células de V.
cholerae 01 en diversos tipos de muestras. A pesar de su utilidad, los mé-
todos de inmunofluoreseencia no son de uso general como instrumentos de
diagnéstico primario debido a las exigencias de equipo earo, reactivos in-
munoldgicos de alta calidad y la necesaria intervencién de técenicos
capacitados.

3. Aglutinacién en latex

Para la deteccién del microorganismo directamente en muestras fecales,
se ha empleado un estuche comercial de aglutinacién en limina (Denka Sei-
ken, Tokio, Japén), preparado para la serotipificacién de los aislamientos de
V. cholerae O1. El estuche utiliza particulas de litex recubiertas con anti-
cuerpos monoclonales dirigidos contra los antigenos A, B y C de V. chole-
rae O1. Durante la investigacién de una epidemia de célera, se valoré la
capacidad de dicho equipo para confirmar el diagndstico de edlera al lado
del paciente utilizando hisopados rectales. La prueba de aglutinacién en 14-
tex detectd 63% de los pacientes con cultivo positivo a partir de hisopados
rectales, pero dio resultados positivos falsos en 12% de los pacientes eon
cultivo negativo, No se han determinado la sensibilidad ni la especificidad
de esta prueba con muestras de heces liquidas,

4. Coaglutinacion

En el método de coaglutinacion, los anticuerpos contra V. cholerae O1
se ligan a la superficie de células de Staphylococcus aureus (Cowan 1) sin
perder su capacidad de unién al antigeno ni su especificidad. Cuando la
reaccién es positiva, las células estafilocicicas se unen entre si formando
una trama reticular debido a la formacitn de enlaces entre los anticuerpos
que se encuentran en su superficie v las células de V. cholerae.

Los problemas con el uso de esta técnica se atribuyen a sustancias que
se encuentran en las heces y que inhiben, de manera no especifica, la aglu-
tinacién y la formacion de trama o reticula de eélulas estafilocicicas. Re-
cientemente aparecié en el comercio una prueba de coaglutinacién basada
en anticuerpos monoclonales (CholeraScreen, New Horizons Diagnostics,
Columbia, Maryland) que al parecer supera los obsticulos mencionados.
Son alentadores los informes de las evaluaciones del producto con muestras
obtenidas de cultivos en los Estados Unidos y con muestras elinicas en
Guatemala y en Bangladesh.



Aislamiento de Vibrio cholerae a partir de muestras fecales

5. Otras técnicas de Identificacion y aislamlento rapidos

Se han descrito otras técnicas para el diagndstico rdapido de V. cholerae
01 que incluyen métodos basados en la multiplicacién de bacteriéfagos, la
adieién de antisueros a los medios de crecimiento para precipitar las células
de V. cholerae en caldo, y el uso de esferas o cuentas magnéticas o papel
de nylon o nitrocelulosa cubiertos de anticuerpos para reunir fisicamente, a
manera de agregado, las células de V. cholerae.
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V. Examenes de alimentos y de muestras ambientales

Tradicionalmente, el agua se considera como el vehicule mds importante
para la transmision del célera, Hacia 1860, después de los estudios de John
Snow y otros investigadores, quedé claro que las fuentes de agua contami-
nadas con aguas residuales, como sistemas municipales de abastecimiento
de agua, rios, arroyos o pozos eran la principal via de transmisién de la en-
fermedad. El contacto con alimentos contaminados puede también propagar
el edlera, aunque los alimentos més asociados son los pescados y mariscos.
En una epidemia, generalmente el agua y los alimentos se contaminan con
cepas de V. cholerae O1 procedentes de heces humanas. Asf, por muchos
afios se creyé que el 1inico reservorio de V. cholerae Ol era el intestino hu-
mano ¥ que la supervivencia del microorganismo en el ambiente era limi-
tada. Sin embargo, durante los tltimos 20 afios, investigacicnes efectuadas
en Australia y en los Estados Unidos han demostrado que cepas de V.
cholerae 01 no toxigénicas y productoras de toxina pueden formar parte
del ecosistema acudtico de manera natural. Estos datos apoyan la idea de
que las cepas toxigénicas y no toxigénicas de V. cholerae O1 pueden tener
un reservorio ambiental, lo cual tendria repercusiones importantes en rela-
cién eon los esfuerzos para combatir y erradicar el célera.

Al igual que otros miembros de la familia Vibrionaceae, V. cholerae O1
puede sobrevivir por periodos prolongados en ambientes acudticos, y mu-
chos lo eonsideran como una especie nativa de aguas salobres y de estua-
rios. Diversos factores bioldgicos y fisicoquimicos, como el contenido de
nutrientes, la salinidad, la temperatura y el pH, pueden influir en la multi-
plicacién, supervivencia y distribucién de V. cholerae en los ambientes acudti-
cos. El tiempo de supervivencia de V. cholerae en el agua puede ir desde
horas hasta meses. La eapacidad de V. cholerae para producir quitinasa
puede también ayudarle a sobrevivir en estuarios donde abundan el plane-
ton y otras especies marinas constituidas en parte por quitina. V. cholerae
01 logré sobrevivir en diversas especies de plancton recogidas en Bangla-
desh, donde el colera es endémico. Otras biotas acudticas, como los jacintos
de agua de Bangladesh, también se colonizan con V. cholerae y favorecen
su multiplicacién. Esta relacién con el plancton puede constituir un aspecto
ecolégico importante de V. cholerae O1 en las regiones de célera endémico
de Bangladesh, y se ve respaldada por el hecho de que los periodos de
auge estacional del plancton coinciden con epidemias de célera en ese pafs.
Sin embargo, aunque las masas de agua naturales probablemente sirvan
como reservorios ambientales y como medio de transmision a los seres hu-
manos, no siempre han dado buenos resultados los intentos de aislar V.
cholerae de lagos, rios, arroyos y estanques en zonas donde la enfermedad
es epidémica.

A. Transporte de las muestras

Debido a que V. cholerae sobrevive mejor en las muestras mantenidas a
4 °C que en las congeladas, es conveniente conservar las muestras refrigera-
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das colocdndolas en una caja aislada con bolsas de material refrigerante
congeladas (que pueden adquirirse en el comercio o improvisarse). Si las
muestras se refrigeran con hielo en lugar de bolsas de material refrigeran-
te, el agua de deshielo no debe trasminarse a las muestras ni gotear del
recipiente. Esto se evita colocando el recipiente que contiene la muestra en
bolsas de pldstico impermeables que se puedan cerrar perfectamente. Tam-
bién debe evitarse sumergir las muestras en hielo para evitar su congela-
miento parcial.

B. Seleccién de los métodos de aislamiento para las muestras
ambientales

La seleccién del método de aislamiento depende del tipo de muestra
que se va a cultivar. Las muestras procedentes de aguas marinas y de es-
tuarios pueden contener muchas otras especies de Vibrio que crecen igual
que V. cholerae en el agua peptonada alcalina y en el agar TCBS. Estas
muestras se diluyen en incrementos décuplos hasta 10~ para reducir el ni-
mero de microorganismos competidores. La incubacién en agua peptonada
alcalina a una temperatura elevada (42 °C) inhibe el crecimiento de algunos
microorganismos competidores, particularmente otros vibriones que no se
multiplican bien a esa temperatura. Por lo tanto, puede facilitarse el aisla-
miento de V. cholerae 01 a partir de muestras de agua de estnario o de
mar debido a que los competidores principales se inhiben a esa tempera-
tura. Si los recursos de laboratorio lo permiten, es aconsejable preparar
duplicados de las diluciones e incubarlos a 42 °C. Al contrario, las muestras
provenientes de agua dulee o de aguas residuales, que contienen menos vi-
briones y microorganismos semejantes a estos, generalmente no requieren
dilucién antes de cultivarse ni incubacién a 42 °C.

C. Aislamiento de V. cholerae a partir de aguas residuales

La vigilancia mediante el hisopo de Moore constituye una téenica pric-
tica y eficaz para detectar V. cholerae en aguas residuales (Figura V-1).
Los hisopos se montan con facilidad y, cuando se colocan en las cafierfas de
entrada de un sistema municipal de aguas residuales, pueden detectar in-
fecciones por V. cholerae en zonas donde la vigilaneia epidemiolégica de las
enfermedades diarreicas no ha logrado detectar eélera. La sensibilidad de
la técnica no depende de la distancia que existe entre la fuente de infeceién
y el sitio donde se toman las muestras. El empleo de este método para ob-
tener muestras de las principales cafierias de entrada de un sistema comu-
nitario de aguas residuales constituye una manera sencilla de determinar si
existen en la zona infecciones por V. cholerae O1. En los pdrrafos siguien-
tes se describen el montaje, la colocacién y la manipulacién subsecuente de
los hisopos de Moore para la vigilancia de V. cholerae en aguas residuales.
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Se deja el hisopo de Moore en el sitio de
muestreo durante 24 a 48 horas

l

Se coloca el hisopo de Moore en 300 a
500 ml de APW, y se incuba a una
temperatura de 35° a 37 °C
durante 6 a 8 horas?

l

Agar TCBS

'

; : Pruebas opcionales
Medio no selectivo ———— - de tamizaje o
¢ preliminares
Del hilo mucoide
Antisueros polivalentes De la oxidasa
p - KIA o TSI

contra V. cholerae O1

:

Antisueros Ogawa e Inaba

'

Prueba de produccién
de toxina

Arginina o lisina

Figura V-1, Técnica del hisopo de Moore para obtener muestras de aguas residua-
les o agua, a fin de aislar V, cholerae.

“8i al cabo de 6 a 8 horas de incubacitn el agua peptonada alcalina (APW) no se puede sem-
brar mediante estriacion, se resiembra a las 18 horas en otro tubo de APW, se incuba durante
6 a 8 horas y se siembra por estriacion en agar TCBS.
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puntos centrales del sistema. Se valora cuidadosamente el sitio de coloca-
cién del hisopo para evitar las condiciones que puedan impedir la recupera-
cién de microorganismos de V. cholerae. La colocacién debe ser corriente
arriba de cualquier vertedero de desechos sépticos o de aguas residuales
recicladas parcialmente tratadas, para evitar la posible contaminacién con
desechos toxicos. Se suspende el hisopo en las aguas residuales que van a
someterse a prueba. En el caso de las cafierias de entrada accesibles solo
por un pozo de inspeccién, se ata al extremo del hilo un trozo de alambre
para evitar que el hilo se corte al colocar la tapa del pozo. El hisopo debe
dejarse colocado durante 24 a 48 horas.

Recogida de las muestras

Se recomienda usar guantes de litex y cambiarlos entre las tomas de
las muestras para evitar la contaminacién cruzada. Cuando los hisopos de
Moore, incluide el hilo que los sostiene, se retiran del sitio de muestreo,
deben colocarse en recipientes de cierre hermético y tamafio adecunado. Se
rotulan los recipientes anotando el nombre del sitio de la toma y la fecha.
Las muestras se transportan lo antes posible al laboratorio en una ecaja de
hielo (cooler) con bolsas de material refrigerante congeladas para evitar el
probable sobrecalentamiento (véase la seccién A del presente capitulo,
donde se dan las instrucciones para el transporte de muestras). Si se prevé
que vayan a transeurrir mas de 3 horas entre la recogida de los hisopos ¥
la llegada al laboratorio, los hisopos se colocan en agua peptonada alcalina
antes de transportarlos, para asegurar asi la recuperacién éptima de V.
cholerae. Al llegar al laboratorio se agregard inmediatamente agua pepto-
nada alcalina (300 a 500 ml) a las muestras, si es que esto no se hizo en el
sitio de recogida. El hisopo de Moore y la muestra de agua que lleva im-
pregnada deben constituir cerca de 10% a 20% del volumen total de la
muestra a la que se agrega agua peptonada alcalina, con el objetivo de ob-
tener la relacién dptima de la muestra con el caldo de enriquecimiento para
lograr la recuperacién. Se incuban las muestras a una temperatura de 35 °
a 37 °C durante 6 a 8 horas antes de sembrarse en placas, como se descri-
be en la seceién F del presente capitulo.

D. Aislamiento de V. cholerae a partir de muestras de agua

Todas las muestras de agua se recogerdn en recipientes estériles y se
transportarin refrigeradas al laboratorio (véase la seecién A de este eapi-
tulo) para evitar el calentamiento. Por lo general, cnanto més grande es la
muestra de agua, mayores son las probabilidades de aislar V. cholerae. Otra
forma de mejorar las probabilidades de aislamiento consiste en recoger y
procesar muchas muestras. La seleccién del método de aislamiento depen-
deri del tipo de muestra de agua que se va a cultivar, y de la salinidad de
la fuente de agua, que seri el factor decisivo. Por ejemplo, el agua de las-
tre de un barco, una fuente demostrada de V. cholerae, debe cultivarse por
el mismo método que el agua de mar.
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1. Técnica de cultivo directo

Se agregan 450 ml de agua a 50 ml de agua peptonada alcalina concen-
trada 10X. Un método alternativo consiste en hacer una dilucién de 107" de
la muestra en agua peptonada alecalina 1% {por ejemplo, 10 ml de agua en
90 ml de agua peptonada alcalina). El dltimo método es particularmente
1til para las muestras muy contaminadas. Si se cultivan muestras de agua
de estuario o de mar, se deben hacer dos diluciones (decimal) adicionales en
agua peptonada alealina para obtener diluciones de 107* y 107%, Se pueden
hacer diluciones adicionales hasta 107° si se desea enumerarlas (véase mds
adelante la técnica del nimero mds probable). Se incuban todas las dilu-
ciones a una temperatura de 35° a 37 °C y se siembran al cabo de 6 a 8
horas como se describe en la seccién F de este capitulo. Si los reeursos del
laboratorio lo permiten, se prepara un duplicado de las diluciones para in-
cubarlos a 42 °C. Cuando se cultivan muestras de agua dulce, quizd no sean
necesarias las diluciones ulteriores ni la incubacién a 42 °C para favorecer
el aislamiento, ya que el niimero de microorganismos competidores (en par-
ticular Vibrio spp.) tal vez sea considerablemente menor que en las aguas
marinas o de estuario.

2. Técnica del filtro de membrana

La técnica del filtro de membrana es mds apropiada para el agua clara
que no contiene detritus ni cieno. Si se utiliza para agua turbia, puede ne-
cesitarse un agente clarificante, filtro o prefiltro para eliminar particulas
suspendidas. Se filtran 100 a 300 ml de la muestra de agua (o una cantidad
mayor si es posible) a través de un filtro de membrana de 0,22 a 0,45 um
(Millipore). Se coloca el filtro en 100 ml de agna peptonada alcalina en un
matraz. Se incuba a una temperatura de 35" a 37 °C por 6 a 8 horas y se
siembra en agar TCBS. Si lo permiten los recursos del laboratorio, se pre-
para una muestra duplicada para incubarla a 42 °C. De manera alternativa,
el filtro puede colocarse directamente en la superficie de una placa de agar
no selectivo (por ejemplo, T;N;, HIA), incubarse por 3 horas a una tempe-
ratura de 35° a 37 °C, transferirse a una placa de agar de TCBS y, por
iltimo, incubarse durante 18 a 24 horas a una temperatura de 35° a 37 °C.
Si se cultivan muestras de aguas marinas o de estuario, hay que filtrar
muestras de agua mds pequefias o diluirlas adecuadamente colocando log
filtros en volimenes mayores de agua peptonada alealina.

3. Hisopo de Moore

Se puede utilizar el hisopo de Moore para el muestreo de agua y de
aguas residuales, pero solo es ventajoso para usarse en rios y fuentes de
agua corriente; no ofrece ventaja alguna sobre otros métodos de muestreo
de fuentes de agua estacionaria. Como se hace con las aguas residuales, el
hisopo de Moore debe dejarse en el sitio de muestreo durante 24 a 48 ho-
ras. {Vedse la seccion C de este capitulo, donde se dan instrucciones para el
montaje, la recogida de la muestra y el examen del hisopo de Moore.)
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5. Técnica del nimero méas probable

El método del mimero més probable utiliza una serie de diluciones miil-
tiples hasta que no haya crecimiento para ealeular la cantidad de microbios.
Es 1til en situaciones donde la densidad de microorganismos es sumamente
baja y en donde los posibles competidores complican otros métodes de enu-
meracién. Este método, al establecer un gradiente de concentraciones de
V. cholerae, se puede utilizar para localizar la fuente de contaminacién. La
estimacion de Ia cantidad de microorganismos V. cholerae en el agua se
puede hacer por el procedimiento del mimero mds probable, que congiste
en una serie de replicacién de 3 a 5 tubos y tres diluciones que utiliza el
enriquecimiento en agua peptonada alcalina seguido de inoculacién en agar
TCBS. Sin embargo, si el agua que se muestrea estd muy contaminada con
apmas residuales, para alcanzar un puntoe final puede ser necesario diluir
hasta 107 Si lo permiten los recursos del laboratorio, se prepara un lote
de diluciones por duplicado para incubarlos z 42 °C. En la obra Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater, publicada por la
Asociacién Estadounidense de Salud Piblica, se describen los procedimien-
tos para el método del mimero méds probable.

E. Aislamiento de V. cholerae a partir de muestras de alimentos,
sedimentos y otras muestras ambientales

Ademas del agua, los alimentos contaminados pueden servir como ve-
hiculo para la transmisién del célera. Los alimentos que por lo general se
asocian con transmisién del cdlera son los pescados y mariscos (particular-
mente moluscos y erustaceos obtenidos de aguas contaminadas), leche,
arroz cocido, lentejas, papas, frijoles, huevos, pollo y hortalizas. Frecuente-
mente, ostras y peces recién capturados se cultivan como muestras centi-
nela para fines de vigilancia epidemiolégica. Es probable que los intestinos
¥, en menor grado, la piel de los peces recién pescados, contengan mds ba-
cilos del célera que el tejido muscular, pero la carne del pescado que se
descama y limpia en el mercado puede dar un cultivo positivo debido a la
contaminacién cruzada durante el proceso de limpieza y el almacenamiento
en hielo.

Para vigilar la incidencia y las caracteristicas ecoldgicas de V. cholerae
01 en diversos ecosistemas y la importancia de estos como reservorios en
la transmisién del célera, se pueden estudiar sedimentos, plantas acudticas
¥ plancton, asf como otras muestras ambientales.

1. Preparacién de las muestras de alimentos, sedimentos y otras
muestras ambientales

Las muestras deben mantenerse en refrigeracién (4 °C) hasta que se
cultiven (véase la seccién A en este capitulo). Observando las normas de la
asepsia, se pesa una muestra de alimento de 25 g en un vaso de licuadora o
en una bolsa separadora de bacterias (“stomacher bag”) (véase la Figura
V-4). Se cortan las muestras grandes en pedazos pequefios antes de tritu-
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Muestra de 25 g en 225 mt
de APW (10-1)

'

Se preparan dos diluciones décuplas
en APW (102, 1079

'

Se incuban diluciones de APW de
107, 102y 10 a una temperatura de
35° a 37 °C*durante 6 a 8 horas®

'

Agar TCBS
[
. : Pruebas opcionales
Agar gelatina Agar gelatina - PCK
con 0% de NaCI°® con 1% de NaCI° de tamizaje o
preliminares
/ Caldos T, N,y T;N¢
Antisueros polivalentes - Hilo mucoide
contra V. cholerae O1 Oxidasa
KIA 0 TSI
f Arginina o lisina

Antisueros Ogawa e Inaba |

Prueba de produccion
de toxina

Figura V-4. Procedimiento para aisiar V. cholerae a partir de alimentos o muestras
ambientales.

*Se pueden preparar diluciones por duplicado en agua peptonada alcalina e incubarse a 42 °C.
*Si al cabo de 6 a 8 horas de incubacién el APW no se puede sembrar por estriacién, se
subcultiva a las 18 horas en otro tubo de agua de APW, se incuba durante 6 a 8 horas y
entonces se siembra por estrias en agar TCBS.

*Se pueden utilizar los medios de agar T,N, ¥ T,N, como alternativa del agar gelatina con
NaCl al 0% y 1%.

“Colonias aisladas en agar TCBS pueden subcultivarse en un medic no selectivo para llevar a
cabo pruebas de crecimiento en NaCl al 0% y 1% (por ejemplo, agar gelatina con 1% de
NaC!, agar T,N,, o agar de infusion de corazdn) y después en caldos T,N, y T:N,.
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rarse. Se agrega una pequefia cantidad de agua peptonada alcalina al reci-
piente y se trituran por completo. Acto seguido, se agrega més agua
peptonada alealina para obtener una cantidad total de 225 ml (dilucién
107" En el caso de sedimentos y otras muestras ambientales que no requie-
ren triturarse, se pesa una muestra de 25 g y se coloca en 225 ml de agua
peptonada alealina (dilucién 107%). Si los recursos lo permiten, se preparan
muestras por duplicado (para ineubacién a una temperatura de 85° a 37 °C
y también a 42 °C). Se preparan dos diluciones décuplas (10 % y 10°°) en
agua peptonada alealina de las muestras de alimento molido, de plancton o
sedimento. Si se preparan muestras por duplicado, ambas deben diluirse.
Se pueden hacer las diluciones de 107° si se desea hacer el recuento de V.
cholerae. Para mayor informacién, consiltese el Bacteriological Analytical
Manual (Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos).

2. Preparacion de muestras de ostras

Para hacer cultivos a partir de ostras, se retira y combina la carne de
10 a 12 de estos moluscos, incluyendo el liquido de la concha. Se licua todo
para mezelarlo muy bien. Se agregan 25 g de esta mezela a 225 ml de agua
peptonada alealina (dilucién de 107"). Se preparan dos diluciones décuplas
(107% y 107®) de las ostras en agua peptonada alcalina. Al prepararse mues-
tras por duplicado, ambas deben diluirse. Debido a que ciertos componen-
tes de la carne de la ostra son toxicos para V. cholerae Ol, se procesan solo
pocas ostras en cada ocasién y se diluyen las muestras tan pronto como sea
posible. Ello permite diluir los microorganismos competidores asi como los
efectos bactericidas de la carne de ostra sobre V. cholerae. Un conjunto de
diluciones por duplicado incubadas a 42 °C mejora mucho las probabilidades
de aislar V. cholerae; por ello se recomienda enfiticamente cuando se culti-
van ostras, incluso mds que con otros tipos de muestras de alimento.

F. Incubacion en agua peptonada alcalina

Se incuba el agua peptonada alcalina (eon las tapas de todos los frascos
y tubos de dilucién poco apretadas) a una temperatura de 35° a 37 °C duran-
te 6 a 8 horas, Si se preparan diluciones por duplicado, el segundo juego de
frascos y diluciones se incuba a 42 °C durante 6 a 8 horas. Después de la
incubacidn, se siembra en agar TCBS mediante estriaciéon utilizande una
asa grande o dos mas pequefias de la porcién superior del caldo, incluida la
superficie, puesto que los vibriones migran preferentemente a esta zona.
No se agite ni se mezcle el tubo antes de resembrar. Si después de 6 a 8
horas de ineubacién el agua peptonada alcalina no se puede subcultivar, a
las 18 horas se resiembra en otro tubo de agua peptonada alcalina. Este
segundo tubo se subeultivara en agar TCBS después de 6 a 8 horas de in-
cubacion. Las placas de TCBS se incuban durante 18 a 24 horas a una tem-
peratura de 35° a 37 °C.
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En algunas circunstancias puede ser conveniente incubar agua pepto-
nada alcalina durante 18 horas. En caso de alimentos y ostras congelados,
se incuba el homogeneizado en agua peptonada alcalina durante 6 a 8 ho-
ras, y se resiembra en agar TCBS. El homogeneizado original se reincuba
por un total de 18 horas, y se resiembran las muestras en agar TCBS.

G. Aislamiento e identificacion presuntiva

Con frecuencia, cuando se cultivan muestras de un ambiente marino o
estuarino, deben utilizarse métodos especiales para seleccionar las numero-
sas especies diferentes de Vibrio que crecen bien en agua peptonada
alealina y en agar TCBS. No existe un proeedimiento de seleceion de V.
cholerae 01 que sea ideal para cada laboratorio y cada muestra. El laborato-
rista debe seleccionar el método 6ptimo con base en los recursos disponi-
bles {por ejemplo, la disponibilidad de antisueros), los microorganismos
competidores presentes en el ambiente que se estd muestreando y la capa-
cidad del medio selectivo en placa para inhibir su crecimiento. A continua-
cién se describe un procedimiento eficaz que utiliza un medio sin sal ade-
mas de pruebas bioquimicas de seleccién y pruebas serolégicas.

1. Medios sin sal

La mayor parte de las especies de Vibrio diferentes de V. cholerae que
se encuentran frecuentemente en muestras de aguas marinas o de estuario
son haldfilas o por lo menos requieren una cantidad minima de sal en los
medios de cultivo. Por esta razdn, la capacidad de V. cholerae para crecer
en medios de cultivo sin sal puede ser una caracteristica selectiva til.

Se pueden seleccionar tres o mds colonias de V. cholerae sospechosas
cultivadas previamente en TCBS y proceder a subcultivarlas en dos placas
de agar gelatina (una con 0% de NaCl y otra con 1% de NaCl) (Figura
V-4}. Véanse en el Capitulo XI, “Preparacién de medios de cultivo y reacti-
vos”, las instrucciones especiales para la preparacién del agar gelatina. Si
la reaccitn de gelatinasa no ofrece ninguna ventaja en el proceso de selec-
cién, se utilizan el agar T,N, (1% de triptona y 0% de NaCl) y el agar T\N,
(1% de triptona y 1% de NaCl). Las placas se inoculan por lo menos con 8
colonias, dividiéndolas en 8 secciones. El indeulo se siembra en linea recta
en la mitad de cada sector; se inocula primero la placa de gelatina sin sal,
puesto que V. cholerae no crece bien sin sal y quiz4 haga falta un inéeulo
mds grande para ese medio.

Debido a que Vibrio. spp haléfilo crece solamente en el medio con 1%
de NaCl, se seleccionan los aislamientos que crecen tanto en el medio con
0% de NaCl como en el medio con 1% de NaCl. La reacci6n de gelatinasa
(para V. cholerae es positiva) puede observarse si se sostiene la placa por
encima de una superficie negra o contra la luz, para apreciar el efecto de
halo alrededor de las colonias que son gelatinasa positivas. La refrigeracién
de la placa de agar gelatina por 15 a 30 minutos realza el efecto de halo y
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facilita su observacién (véase en el Capitulo IV, “Aislamiento de Vibrio
cholerae a partir de muestras fecales”, la descripeion del agar gelatina).
Las colonias obtenidas del medio de agar con 1% de NaCl se pueden pro-
bar directamente con antisuere polivalente contra V. cholerae 01, o selec-
cionarse mediante la prueba de la oxidasa y del hilo mucoide, antes de las
pruebas bioquimicas ulteriores.

Un procedimiento alternativo congistiria en tomar colonias sospechosas
de V. cholerae cultivadas previamente en agar TCBS y sembrarlas en un
medio no selectivo (por ejemplo, agar gelatina con 1% de NaCl, agar T\N,,
agar de infusion de corazén). Se pueden utilizar medios en placa o en tubo.
Las colonias obtenidas en este medio pueden inocularse entonces en caldo
TN, v TN, para probar si se produce crecimiento en ausencia de sal, an-
tes de proceder a efectuar otras pruebas,

2. Pruebas biogquimicas de seleccién

Las pruebas de serologia en ldmina son suficientes para la identificacién
preliminar de V. cholerae O1. No obstante, puede resultar conveniente
practicar pruebas bioquimicas antes de utilizar los antisueros contra V.
cholerae 01 si el agar TCBS utilizado para el aislamiento no es suficiente-
mente selectivo para inhibir competidores como Aeromonas, Pseudomonas
v Enterobacteriacene; si dichos competidores son especialmente abundantes
en el ambiente muestreado; o si las existencias de antisueros son limitadas.
Las pruebas comprobadas como 1itiles para excluir microorganismos diferen-
tes de V. cholerae son las de la arginina (o agar inclinado de glucosa y argi-
nina), lisina (0 agar hierro lisina), hilo mucoide, oxidasa y agar hierro de Klig-
ler (KTA) o agar hierro de tres azmicares (TSI) (véase el Cuadro IV-2 en el
Capitulo TV, “Aislamiento de Vilwio cholerae a partir de muestras fecales™).
Las pruebas bioquimicas se deben elegir de acuerdo con su capacidad para
descartar el miximo mimero de competidores, y variarin segin los diferen-
tes tipos de muestras. No es necesario utilizar dos reaccicenes bioquimicas
que descarten al mismo microorganismo. Por ejemplo, si se utiliza la
prueba de la arginina, no representa ventaja alguna praeticar también la

de la lisina debido a que por lo general descartan los mismos
microorganismos.

Las pruebas del hilo mucoide y de la oxidasa se pueden llevar a cabo en
un cultivo recién obtenide de una placa de agar gelatina con 1% de NaCl
{medio de T\N, u otro no selectivo) y se obtiene informacién de inmediato.
La prueba del hilo mucoide es ttil para descartar las especies diferentes de
Vibrio, particularmente Aeromonas. La arginina y la lisina se pueden utili-
zar para descartar Aeromonas y ciertas especies de Vibrio. La arginina
suele ser mds 1itil que la lisina, pero la lisina puede utilizarse si no se dis-
pone de arginina. Los medios KIA o TSI excluirdn Pseudomonas y ciertas
especies de Enterobacteriaceae. La oxidasa se puede utilizar para descartar
microorganismos diferentes de Vibrio, particularmente los de la familia En-
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terobacteriaceae. (Véase en el Capftulo VI, “Identificacién de Vibrio chole-
rae en el laboratorio”, la deseripcién de estas pruebas).

Las tapas de todos los tubos de las reacciones bioquimicas deben man-
tenerse flojas antes de la incubacién. Esto es particularmente importante
para los tubos de KIA o TSI con plane inclinado, puesto que si las tapas
estian demasiado apretadas y existen condiciones anaerobias, pueden no
presentarse las reacciones caracteristicas de V. cholerae.

3. Aglutinacion en lamina

Los aislamientos de V. cholerae sospechosos deben someterse a prueba me-
diante aglutinaecién en limina con antisuerc polivalente contra V. cholerae
01. Los aislamientos que aglutinen con el antisuero polivalente se notifi-
cardn como V. cholerae 01 presuntivo, pero habran de confirmarse me-
diante aglutinacién con antisueros monovalentes Ogawa e Inaba. Debido a
que V. cholerae 01 no toxigénico se encuentra con frecuencia en muestras
ambientales (particularmente marinas y de estuario), una vez confirmada
su identificacién, todos los aislamientos de V. cholerae Ol procedentes de
muestras ambientales o de alimentos deben estudiarse para determinar si
producen toxina del cdlera. Los aislamientos que se confirmen seroldgica-
mente como V. cholerae O1 pueden caracterizarse atin mds mediante prue-
bas de hemélisis, identificacién bioquimica, sensibilidad a los antimierobi-
anos, biotipo o subtipo molecular. (Vease el Capftulo VI, “Identificacién de
Vibrio cholerae en el laboratorio”, en el que se describen los métodos para
realizar las pruebas serolégicas, bioquimicas, de biotipificacion, de hemdlisis
y de sensibilidad. En el Capitulo VII se explican los métodos para detectar
la produccién de la toxina del célera.)
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Los miembros del género Vibrio son bacilos gramnegativos curvos o
rectos, anaerobios facultativos, aspordgenos y méviles. Los vibriones pue-
den requerir NaCl o que su crecimientoe se estimule por la adicién de este.
Todos los miembros del género Vibrio, con excepeion de V. metschnikovii y
V. gazogenes, son oxidasa positivos y reducen los nitratos a nitritos. La
familia Vibrionaceae incluye muchas especies, que en su mayor parte son
habitantes normales del ambiente acuitico. De mds de 30 especies del com-
plejo Vibrio-Photobacterium, solo 12 se han reconocido eomo patégenos
para el ser humano (Cuadre VI-1). Aunque la mayor parte de estas 12 es-
pecies se aislan en caso de infeceiones intestinales y extraintestinales, solo
V. cholerae se asocia con el célera epidémico.

Los vibriones no identificados se han denominado “especies marinas” o,
simplemente, “vibriones marinos”. Estas especies marinas se definen como
cepas de Vibrio o Photobacterium oxidasa positivas; fermentan la D-glu-
cosa, no crecen en caldo nutritive sin NaCl, pero crecen si este se agrega.
La mayor parte de los microorganismos aislados de aguas de los océanos o
los estuarios pertenecen al grupo de “vibriones marinos” ¥ son dificiles de
identificar exeepto en unos cuantos laboratorios especializados. Debido a
que no se asocian con enfermedades humanas, los vibriones marinos de or-
dinario no tienen que ser identificados. Los laboratorios clinicos y de salud
publica por lo general notifican los vibriones patégenos para el ser humano
indicando el género y la especie, y todos los demds como “vibriones
marinos”.

La identificacion minima de V. cholerae O1 solo requiere la confirmacién
seroligica de la presencia de antigenos del serotipo 01 en los aislamientos
sospechogos. Sin embargo, puede ser necesaria una caracterizacién mas
completa del microorganismo que incluya diversas pruebas bioquimieas asf
como la determinacion de otras caracterfsticas. El laboratorio debe decidir
cudndo es apropiado realizar estas pruebas adicionales en los aislamientos
clinicos, ya que no deben formar parte de la identificacién comiin de V.
cholerae 01, En términos generales, si el aislamiento proviene de una re-
gion amenazada por el célera epidémico o que se encuentra en las primeras
fases de un brote de cdlera, es apropiado confirmar la produccién de toxina
del célera y la identificacién bioquimica. Otras pruebas que podrian brindar
importante informacién de salud piiblica son las de hemélisis, biotipifica-
cién, subtipificacién molecular y sensibilidad a los antimicrobianos. Estas
pruebas solo se deben realizar en un niimero limitado de aislamientos.
(Véase el Capitulo II, “La funcién del laboratorio de salud piiblica”.)

A. Identificacion seroldgica de V. cholerae O1

El uso de antisueros es uno de los métodos més rdpidos y especificos
para la identificacion de V. cholerae 01. Aunque para el tratamiento del
colera no es necesario identifiear el serogrupo y el serotipo de los aisla-
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mientos de V. cholerae, esta informacién puede ser de importancia en epi-
demiclogia y en salud piblica (Cuadro VI-2).

1. Serogrupos de V. cholerae O1

Con base en la presencia de antigenos somdticos O, se ha determinado que
existen mds de 130 serogrupos de V. cholerae. Sin embargo, solo el sero-
grupo 01 se relaciona con el célera epidémico y pandémico. Otros serogru-
pos se pueden vincular con diarrea grave, pero no poseen el potencial epi-
démico de los aislamientos O1 y no aglutinan con antisueros Ol1. Es comiin
el aislamiento de V. cholerae distinto de 01 en muestras tomadas de fuen-
tes ambientales, a pesar de la ausencia de casos de diarrea. Debido a la
posibilidad de confusién, los laboratorios pueden optar por no informar el
aislamiento de V. cholerae distinto de O1 o informan como V. cholerae no
01, pero cuando se investigan las epidemias de célera algunos prestadores
de atencién de salud o los funcionarios de sanidad quizd no conozean las im-
portantes diferencias epidemioldgicas entre los aislamientos 01 y los distin-
tos del O1. El nombre “Vibrio cholerae” eserito en un informe de laborato-
rio puede llevar a concluir, erréneamente, que un aislamientos distinto de
01 tiene importancia epidemiolégica. La confusion se puede evitar con solo
informar si se aislé o no V. cholerae serogrupo O1,

2. Serotipos de V. cholerae O1

Los aislamientos del serogrupo O1 de V. cholerae se han subdividido
en tres serotipos: Inaba, Ogawa e Hikojima (muy raro). La identificacién
del serotipo se basa en la aglutinacién con antisueros dirigidos contra an-
tigenos tipoespecificos O (véase el Cuadro VI-8). La identificacién de es-
tos antigenos es vilida solamente con aislamientos de serogrupos 01. Por
esta razon, los antisueros Inaba y Ogawa nunca deben usarse con cepas

Cuadro VI-2. Caracteristicas de Vibrio cholerae

Sistemas de Relacionados con No relacionados
tipificacion epidemias con epidemias
Serogrupos O1 Distintos del O1 (existen > 130)
Biotipos Clasico y El Tor Los biotipos no se aplican a las
cepas que no son O1
Serotipos Inaba, Ogawa e Estos 3 serotipos no se aplican a
Hikojima las cepas que no son O1
Producciéon Produce toxina del Generalmente no producen toxina
de toxina colera® del cdlera, a veces producen

otras toxinas

“Existen cepas O1 que no son toxigénicas, pero no estan relacionadas con epidemias.
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Cuadro VI-3. Serotipos de V. cholerae serogrupo O1

Principales factores Aglutinacion en suero absorbido

Serotipo O presentes Ogawa Inaba
Ogawa A B + _
Inaba A C - +
Hikojima A B C + +

que son negativas frente a los antisueros polivalentes O1. Los aislamien-
tos que aglutinan débil o lentamente con los antisueros del serogrupo O1
pero no aglutinan con los antisueros Inaba ni Ogawa no se consideran del
serogrupo Ol.

Las cepas de un serotipo frecuentemente reaccionan en forma cruzada,
lenta y débilmente con el antisuero de otro serotipo, lo cual depende de
cudn bien sean absorbidos los antisueros especificos para el serotipo, Las
reacciones de aglutinacion con antisueros Inaba y Ogawa se examinardn de
manera simultinea, y la reaccién méds intensa y mds rdpida dard la pauta
para identificar el serotipo. Si los antisueros estdn absorbidos adecuada-
mente, son raras las cepas que aglutinan con una reaccién vigorosa e igual
con los antisueros Ogawa e Inaba. Si se sospecha de tales reacciones, las
cepas se enviardn a un laboratorio de referencia para examen més a fondo,
designandolas como “posible serotipo Hikojima”.

3. Aglutinacién en lamina

Las pruebas de aglutinacién para los antigenos somdticos O de V. chole-
rue se pueden llevar a cabo en una caja de Petri o en una ldmina de vidrio
limpia. Para retirar una porcién del cultive de la superficie del agar de in-
fusion de corazon (HIA), agar hierro de Kligler (KIA), agar de tres azica-
res (TSI) u otro medio de agar no selectivo, se puede utilizar un asa de
inoculacién, una aguja, un aplicador estéril o un palillo de dientes. Dicha
poreion se emulsifica en una gota pequena de suero fisiolégico y se mezcela
muy bien mediante movimientos de balance de la ldmina hacia atrds y ade-
lante durante cerca de 30 segundos. Se examina la suspensién cuidadosa-
mente para comprobar que sea uniforme y no tenga grumos producidos por
la autoaglutinacién. 8i se observa aglutinacidn, el cultivo se considerard
“rugoso” y por lo tanto no se puede serotipificar. Si la suspension es lisa
(turbia y fluida), se le agrega una pequeiia gota de antisuero. Por lo gene-
ral, se mezelan voliimenes casi iguales del antisuero y la suspensién de co-
lonias, pero el volumen de suspension puede ser hasta el doble del volumen
de antisuero. Para ahorrar antisuero se pueden utilizar vollimenes muy pe-
quefios, incluso de 10 pl. Se mezclan bien la suspensién y el antisuero, y se
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Identificacion de Vibrio cholerae en el laboratorio

Cuadro VI-4. Caracteristicas bioquimicas de aislamientos tipicos de
V. cholerae O1

Prueba % Positivo
Oxidasa 100
Hilo mucoide 100
Agar hierro de Kligler K/A, sin gas, sin H,S
Agar hierro de tres azlcares AJA, sin gas, sin H.S
Glucasa® (produccion de acido) 100
Glucosa (produccion de gas) 0
Sacarosa (produccién de Acido) 100
Lisina® 99
Arginina® 0
Ornitina® 99
Crecimiento en 0% de NaClI® 100
Crecimiento en 1% de NaClI” 100
Voges-Proskauer® 75°

Nota: K/A = alcalinidad/acidez; A/A = acidez/acidez.

“Modificada mediante la adicién de 1% de NaCl.

"Base de calds nutritive (Difco Laboratories).

‘La mayor parte de los aislamientos de V. cholerae serotipo O1, biotipo El Tor, dan positiva la
prueba de Vioges-Proskauer, migntras que las cepas del biotipe clasico la dan negativa.

V. cholerae. Los procedimientos de seleccidn para muestras fecales y am-
bientales se exponen en los Capitulos IV y V.

1. Prueba de la oxidasa

La prueba de la oxidasa se lleva a cabo con colonias aisladas reciente-
mente en agar de infusién de corazén (HIA) con plano inclinado o en cual-
quier otro medio que no contenga carbohidratos. No se utilizardn colonias
aigladas en agar TCBS. Se colocan dos o tres gotas del reactivo de oxidasa
(tetrametil-p-fenilendiamina al 1%} sobre un pedazo de papel filtro en una
caja de Petri, Se extiende el cultivo sobre el papel himedo con un asa de
platino (no de nicromio), un aplicador de madera o un palillo de dientes es-
téril, En una reaccidn positiva, el cultivo bacteriano se torna morado os-
curo en 10 segundos (Figura VI-2). No se toma en cuenta el color que
aparezca después de 10 segundos. Deben probarse al mismo tiempo testi-
gos positivo y negative, Los microorganismos de los géneros Vibrio, Neis-
seria, Campylobacter, Aeromonas, Plesiomonas, Pseudomonas y Alcalige-
nes son oxidasa positivos; los de la familia Enterobocteriaceae son oxidasa
negativos.

2. Prueba del hllo mucolde

La prueba de la hebra o hilo mucoide se puede realizar en un portacb-
jetos o en una caja de Petri de pldstico, donde se suspenden colonias (ob-
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Identificacion de Vibrio cholerae en ¢l laboratorio

dos excepciones de esta tendencia han sido las clonas de V. cholerae 01 en-
contradas en las aguas del Golfo de México correspondientes a los Estados
Unidos y en Australia, que son intensamente hemoliticas cuando se anali-
zan en placa o en tubo (Cuadro VI-5). Por esta razén, la hemdlisis sigue
siendo un rasgo fenotipico 1til para diferenciar las clonas de V. cholerae 01
de las dos regiones mencionadas de las cepas El Tor del resto del mundo,
incluida América Latina.

1. Hemélisis en placa

Para obtener colonias aisladas, deben inocularse por estriacién placas de
agar sangre que contengan de 5% a 10% de sangre de carnero. Las placas
se incuban a una temperatura de 35° a 37 °C durante 18 a 24 horas. Las
colonias hemolfticas presentan zonas claras alrededor cuando se han lisado
por completo los eritrocitos, ¥y una cepa hemolitica presuntivamente se
debe comparar con una cepa testigo intensamente hemolitica (Figura VI-9).
Las cepas que producen hemélisis incompleta (los eritrocitos no desapare-
cen por completo)} no se deben notificar como hemolitieas.

En placas de agar sangre de carnero ¥ en condiciones aerobias, V. chole-
rae no hemolitico frecuentemente produce una franja verdosa alrededor de
las colonias confluentes, pero no en torno de las colonias bien aisladas. Este
fenémeno, descrito con frecuencia como “hemodigestion”, se produce por la
inhibicién de los subproductos metabdlicos que se producen durante la in-
cubacién anaerobia de la placa de agar sangre. Por esta razén, cuando el
crecimiento sucede en condiciones aerobias, la hemdlisis se determinars al-
rededor de las colonias aisladas, no en las zonas de confluencia de colonias,
Asimismo, las placas de agar sangre en condiciones aerobias no deben incu-
barse por mds de 18 a 24 horas, ya que el efecto de hemodigestion se ve

acentuado por periodos de incubacién mds largos.

La incubacién aerobia de la placa durante 24 horas como mgximo,
aunque no es dptima para la deteccién de hemdlisis, permitira la diferencia-

Cuadro VI-5. Actividad hemolitica
de V. cholerae O1, biotipos clasico

y El Tor
Biotipo/ubicacién Actividad hemolitica

Clasico Negativa

El Tor/Australia Fuertemente positiva
El Tor/Costa del Golfo de Fuertemente positiva

México en los Estados Unidos
El Torf/América Latina Negativa
El Tor/Asia, Africa, Negativa

Europa, Pacifico®
*Cepas aisladas entre 1963 y 1992,
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ser de importancia en salud piiblica o en epidemiologfa para ayudar a iden-
tificar la fuente de la infeccidn; particularmente cuando el célera se diag-
nostica por primera vez en un pais o zona geogrdfica. Sclamente se debe
biotipificar un mimero limitado de aislamientos cuidadosamente selecciona-
dos. La biotipificacion no es apropiada para V. cholerae distinto de O1, y las
pruebas pueden dar resultados atipicos para V. cholerae 01 no toxigénico.
Las pruebas enumeradas en el Cuadro VI-6 se utilizan corrientemente
para determinar el biotipo de V. cholerae O1. Se deben utilizar por lo
menos dos de estas pruebas para determinar el biotipo, debido a que los
resultados varian entre los distintos aislamientos.

El biotipo El Tor es el que predomina actualmente en todo el mundo y
es el tnico que se ha aislado en el continente americanc. Es raro observar
el biotipo cldsico, excepto en Bangladesh.

1. Prueba de Voges-Proskauer

Para diferenciar entre los biotipos El Tor y cldsico de V. cholerae 01, se
utiliza la prueba de Voges-Proskauer. Por lo comuin, los biotipos cldsicos
dan resultados negativos, mientras que los aislamientos de El Tor general-
mente son positivos,

2. Senslbilidad a la polimixina B

Para diferenciar los biotipes de V. cholerae 01 se ha utilizado la sensibi-
lidad al antimicrobiano polimixina B (véase en la seccién E de este capitulo
la descripeidn de los procedimientos de las pruebas de sensibilidad a los an-
timicrobianos). En esta prueba se utiliza un disco de polimixina B de 50 uni-
dades (Mast Diagnostics, Merseyside, Reino Unido) y cepas conocidas de
biotipo cldsico y El Tor como testigos. El biotipe El Tor suele ser resis-
tente a esta concentracion de pelimixina B ¥ no da una zona de inhibicién
(Figura VI-11). 8i hay cualquier duda sobre el resultado de esta prueba, se

Cuadro VI-6. Diferenciacién de los biotipos cléasico y El Tor de V.
cholerae serogrupo O1

Biotipo
Propiedad Ciasico El Tor

Prueba de Voges-Proskauer (modificada - +
con 1% de NaCl)

Zona alrededor del disco de polimixina B + -
{50 V)

Aglutinacion de eritrocitos de pollo - +

Lisis por bacteriofage:
clasico IV + -
El Tor 5 - +
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del bacteriéfago a la dilucién de prueba establecida (una medida de la con-
centracion de particulas del bacteridéfago activo). La placa se incuba de 18 a
24 horas y se lee entonces. 8i las bacterias son sensibles al bacteriéfago, se
lisardn y habri una zona de lisis en la capa de crecimiento confluente.

E. Prueba de sensibilidad a los antimicrobianos (método de
difusién de disco en agar)

Debido a que la resistencia antimierobiana ha sido un problema que va
en aumento en algunas partes del mundo, la sensibilidad de las cepas de V.
cholerae O1 a los antimierobianos debe vigilarse periédicamente. Aunque la
téenica de difusién de disco es el método mds corriente para efectuar prue-
bas de sensibilidad a los antimierobianos, no se han establecido criterios in-
terpretativos para V. cholerae O1 ¥ se desconoce la confiabilidad del mé-
todo para este mieroorganismo. Se deben utilizar los métodos de dilucion
en agar o en caldo para obtener resultados exactos de sensibilidad de V.
cholerae O1. En el Manual of Clinical Microbiology se encuentra la des-
cripcitn de estos procedimientos. 8i un laboratorio no puede efectuar de
rutina una de las técnicas de dilucién, se utilizard el método de difusién de
disco para investigar la resistencia antimicrobiana. En el Cuadre VI-7 se
presentan los criterios de interpretacién para los agentes antimicrobianos
actualmente recomendados por la Organizacion Mundial de la Salud para el
tratamiento del célera (tetraciclina, doxicielina, furazolidona, trimetoprima-
sulfametoxazol, eritromicina y cloranfenicol) asi como para otros antimicro-
bianos de uso comin. Estos criterios, que se han estandarizade para la
familia Enterobacteriaceae, pueden servir provisionalmente eomo pautas
sobre el tamafio de la zona de inhibicién para detectar la resistencia a los
antimicrobianos de V. cholerae O1 hasta que se validen los criterios de in-
terpretacién. Al hacer la seleccidn con el método de difusién de diseo, cual-
quier aislamiento que encaje en la eategoria de resistencia o sensibilidad
intermedia se debe someter a prueba con un método de dilucién para de-
terminar la concentracién inhibitoria minima del farmaco en cuestidn.

Procedimiento para la difusion de disco en agar

Para conocer una descripeion mds completa de este método, se sugiere
al lector consultar el Manual of Clinical Microbiology.

El agar de Mueller-Hinton debe prepararse y esterilizarse en el auto-
clave de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Una vez que se ha
enfriado aproximadamente a 50 °C en bafio de Maria, el medio se vacia en
cajas de Petri de 15 X 150 mm de didmetro y con una profundidad de
4 mm {cerca de 60 a T0 ml por placa). Se secan las placas en una incuba-
dora durante 10 a 30 minutos antes de su uso.

Se prepara un patrén de turbiedad de McFarland 0,5, para lo cual se
agregan 0,5 ml de 1.175% de solucion (peso/volumen) de eloruro bérico dihi-
dratado (BaC1,2H,0) a 99,56 ml de dcido sulffirico al 1%. El patrén de tur-
biedad debe estar en un tubo de ensayo idéntico al que se utiliza para
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Cuadro VI-7. Patrones correspondientes a la familia Enterobacteriaceae para la interpretacion del
tamano de la zona de inhibicion producida por determinados discos de antimicrobianos
{(no validadas para V. cholerae 01)

Potencia
del Diametro de la zona {mm)® Limites del didmetro

Agente disco de la zona (mm} para
antimicrobiano {na) Resistente Intermedio Sensible E. coii ATCC 25922
Cloranfenicol 30 =12 13a17 =18 21 a 27
Doxiciclina 30 =12 13a1s =16 18a 24
Eritromicina 15 =13 14 a22 =23 8ai4°
Furazolidona 100 =13 14 a 17 =18 22 a 2¢°
Trimetoprima- 1,25/
sulfametoxazol 23,75 =10 11a15 =16 24 a 32
Tetraciclina 30 =14 i5a18 =19 18a25
Ciprofloxacina 5 =15 i6a 20 =21 30 a 40
Acido nalidixico 30 =13 14218 =19 22 a 28

*Fuente: National Committee on Clinical Laboratory Standards {NCCLS), 1992. EI NCCLS no ha establecido los tamafios de las zonas para
V. cholarae.

"Fuente: Organizacién Mundial de la Salud.

‘Fuente: Fabricante.
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Identificacion de Vibrio cholerae en el laboratorio

cultivar en el caldo el microorganismo en estudio. El patrén de McFarland
se cierra con cera, cinta Parafilm u otro medio que permita evitar la eva-
poracion, y se puede almacenar hasta por 6 meses a temperatura ambiente
{22° a 25 °C} en la oscuridad.

Cada cultivo sujeto a prueba se sembrari por estriacién sobre un medio
de agar no inhibitorio (agar sangre, agar de infusién de cerebro y corazén
o agar con tripticasa de soja) para obtener colonias aisladas. Tras la incuba-
¢ién a una temperatura de 35° a 37 °C por 18 a 24 horas, con una aguja o
asa de inoculaci6n se seleccionan colonias bien aisladas v se transfieren a
un tubo de caldo estéril (caldo de Mueller-Hinton, caldo de infusién de cora-
z6n o caldo con tripticasa de soja). Se emulsifica una cantidad suficiente de
cultivo bacteriano en el caldo, de tal forma que la turbiedad se aproxime a
la del patrén de McFarland 0,5. Esta ecomparacién se facilita si los tubos se
observan contra el trasfondo de una hoja de papel blanco en la cual se han
dibujado lineas negras netas. Si fuera necesario, la turbiedad se ajusta
agregando caldo estéril. A los 15 minutos de haber ajustado el grado de
turbiedad, se sumerge en la suspension un hisopo estéril no téxico. El hiso-
po se oprime con firmeza contra las paredes interiores del tubo, exacta-
mente por encima del nivel del liquido, y se rota para eliminar el exceso de
liquido. Se pasa tres veces el hisopo sobre toda la superficie del medio, tra-
zando estrias y rotando la placa aproximadamente 60 grados después de
cada aplicacién para lograr la distribucién uniforme del inéeulo. Por wltimo,
se frota el hisopo siguiendo el borde de la superficie de agar.

Los discos de antimicrobianos deben guardarse en el refrigerador. Des-
pués de retirar los recipientes del refrigerador, se dejan cerrados a tem-
peratura ambiente por una hora, aproximadamente, para permitir que la
temperatura se equilibre. Esto reduce el grado de econdensacién que se
presenta cuando el aire tibio alcanza el envase frio. Si se utiliza un aparato
distribuidor de discos, este debe tener una eubierta que ajuste bien, guar-
darse en el refrigerador y dejarse entibiar a temperatura ambiente antes
de su uso. Los discos de antimicrobiano se colocan en las placas tan pronto
como sea posible, pero no mds de 15 minutos después de la inoculacién.
Una vez que los discos se colocan en la placa, esta se pone en una incuba-
dora a 35 °C durante 16 a 18 horas.

Después de la incubacién por 18 a 24 horas, se mide el didmetro de la
zona de inhibicién completa (incluido el didmetro del disco) y se registra en
milimetros. Las mediciones se pueden hacer con una regla en la superficie
inferior de la caja de Petri, sin necesidad de destaparla. Con las sulfonami-
das y la trimetoprima-sulfametoxazol, puede observarse un crecimiento es-
caso e la zona de inhibicién. Cuando esto sucede, se prescinde de dicho
crecimiento escaso (80% de inhibicion) y el didmetro de la zona se mide
hasta el borde del crecimiento abundante. Las zonas de inhibicién del creei-
miento se comparan con el cuadro de interpretacion del tamafio de la zona
(véase el Cuadro VI-7), y para cada fdrmaco sometido a prueba el resul-
tado se anota como sensible, sensibilidad intermedia o resistente.
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Las variaciones en los medios de cultivo, el tamafo del inéculo, el
tiempo de incubacién, la temperatura y otros factores influyen en las prue-
bas de sensibilidad. Para obtener resultados confiables es importante in-
cluir microorganismos testigo con cada prueba y seguir el procedimiento
con precision (véase el Cuadro VI-7, donde aparecen los didmetros de las
zonas de inhibicién para ia cepa de control de calidad). Una disminucién en
la potencia de los discos atribuible al almacenamiento puede ponerse de
manifiesto por una disminucién en el tamafio de la zona de inhibicién alre-
dedor de la cepa testigo.
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VIl. Deteccién de la toxina del célera

A. Modo de accion de la toxina del célera

La produccién de la toxina del c6lera es una propiedad esencial de viru-
lencia de las cepas epidémicas de Vibrio cholerae O1. Cada molécula de
toxina del cdlera estd compuesta de cinco subunidades B (de enlace) y una
subunidad A (activa). Las subunidades B se unen a los receptores del gan-
gliosido Gy, en las células epiteliales de la mucosa intestinal. Después de la
unidén, se separan la subunidad A y el componente A2, lo enal facilita la en-
trada del componente Al en la célula. El componente Al estimula la produc-
¢ion de la enzima adenilciclasa, la cual rige la produceién del monofosfato
de adenosina ciclico (AMPe). Las altas eoncentraciones intracelulares de
AMPe dan como resultado una alteracién del transporte activo de los elec-
trolitos a través de la membrana celular, lo cual impide la absorcién de 1i-
quido y conduce a su secrecién en el intestino delgado. Cuando el volumen
de liquido que entra en el colon proveniente del intestino delgado es mayor
que la capacidad de reabsorcion de aquel, se presenta la diarrea. Desde el
punto de vista antigénico y en su mecanismo de aceién, la toxina del cdlera
es muy similar a la enterotoxina termoldbil de Escherichia coli; por lo
tanto, la mayor parte de las pruebas para la deteccién de la toxina del céle-
ra también se aplican a la enterotoxina termoldbil y viceversa.

B. Indicaciones para la prueba de produccion de la toxina del
colera

En un laboratorio de diagnéstico, el valor de la prueba de la toxina del
cilera varia seglin las caracteristicas epidemiolégicas del eélera en un pafs
o comunidad determinados. En el curso de un brote de célera, el aisla-
miento de V. cholerae que posea el antigeno O1 obtenido de pacientes sin-
tomaticos se correlaciona bien con la produceién de toxina y la virulencia, y
no hay necesidad de someter a prueba, de manera sistematica, los aisla-
mientos en busca de toxina del célera. Esto también es vilido para la
mayor parte de los sitios que presentan célera endémieo ¥ una frecuencia
considerablemente alta de la enfermedad. Sin embargo, en circunstancias
de endemicidad con incideneia baja del célera, o al principio de un brote, la
mayor parte de las cepas de V. cholerae 01 aisladas de heces diarreicas de-
ben someterse a prueba para la deteecién de la toxina. (Véase en el Capi-
tulo 1T, “La funeién del laboratorio de salud piiblica”, la explicacién de
cudndo es necesario someter a prueba los aislamientos para la produccién
de la toxina del célera.) Debido a que las cepas de V. cholerae 01 no toxi-
génico se encuentran ocasionalmente en muestras ambientales (en particu-
lar en las aguas de los mares y de los estuarios), todos los aislamientos de
V. cholerae O1 obtenidos de alimentos o del ambiente se someteran a
prueba para determinar la produecién de toxina del célera después de con-
firmar la identificacién.

Antes de realizar la prueba de la toxina, se ratifiea la identidad de los
aislamientos de V. cholerae-01. Ciertas cepas de V. cholerae distinto de 01
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pueden producir toxina de eélera u otras toxinas, como la enterotoxina ter-
moestable o toxina similar a la de Shigella (toxina Shiga), pero dichas ce-
pas son muy raras y no se asocian con enfermedad epidémica. Asi pues,
desde el punto de vista de la salud publica no es provechoso someter a
prueba los aislamientos esporddicos de V. cholerae distinto de O1 para de-
tectar la toxina del célera u otras toxinas.

Aunque las necesidades clinicas y de salud piblica exigen come minimo
algunas valoraciones de la toxina del cdlera, por lo general esas necesida-
des se satisfacen eficiente y econémicamente a nivel del laboratorio de re-
ferencia. Los laboratorios seleccionardn el método mds adecuado para sus
necesidades y competencia.

C. Resumen historico de los métodos de valoracion de la toxina
del colera

Hay varios métodos para valorar la toxina del célera, ineluidas pruebas
de su actividad, de sus antigenos y de los genes que la codifican. La selec-
cién de una prueba especifica dependeri de la capacitacin, la experiencia y
los recursos del laboratorio. El Cuadro VII-1 resume las caracteristicas im-
portantes de algunas de las pruebas mas comunes que se utilizan para la
deteceidn de la toxina del e6lera.

1. Biovaloraciones

Métodos que utilizan animales

En los afios cinecuenta, los investigadores descubrieron que la inyeccion
de preparaciones de enterotoxina en segmentos ligados de intestino (asas
ileales) de conejos (y mds tarde, de otros animales, incluidos cerdos, perros
¥ terneras) causaba acumulacion de liquido. Este descubrimiento dio por
resultado la primera valoracién de la enterotoxina del edlera, en el asa ileal
de conejo adulto, que fue la més utilizada para estos fines hasta los afios
sesenta. Este modelo se ha utilizado mucho para estudiar los mecanismos
de accién de la toxina del edlera, la enterotoxina termolabil de E. coli y
otras enterotoxinas. Después de la exteriorizacion y ligadura del intestino
delgado del conejo, se inyecta un sobrenadante acelular en cada asa ileal y
se mantiene cerrado el abdomen durante 18 horas. Entoneces, se realiza la
eutanasia, se extirpa el intestine y las asas se miden y se pesan para de-
terminar la cantidad de liquido acumulado en virtud de la estimulacion de
la toxina. Los resuitados se expresan como el volumen de liquido por la
longitud del asa intestinal. Esta prueba no solo causa excesivo dolor a los
animales sino que consume mucho tiempo, es ineémoda y dificil de estan-
darizar. La prueba es relativamente cara por el nimero de animales que se
requieren, ya que solo se pueden probar cerca de 8 a 14 sobrenadantes por
cada animal, sin incluir los testigos positivos y negativos; asimismo, la apli-
cacién de sobrenadantes a los animales se debe hacer por duplicado, y la
orientacién de los sobrenadantes se debe invertir de un animal al siguiente.
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Cuadro VII-1. Métodos comunes para la deteccion de la toxina del célera

Prueba

Sensibilidad por mil

Tipo de prueba

Objetivo especifico
de la prueba

Muestra estudiada

Asa ileal de conejo

Valoracién en congjo
lactante

Prueba en la piel del
conejo

Células suprarrenales
Y1 de ratén

Células de ovario de
hamster chino

ELISA G,

Coaglutinacién
Aglutinacion inversa
pasiva en latex

Sondas de DNA

PCR

30 ng

250 a 500 ng

01a35ng
10 pg
10 pg
10 pg

50 ng®
1a2ng

Detecta el gen ctx

Detecta el gen cix

Biovaloracién

Biovaloracién

Biovaloracion
Biovaloracién
Biovaloracion
Inmunitaria

Inmunitaria
Inmunitaria

Genética

Gensética

Estimular la acumu-
lacién de liquido
Estimular la acumu-
lacién de liquido

Factor de
permeabilidad
Acumulacidn de
AMPc
Acumulacion de
AMPc
Subunidad B®

Subunidad B°
Subunidad B"

Gen ctx

Gen cix

Sobrenadante del
cultivo

Cultivo en caldo o
sobrenadante del
cultivo

Sobrenadante del
cultivo

Sobrenadante del
cultivo

Sobrenadante del
cultivo

Sobrenadante def
cultivo

Lisados del cuitivo

Sobrenadante del
cultivo

DNA {improntas de
colonias)

DNA (lisado de la
célula en bruto)

“ Sensibilidad para la deteccidon de la toxina del céiera utilizando antisuero contra la enterotoxina termolabil de E. cofi.

" Subunidad B de la molécula de la toxina del célera.
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El modelo de infeccion en conejo lactante se obtuve en 1955 ¥ se puede
utilizar para la deteccién de enterotoxinas de V. cholerae y E. coli. Conejos
lactantes de 7 dias de edad se infectan con el microorganismo mediante in-
tubacién o por inyeccién directa intragdstrica o intraluminal (en el intestino
delgado). Se mantiene a los animales bajo observacién para detectar dia-
rrea acuosa y muerte por deshidratacion. Otra opeién consiste en matarlos
después de un periodo de incubacién de 7 horas; se extirpan los intestinos
y se cuantifica el volumen de liquido por centimetro de intestino. El mé-
todo del conejo lactante tiene como inconvenientes la variabilidad de los re-
sultados y el costo de utilizar un animal por cada aislamiento sujeto a
prueba.

La prueba en la piel del conejo, o valoracion del factor de permeabilidad
vascular, se ha utilizado para detectar la actividad de la toxina del célera o
de la toxina termoldbil de E. coli. La especificidad de dicha prueba esta de-
terminada por la neutralizacién de la actividad mediante una cantidad es-
tandarizada de antisueros contra la toxina del célera. En la espalda afei-
tada de un conejo adulto joven se inyeetan por via intradérmica un
sobrenadante acelular de un cultivo de V. cholerae o E. coli y diluciones de
antisueres. Se pueden someter a prueba cerca de 30 a 40 sobrenadantes
por conejo. Dieciocho horas més tarde se aplica una inyeccién intravenosa
del colorante azul de Evans. El aumento de la permeabilidad capilar me-
diado por la actividad de la toxina del célera conduce a la difusién del co-
lorante en la piel {reaccién de azulete), con induracién localizada en los si-
tios de inyeecién. La zona de “azulete” se mide con relacién a un testigo
negativo. Este procedimiento permite el anilisis de 30 a 40 cultivos por co-
nejo; por lo tanto, es méds econdmico en términos de mimero de animales
requeridos que otros modelos animales como el del conejo lactante y las
pruebas de asa ileal.

Métodos de cultivo de tejidos

Los métodos de cultivo de tejido son muy sensibles y de facil reproduc-
¢ion; se han utilizado mucho para el estudio de la produceidén de toxina. La
accion de la toxina sobre un cultivo celular ha permitido la investigacién
con éxito de las bases moleculares de la patogenicidad. Adema4s, estos mé-
todos se pueden utilizar para detectar anticuerpos neutralizantes contra la
toxina del célera. Sin embargo, los métodoes del cultivo de tejidos requieren
téenicos capacitados, y reactivos y equipo especiales. Estas técnicas son las
més adecuadas para utilizarse en los laboratorios que cuentan con recursos
para el cultivo de tejidos.

Los cultivos de células suprarrenales Y-1 de raidn (Y-1) y de ovario de
hdamster chino han sido las pruebas modelo para la deteccion de la toxina
del célera y de la toxina termoldbil, aunque también son sensibles otras li-
neas celulares como las células Vero de rifién de mono. Si la toxina del céle-
ra o la termoldbil (E. coli) estdn presentes en los sobrenadantes de los cul-
tivos bacterianos agregados a las células, estimularén la produccién de
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adenilciclasa, la cual eleva la concentracién intracelular de AMPe. Las can-
tidades aumentadas de este compuesto dan por resultado una respuesta es-
tructural que se puede observar al microscopio (tas células de ovario de
hamster chino se alargan y las células Y-1 se redondean). Las reacciones
positivas pueden confirmarse mediante neutralizacién de los efectos tdxicos
en el cultivo celular con antisuero contra toxina del célera (o toxina termol4-
bil de E. coli) o con gangliésido Gy, €l cual es el receptor para ambas toxi-
nas en la membrana de la célula huésped, y se une a cualquiera de estas
toxinas. Para la prueba de la toxina, se coloca una suspensién de células
Y-1 en placas de microtitulacién (microplacas) de 96 pozos. Por lo general,
una botella de 75 em® de células Y-1 es suficiente para sembrar hasta 25
microplacas. Cada microplaca puede utilizarse para someter a prueba hasta
60 sobrenadantes (30 sobrenadantes si se realiza por duplicado), cuando no
se utilizan los pozos periféricos de la placa.

2. Inmunovaloracién

ELISA

La toxina del célera es inmunogénica para los seres humanos y los ani-
males de laboratorio. Por ello, se han elaborado muchas técnicas inmunols-
gicas para detectar esta toxina. El descubrimiento de que el gangliésido
Gy es el receptor natural para la toxina del célera y la toxina termolsbil, y
su subsecuente purificacién, condujo a la obtencién de una prueba de inmu-
noabsorcién enzimdtica con captura de gangliésido (Gy,-ELISA) para la de-
teccidn de estas toxinas. Para realizar la prueba G,-ELISA, se agregan
los sobrenadantes del cultivo a los pozos de la microplaca revestidos con
gangliésido Gy, La toxina unida a los receptores Gy, se detecta a continua-
cién agregando antisuero contra la toxina del célera, seguida por anti-
cuerpo antiglobulina conjugado con enzima. En lugar de utilizar G,;; para
revestir la plaea, se puede recurrir a otro anticuerpo que se una a Ia toxi-
na. Si se utiliza una microplaca de 96 pozos para el estudio de la toxina, es
factible probar 30 sobrenadantes por duplicado en cada microplaca (por lo
general, no se utilizan los pozos del margen externo).

Coaglutinacion

Debido a que muchas cepas de Staphylococeus aureus tienen una cu-
bierta de proteina A que puede combinarse directamente con la IgG, se
han preparado reactivos serolégicos para reacciones de aglutinacién en los
cuales un antieuerpo IgG especifico se adsorbe en la superficie de las eélu-
las estafilocécicas. Es factible preparar el reactivo a un costo relativamente
bajo, pero se requiere un anticuerpo especifico contra la toxina del célera
(o contra la toxina termolabil de E. coli). La coaglutinaciin de la entero-
toxina termolabil de E. coli se realiza de manera rdpida y sencilla, y requie-
re poco equipo especializado y capacitacién del personal de laboratorio; sin
embargo, esta prueba nunea se ha usado para detectar toxina del célera a
partir de sobrenadantes de cultivo de V. cholerae 01,
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Aglutinacion de ldatex

En la prueba de aglutinacién de latex se utilizan anticuerpos especificos
contra la toxina del edlera o la termoldbil de E. coli unidos a particulas de
litex. La técnica de aglutinacion de ldtex requiere antisuero de alta calidad
o anticuerpos purificados, una preparacion adecuada de ldtex y material de
laboratorio de fieil adquisicién. Se expende en el comercio un estuche de
esta prueba que se describe mds adelante en este capitulo.

3. Andlisis basados en el DNA
Sondas de DNA

Las pruebas moleculares que identifican a los mieroorganismos patége-
nos eon base en las secuencias especificas de DNA tienen muchas aplica-
ciones en la microbiologia diagnéstica y de salud piblica. Las secuencias
especificas de DNA en el gen o los genes que codifican la toxina del célera
se han usado como sondas para detectar secuencias de DNA homélogas en
aislamientos de V. cholerae toxigénico. En la praetica, se pueden utilizar
ung variedad de moléculas de DNA como sondas, incluidos el DNA clona-
do, fragmentos de restriceién del DNA clonado, ampliaciones de DNA ge-
neradas en una reaccién en cadena de la polimerasa y oligonucleétidoes. Pri-
mero se marca la sonda con una molécula de ficil deteccidén, como es un
radiois6topo, una enzima o un ligando, y entonces se hibrida al DNA del
microorganismo de prueba. La sonda solo hibrida agquellos fragmentos de
DNA de microorganismos que contengan secuencias homélogas. La sonda
no hibridada se desecha, y la sonda hibridada remanente se detecta por
medio de una prueba especifica que la pone en evidencia.

Reaccion en cadena de la polimerasa

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR en inglés) es otro método
para efectuar pruebas diagndsticas moleculares que se basan en las secuen-
cias especificas de DNA. En la PCR se utiliza la enzima DNA polimerasa
para sintetizar o amplificar copias miiltiples de una secuencia especifica de
DNA (ampliacién), la cual puede entonces detectarse en un gel de agarosa
o eon sondas de DNA. La ampliacién de DNA se define por la localizacién
de dos oligonucledtidos cortos y especificos de DNA que sefialan la secuen-
cia de interés y son utilizados como iniciadores por la DNA polimerasa. Al
igual que las sondas de DNA, el blanco de la PCR es un gen de virulencia,
o una secuencia de DNA exclusivo de un microorganismo patégeno. La
toxigenicidad de un aislamiento de V. cholerae se puede someter a prueba
mediante la PCR y los iniciadores que, de manera especifica, amplifican so-
lamente los genes de la toxina del edélera. La PCR tiene la ventaja de ser
una técnica muy rédpida que no requiere cultivos puros ni microorganismos
viables. Algunas pruebas de PCR pueden amplificar los segmentos de
DNA directamente de las muestras fecales, alimentarias o ambientales; asi,
se puede determinar la presencia de un microorganismo en una muestra
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sin cultivarlo. Asimismo, la PCR tiene aplicaciones en otras técnicas mole-
culares; se puede utilizar para producir rdpidamente sondas de DNA mar-
cadas para un andlisis del polimorfismo de la longitud de los fragmentos de
restriceién (RFLP en inglés) e improntas de colonias (“colony blots”).

La sensibilidad y especificidad de las valoraciones basadas en el DNA
ofrecen una ventaja sobre los métodos ordinarios. El uso de sondas de
DNA o PCR evita las dificultades que se presentan con las cepas de V.
cholerae que no expresan la toxina del célera a concentraciones detectabies
pero poseen genes ctw. El uso de marcadores de DNA no radioactivos,
como biotina y digoxigenina, ha eliminado los problemas técnicos asociados
con los radioisétopos. Mientras que el uso de las pruebas diagnésticas basa-
das en el DNA requieren un adiestramiento especifico en los métodos mo-
leculares y los reactivos son costosos, las ventajas de sencillez, sensibilidad,
seguridad v estabilidad han econvertido a las téenicas basadas en el DNA
en elementos invaluables para los laboratorios de investigacion.

D. Produccion de la toxina del célera para las pruebas de
laboratorio

Las condiciones éptimas de crecimiento para V. cholerae no siempre se
corresponden con la mejor produceién de la toxina in vitro. Por esta razén
se han elaborado medios especializados para la produccién de toxina del
cilera. Las condiciones ideales para su produeeién varian de acuerdo con el
medic que se utilice. En general, se ha encontrado que es mejor una tem-
peratura de incubacién de 30 °C que una de 37 °C para la produccién de
toxina con V. cholerae de cualquier biotipo, Con las cepas El Tor, utilizando
el medio de Craig, la mejor combinacién de tiempo y temperatura es 30 °C
durante 48 horas sin aeracién. Para las cepas del biotipo cldsico, una tem-
peratura de 30 °C con agitacién vigorosa durante 48 horas permite la me-
jor produccién de la toxina. Si se utilizan temperaturas de incubacién de
37 °C se recomienda el medio AKI. Aunque este medio permite la produc-
cidn de toxina del cdlera a 37 °C, tiene el inconveniente de una vida corta
de almacenamiento, lo que exige su preparacién semanal. V. cholerae El
Tor cultivado en medio AKI debe incubarse a 37 °C durante 20 horas sin
agitacién. El medio AKI no se ha evaluado eon respecto a la produccién de
toxina por las cepas del biotipo clasico.

V. cholerae libera activamente su toxina hacia el medio de cultivo, a di-
ferencia de la toxina termolébil de E. coli, la cual, por lo general, se en-
cuentra en el espacio peripldsmico. Los agentes antimicrobianos, como la
polimixina B o la lincomicina, que favorecen la acumulacién de toxina ter-
moldbil de E. coli en los medios de cultivo, no tienen efecto en la liberacién
de la toxina del eflera. Por lo tanto, no es necesario utilizar antimicrobia-
nos en los medios donde se va a determinar la produccién de dicha toxina.

La mayor parte de las pruebas de la toxina del célera, inmunoldgicas y
de biovaloracitn, busecan la toxina en los sobrenadantes de los enltivos. La
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valoracién de la actividad de la toxina requiere toxina del cdlera integra,
en tanto que algunas pruebas antigénicas solamente detectan la subunidad
B v no requieren la molécula completa. Las condiciones del cultivo para la
produccion de toxina se enuncian en una lista mds adelante, y se recomien-
dan para la expresion éptima de la toxina completa (activa), tal como se
requiere para las pruebas de asa ileal de conejo, piel de conejo y cultivo de
tejidos.

Produccion de la toxina del colera

1) Los cultivos que se van a someter a prueba se siembran mediante es-
triacién en un medio de plano inclinado no selectivo (como agar de
infusién de corazén) y se incuban de 18 a 24 horas a una temperatura de
85 °C a 37 °C. Se incluyen cuatro cepas testigo (dos positivas y dos
negativas).

2) Se inoculan las cepas en 5 ml de medio de Craig en tubos de tapa de
rosca de 16 x 125 mm. Se mantienen los tapones poco apretados y se
incuban los tubos a 30 °C durante 48 horas sin agitar. [Nota: log cultivos
se pueden someter a prueba al cabo de solo 24 horas de incubacién, pero
48 horas es el tiempo dptimo para la produceién de toxina.]

3) Se centrifugan los tubos para sedimentar las células bacterianas, y se
retira el sobrenadante con una pipeta Pasteur. El sobrenadante se alma-
cena a 4 °C hasta que se vaya a utilizar. Si el sobrenadante ha de alma-
cenarse por mas de 7 dias, se congela a —70 °C,

E. Ensayo Y-1 para la toxina del colera

La clona Y-1 de células de tumor suprarrenal de ratén es sensible a ba-
jas coneentraciones, incluso de 10 picogramos por mililitro, de toxina del
célera. Sin embarge, Vibrio y otros géneros bacterianos pueden sintetizar
productos extracelulares termolibiles que causan redondeamiento no
especifico de dichas eélulas, el cual se puede malinterpretar como si fuera
causado por la toxina del colera. Es preferible neutralizar las reacciones
positivas o dudosas con antisueros especificos para la toxina o con otras
sustancias especificas de enlace como el gangligsido Gy, el receptor natural
de la toxina en la membrana celular.

Material

¢ Incubadora de CO, programada a una temperatura de 37 °C ccn 5,0%
de CO,

o (Campana de flujo laminar
e Microscopio invertido de contraste de fases

e Tubos de centrifuga cénicos estériles
o (Centrifuga
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o Botellas estériles de cultivo de tejido (75 em® de 4rea de crecimiento)

e Microplacas de 96 pozos de fondo plano, estériles, para cultivo de
tejidos

¢ Mezcla nutritiva F-10 de Ham (GIBCO Laboratories, Grand Island,
Nueva York) con 15% de suero de caballo, 2,5% de suero fetal de ter-
nera y gentamicina (10 pg/ml)

e tripsina al 0,2%

Procedimientos semanales para prueba y mantenimiento del cultivo
de tejidos

Las células suprarrenales Y-1 se mantienen en un cultivo de monocapa
en mezcla nutritiva F-10 de Ham. Comtinmente las botellas de cultivo de
tejido con un drea de crecimiento de 75 em® se llenan con 25 ml de medio y
se incuban a 37 °C en una atmdsfera humidificada y con 5% de CO,. Todas
las manipulaciones celulares se realizan bajo una campana de flujo laminar,
v las células se examinan empleando un microsecopio invertido de contraste
de fase.

Dia 1

1) Se desecha el medio F-10 de la monocapa confluente (por lo general, se
requiere una semana de crecimiento). Se lava la monocapa de células
con 5 ml de sclucién salina con amortiguador de fosfato (PBS en inglés)
estéril y se desecha el liquido.

2) Se agrega 1,6 ml de tripsina al 0,2% y se deja la monocapa cubierta de
tripsina a temperatura ambiente hasta que las eélulas comiencen a des-
prenderse de la superficie de plistico (de 5 a 10 minutos).

3} Se agregan 5 ml de medio F-10 para neutralizar la tripsina. (El medio
F-10 de Ham se almacena a una temperatura de 4 °C y después se lleva
a un bafio de Marfa a 37 °C antes de que todo el medio cambie y se
presente proliferacién celular.) Si permanece alguna monocapa, se des-
prende de la superficie de la botella con espitula de goma estéril.

4) Las eélulas sugpendidas se transfieren (aproximadamente 6,5 ml) a un
tubo de centrifuga cinico estéril y se centrifuga de 500 a 1.000 X g duran-
te B minutos.

5) El sobrenadante se aspira dejando un sedimento de células suprarrena-
les Y-1 en el tubo de centrifuga. Las células se resuspenden con una pi-
peta Pasteur en 5 ml de medio F-10 recién preparado.

6) Utilizando una pipeta Pasteur, se depositan 6 gotas de la suspensién celu-
lar en cada botella, a la cual se han agregado 25 ml de medio F-10 re-
cién preparado. Como regla general, se siembran botellas por duplicado.

7) Para la prueba de la toxina, la cual se practica en una microplaca de
fondo plano, de 96 pozos, hdgase una dilucion de 1:50 a 1:100 de la sus-

81



Deteccion de la toxina del cdlera

pensién celular. Se deposita la suspensién, aproximadamente 0,15 ml por
pozo, de modo tal que una botella sirve para sembrar de 12 a 25 placas.
Se apilan las placas y se cubre la placa superior para evitar contamina-

cién y evaporacion.

8) Se colocan las botellas (eon las tapas poco apretadas) y las microplacas
en la incubadora de CO..

Dia 2

Se revisan las botellas y los pozos al microscopio para observar la proli-
feracion celular.

Dia 3 (iiltimas horas de la tarde)

Utilizando una pipeta Pasteur, a cada pozo de la microplaca que con-
tenga una monocapa de células suprarrenales Y-1 se le agregan 2 gotas
(50 wl) de los sobrenadantes de la toxina (inciuidos los testigos positivos y
negativos). (Véase la Seccién D para conocer los métodos de eultivo de V.
cholerae para la produceién de su toxina.) Se sugiere asegurarse de que las
mieroplacas y las hojas de registro estén codificadas antes de efectuar la
transferencia. Las microplacas se vuelven a apilar y se incuban en una at-
mdésfera de CO, a 37 °C de un dia para otro.

Dia 4 (en la maiiana)

Se leen los resultados de las pruebas. Los pozos se examinan con au-
mentos de 100x o 200x, utilizando un mieroscopio invertide de contraste de
fases. Los pozos de prueba se comparan con los de testigo positivo. Las
toxinas del célera y termoldbil provocan que las células suprarrenales Y-1
se redondeen (Figura VII-1). Para log andlisis de toxina del cdlera o toxina
termol4bil, un pozo positivo contiene més de 10% de células Y-1 redondea-
das. Ocasionalmente, la actividad citotéxica en el sobrenadante dard por re-
sultado muerte, lisis o desprendimiento de las células, lo cual puede enmas-
carar el efecto de redondeamiento que produce la toxina del célera. Si esto
ocurre, la dilucién del sobrenadante (para intentar diluir la citotoxina)
puede permitir que se visualicen las células redondeadas.

Método para la neutralizacion de la enterotoxina del cdlera

Véase la Seccién D de este capitulo para conocer los métodos de cultivo
de V. cholerae para la produccién de toxina del célera. Los sobrenadantes
de la prueba se diluyen 1:4 utilizando PBS (pH 7,2) con 0,1% de gelatina
(PBS/Q). Si se dispone de ella, se usard una preparacién pura de toxina del
eélera como testigo positivo. En esta prueba se utiliza un antisuero contra
la toxina del célera de titulo alto (en los CDC el antisuero contra la toxina
del colera utilizado para la Gy,-ELISA también se utiliza para la neutrali-
zacion de las células Y-1). El antisuero se diluye en PBS/G.
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Cuadro VII-2.

ELISA para la deteccion de la toxina del célera (TC)

Tiempo de
Paso Reactivo Diluyente Concentracion ~ Volumen/pozo  incubacion
Recubrimiento G PBS 2 pg/mi® 100 pl De un dia
para otro
Blogueo Albumina sérica de bo- PBS 1% 150 pl 30 minutos
vino (ASB)
Muestra Sobrenadante del cultivo Ninguno Sin diluir 100 pl 60 minutos
Bloqueo Albumina sérica de bo- PBS 1% 150 pl 30 minutos
vino {ASB)
Anticuerpo Anticuerpo contra TC PBS con ASB al 1:2.000° 100 pl 60 minutos
preparado en cabra 0,1%
Conjugado IgG anticabra marcada PBS con ASB al 1:500° 100 pl 60 minutos
con fosfatasa alcalina 0.1%
Sustrato p-nitrofenil fosfato Amortiguador de 1 mg/ml 100 pl 10 a20
disddico dietanolamina minutos
Detener la NaOH H.0 3M 50 pl Ninguno
reaccién

* La dilucién éptima de cada reactivo se determinara mediante titulacion.

R
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Gangliésido Gy, (Sigma Chemical Co., St. Louis, Misuri)
PBS con 0,05% de Tween 20 o sin él y albtimina sérica de bovino

Anticuerpog de cabra contra toxina del célera CT, (Calbiochem Corp.,
La Jolla, California) [Nota: como una alternativa a los anticuerpos con-
tra la toxina del célera preparados en cabra, se pueden utilizar anti-
cuerpos producidos en otra especie animal o anticuerpos monoelonales.]

Globulina anticabra (o eontra cualquier especie utilizada para producir
el anticuerpo contra la toxina del edlera) marcada con fosfatasa alcalina
(Kirkegaard and Perry Laboratories, Inc., Gaithersburg, Maryland) o
con peroxidasa del rdbano,

p-nitrofenil fosfato (Sigma Chemical Co.) disuelto en amortiguador de
dietanolamina [Nota: hay varios sustratos para la peroxidasa del ra-
bano, cada uno con sus requisitos especificos de preparacion.]

La dilucién dptima de la preparacion de cada reactivo especifico se de-
terminara por titulacién. En esta seccién se describe un procedimiento
de titulacién de la muestra.

Testigos

En cada microplaca se deben incluir por lo menos dos testigos positivos

de V. cholerae conocidos y dos testigos de sobrenadante negativo conocidos.

Realizacion de la prueba

D

2)

3)

Se agregan 100 ul de Gy, dilnido adecnadamente en PBS a los 60 pozos
internos de la microplaca. Los pozos vacios que se encuentran en la perife-
ria de la placa se llenan con PBS/Tween. Se cubre la placa con un sella-
dor de placa o se coloca la placa en una edmara himeda y se deja a tem-
peratura ambiente de 18 a 24 horas o a una temperatura de 35 °C a

87 °C durante 4 horas.

Se lava la placa tres veces con PBS/Tween de la manera siguiente: se
invierte la placa sobre una toalla absorbente y se vacfa el contenido con
cuidado. Con una piceta u otro instrumento adecuado, cada pozo se llena
con PBS/Tween (aproximadamente 200 pl). Se deja la placa durante

3 minutos. Se elimina el PBS/Tween y se repite la operacién dos veces.
Al guardar la placa para uso posterior, se deja el tercer lavado en las
placas y se refrigera (4 °C). La placa se puede almacenar por un periodo
de 4 a 6 semanas.

Se bloquean los sitios de unién restantes llenando cada pozo con 150 pl
de albimina sérica de bovino (BSA en inglés) al 1% en PBS. Se incuba
la placa a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se retira el con-
tenido y se lavan los pozos tres veces con PBS/Tween como se describid
en el paso 2.

4) Con una micropipeta, se agregan por duplicado 100 pl de cada sobrena-

dante a pozos de la placa. Se deja vacia una sola hilera de pozos en el
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margen externo de la placa. Esto permitird 30 pruebas por placa. Se
llenan los pozos vacfos del perfmetro de la placa con PBS/Tween. La
placa se coloca en una cimara hiimeda o se sella y se incuba por una
hora a una temperatura de 35 °C a 37 °C. Se lavan las placas tres veces
como se describe en el paso 2,

5) Se agregan 150 ul de BSA al 0,1% en PBS a cada pozo, y se incuba a

temperatura ambiente durante 30 minutos. Se lava tres veces (paso 2).

6) Se agregan 100 pl del suero de cabra anti-CT, (diluido en PBS con BSA

(}

8)

9

al 0,1%) en cada uno de los pozos de prueba. La placa se coloca en una
camara mimeda o se sella e incuba a un temperatura de 35 °C a 37 °C
durante una hora, Se lava la placa tres veces.

A cada pozo de prueba se agregan 100 pl de globulina anticabra prepara-
da en conejo y marcada con fosfatasa alcalina, diluida adecuadamente en
PBS que contenga 0,1% de BSA. Se coloca la placa en una cdmara hu-
meda o se sella e incuba a una temperatura de 35 °C a 37 °C durante
una hora. Se lava la placa tres veces.

Se agregan 100 pl de la solucidn de sustrato de la enzima (p-nitrofenil
fosfato en amortiguador de dietanolamina) a todos los pozos. Se incuba
la placa a la temperatura ambiente hasta 30 minutos o hasta que la
aparicién de color en los pozos del testigo positivo alcance una intensi-
dad adecuada, pero sin que transcurra tanto tiempo que aparezca color
excesivo en los pozos del testigo negativo (aproximadamente 10 a 20
minutos, pero no mas de 30 minutos).

La reacci6n se detiene agregando 50 pl de NaOH 3 M a cada pozo. Se
mezcla bien.

Lectura de los resultados de la prueba

D

2

3)

Se comparan los pozos del testigo positive con los del sobrenadante tes-
tigo negativo. Debe haber un poco de color o ausencia de este en los
pozos del testigo negativo. Se observard un color amarillo distintivo (Fi-
gura VII-3) en los pozos del testigo positivo.

El grado de color en los pozos de prueba se compara con el color en los
pozos del testigo negativo. Las muestras que claramente desarrollen un
color m4ds intenso que los testigos negativos se consideraran positivas.

Si se utiliza un lector de microplacas, la longitud de onda debe progra-
marse de manera adecuada para el sustrato que se utilice. Para el
p-nitrofenil fosfato la longitud de onda debe ser de 405 nm. Se caleula la
relacién de positivo a negativo (P/N) dividiendo la densidad éptica (DO)
de la muestra desconocida entre la media de la densidad 6ptica de los
pozos que contienen los testigos negativos. Las muestras que tengan
una relacién P/N de 2,0 o0 mayor se consideraran positivas.
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(se requieren por lo menos 4 ml de cada dilucién para la titulacién en 4
placas} como sigue:

Concentracion de la

Dilucion toxina del célera
10°* 1,0 pg/ml
107* 100,0 ng/ml
107° 10,0 ng/ml
107°° 1,0 ng/ml
1077 100,0 pg/ml
10°® 10,0 pg/ml

A cada placa se agregan 100 ul de cada dilucién diferente de la toxina
del célera, de tal forma que cada dilucién ocupe una hilera en la placa
(hileras B, C, D, E, F, ). Los pozos vacios se llenan con PBS/Tween. Se
incuba a una temperatura de 35 °C a 37 °C durante una hora. Las placas
se lavan tres veces con 200 pl de PBS/Tween.

5) Se bloquea con 150 pl de BSA al 1%. Se incuba a temperatura ambiente
durante 30 minutos. La placa se lava tres veces.

6) Se preparan 5 diluciones de anticuerpo contra la toxina del célera en
PBS eon 0,1% BSA al 0,1%:
1:500
1:1.000
1:2.000
1:5.000
1:10.000

[Nota: El anticuerpo monoclonal se probari a diluciones de 1:100, 1:200,
1:500, 1:1.000.]

A cada placa se agregan 100 pl de anticuerpo contra la toxina del célera
dituido de tal forma que cada dilucién ocupe una columna de la placa (colum-
nas 2 a 6). Se repite para las columnas 7 a 11. Los pozos vacios se llenan
con PBS/Tween. Se incuba a una temperatura de 35 °C a 37 °C durante
una hora. La placa se lava tres veces.

7) El conjugado mareado con fosfatasa alealina se diluye en PBS con BSA

al 0,1% como sigue:

1:500

1:1.000
A cada placa se agregan 100 pl de cada dilucién del conjugade, de tal
forma que cada dilucién ocupe la mitad de la placa (desde la columna 2
hasta la 6 para una dilucién y desde de la columna 7 hasta la 11 para la
otra dilucién). Los pozos vacios se llenan con PBS/Tween. La placa se in-
cuba a una temperatura de 35 °C a 37 °C durante una hora. La placa se
lava tres veces.

8) Se agregan 100 .l del sustrato de p-nitrofenil fosfato. Se incuba durante
30 minutos a temperatura ambiente.
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9) Se agregan 50 pl de NaOH 3 M para detener la reaccién y se leen los
resultados con el espeetrofotémetro o visualmente. Se anota la dilucién
mas alta de cada reactivo que presente una intensidad de color adecua-
da. El reactive mas dificil de obtener, o el mds caro, se utilizard en la
dilucién mds alta posible.

G. Prueba de aglutinacion de latex para la toxina del cdlera

El estuche VET-RPLA (Oxoid Limited, Hampshire, Inglaterra) se ideé
para la deteceion de la toxina del edlera o la toxina termolibil en el liquido
sobrenadante de un cultivo. Este procedimiento se eonoce como aglutina-
cién pasiva inversa de litex (RPLA en inglés). Las particulas de litex de
poliestireno se sensibilizan con antisuero purificado producido en conejos
inmunizados con enterotoxina purificada de V. cholerae. Estas particulas de
latex se aglutinardn en presencia de la toxina del célera o de la toxina ter-
moldbil. Se provee un reactivo testigo, que consiste en particulas de litex
cubiertas o “sensibilizadas” con globulinas de conejo no inmunes.

La prueba se realiza en las microplacas de fondo en formade Vo de U
(se prefieren las placas de fondo V; las placas de fondo plano no son adecua-
das para este procedimiento). Las diluciones del sobrenadante del cultivo
sujeto a prueba se hacen en dos columnas de pozos. [Nota: Los sobrena-
dantes de prueba se preparardn de acuerdo con las instrueciones que apa-
recen en la seccion D de este capitulo; no se preparardn sobrenadantes por
el método deserito en las instrueciones incluidas con el estuche, debido a
que, por lo general, V. cholerae no produce toxina del célera en cantidades
suficientes cuando crece en agua peptonada alcalina (APW en inglés).] Una
suspension de particulas de ldtex cubiertas con anticuerpos se agrega a la
primera columna, y el litex testigo, no sensibilizado, se agrega a la se-
gunda columna. Si en el sobrenadante hay cantidades suficientes de toxina
del célera o toxina termoldbil, se presentard aglutinacién. La aglutinacién
resulta de la formacion de enlaces cruzados entre las particulas de litex
unidas a las moléculas de toxina del célera. Esta estructura, similar a una
red, aparecerd y formard una capa difusa en el fondo del pozo. Si no hay
enterotoxina o estd en una eoncentracion inferior al nivel de deteccién, no
se formara la estructura reticular; en su lugar, las particulas de ldtex no
aglutinadas formardn un “botén”, al sedimentarse.

Material requerido
e Placas de 96 pozos (con fondo en V o U) con tapa
e Micropipetas fijas o ajustables y puntas (25 pD

e Litex sensibilizado: suspensidon de litex sensibilizado con anticuerpos
especificos (IgG de conejo) contra la toxina del célera (que viene con el
estuche)

e Latex testigo: suspension de latex cubierto con globulinas de conejo no
inmunes (viene con el estuche)
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s Toxina del célera testigo (deshidratada, viene con el estuche)
o Diluyente: BSA en PBS (viene con el estuche)

Realizacion de la prueba

1) Cada muestra requiere dos columnas (ocho pozos por columna) en la
placa. Con una pipeta o cuentagotas, se depositan 25 pl del diluyente en
cada pozoe, excepto en el primer pozo de cada columna.

2) Agréguense 25 pl de la muestra que se va a probar al primero y se-
gundo pozos de cada grupo de dos columnas,

3) Utilizando una pipeta o diluidor, y comenzando con el segundo pozo de
cada columna, se retiran 25 ul y se realizan diluciones al doble. Dete-
nerse en el séptimo pozo de la columna, de tal forma que el octavo pozo
contenga solamente diluyente. Los 25 ul extra del séptimo pozo se
desechan.

4) Se agregan 25 pl de latex sensibilizado a cada pozo de la primera colum-
na para cada sobrenadante de prueba y testigo. Se agregan 25 pl de
latex testigo no sensibilizado a cada pozo de la segunda eolumna para
cada sobrenadante de prueba y testigo,

5) El contenido de cada pozo se mezcla agitando la microplaca suavemente
con la mano.

6) Para evitar la evaporacion, la placa se cubre con una tapa y se coloca en
un recipiente de plistico para almacenamiento junto con una toalla de
papel hiimeda. La placa se coloca sobre una superficie que no vibre y se
deja alli sin mover, a temperatura ambiente, durante 20 a 24 horas.

Lectura de los resultados de la prueba

1) Cada pozo de cada eolumna se examina contra un fondo negro para ob-
servar aglutinacion. La presencia de la toxina del célera o de la termold-
bil causard aglutinacién, manifiesta por la formacién de una estructura
reticular; al sedimentarse esta, formard una capa difusa en el fondo del
pozo (Figura VII-4). Si no hay enterotoxinas o se encuentran en concen-
traciones inferiores al nivel de deteccién de la prueba, no se formard di-
cha estructura reticular; por lo tanto, al sedimentarse se observari un
botén compacto.

2) Los resultados de la columna de pozos que contiene el litex testigo de-
ben ser negativos. El dltimo pozo de todas las columnas debe ser nega-
tivo. Si se observan resultados positivos en alguno de estos pozos, la
reaccién se considerard como no valida.

8) Cuando hay exceso de toxina del célera, se puede cbservar un efecto de
prozona; esto es, se obtiene un resultado negativo en los primeros pozos
que contienen ia muestra en estudio y el litex sensibilizado. Sin em-
bargo, como resultado de las diluciones al doble, la concentracién de la
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Y

A

Producto de PCR - 564 pb

cTX2 CGG GCAGATTCTAGA CCTCCT G
CTX3 =X CGATGATCTTGGAGCATICCCAC

Figura VII-5. Localizacion de los iniciadores y tamano del fragmento de DNA ampli-
ficado en la prueba de la PCR para la deteccion de cixA.

es del gen ctxA. Esta prueba de PCR sirve para la confirmacién de la co-
lonia de V. cholerae 01 toxigénico; fue ideada para distinguir las cepas de
V. cholerae O1 toxigénicas de las no toxigénicas, obtenidas de cultivos pu-
ros. Otros autores han deserito pruebas de PCR capaces de detectar V.
cholerae toxigénico directamente en las heces o en los alimentos después
del enriquecimiento con agna peptonada alcalina. La deteccién directa de V.
cholerae por la PCR en las heces o en los alimentos se puede ver obstaculi-
zada por sustancias presentes en estos tipos de muestras que inhiben la
DNA polimerasa.

Eguipo y suministros
¢ Bafic de Maria en ebullicién

s Termociclador (Perkin-Elmer, Norwalk, Connecticut, o M.J. Research
Inec., Watertown, Massachusetts)

e Vértex

¢ Cdmara de electroforesis

o Fuente de poder

o Cdmara y transiluminador UV

e Micropipetas: de 0,5 a 20 pl, de 20 a 50 pl, y de 100 a 1.000 pl
¢ Puntas de micropipetas desechables y estériles

¢ Tubos de microcentrifuga: 1,6 y 0,5 ml

s Guantes

e  Miscara para detener polve y particulas
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Reactivos

Agua estéril (prepdrense alicuotas de 10 a 20 ml y utilicense alicuotas
nuevas para cada prueba)

Amortiguador de PCR 10x (Tris-HCI 100 mM, KCl 500 mM, MgCl 15
mM, gelatina al 0,1% [p/v])

dNTP 12,5x (2,5 mM cada uno, dATP, dCTF, dGTP, dTTP en agua des-
tilada estéril)

Iniciador CTX2: 5' CGG GCA GAT TCT AGA CCT CCT G 3'; 100 uM
en agua destilada

Iniciador CTX3: 5’ CGA TGA TCT TGG AGC ATT CCC AC 37; 100
wM en agua destilada

DNA polimerasa AmpliTaq (5 unidades/pl, Perkin-Elmer)
Aceite mineral (estéril)
Agarosa (FMC BioProducts, Rockland, Maine)

Amortiguador Tris borato EDTA (TBE) 10x (108 g de base Tris, 55 g
de dcido bérico, 40 ml de 0,5 M EDTA y agua destilada hasta completar
1.000 ml; ajustar pH a 8,0)

Amortiguador de carga del gel 10x (0,6% sulfato dodeeil sédico, 10 mM
EDTA, 50% glicerol, 0,1% azul de bromofenol, 0,1% de cianol de xileno)

Bromuro de etidio (la solucién primaria es de 10 mg/mi de agua)

Columnas de separacién en tubo de microcentrifuga (G-50, Boehringer
Mannheim, Indianipolis, Indiana)

Endonucleasas de restriccién Alul y Rsal (Gibco BRL, Gaithersburg,
Maryland)

Amortiguader 1 de restriceién 10x (Gibco BRL)
Marcador del tamafio de DNA molecular: escalera 1 kb (Gibeo BRL)
TEMED (Sigma Chemical Co.)

Persulfato de amonio al 10% en agua, se prepara todos los dias (Gibeo
BRL)

Acrilamida al 30% (29 partes de acrilamida: 1 parte de bisacrilamida en
agua), se guarda en la oscuridad a 4 °C

Nota: La acrilamida es neurotéxica; debe utilizarse mdscara protectora
cuando se prepara la solucién primaria.

Cepas testigo

V. cholerae ATCC 14035 (cldsica, Ogawa, toxina positiva)
V. cholerae ATCC 14033 (El Tor, Inaba, toxina negativa)
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Realizacion de la prueba

NOTA ESPECIAL: Solo se requiere una cantidad muy pequefia del
molde de DNA (DNA a partir del cual se genera la ampliacién de la PCR)
para la PCR. La presencia de cantidades pequefias de DNA contaminante,
en especial las que son producto de pruebas anteriores de la PCR, pueden
dar resultados falsos positivos. Es importante usar testigos negativos asi
como positivos en eada experimento. El uso de agua en lugar del molde de
DNA y una cepa negativa conocida son testigos negativos apropiados. El
testigo positivo debe ser una cepa de referencia positiva conocida que se
prepara junto con las ecepas de prueba.

Para reducir 1a posibilidad de contaminar la PCR con productos obteni-
dos de dicha prueba en reaccicnes anteriores, las reacciones se prepararin
en una habitacién y la amplificacién y la electroforesis se realizardn en
otra. El producto de la PCR nunea debe llevarse a la habitacién donde se
prepara dicha reaccién. Se reservard un juego separado de micropipetas,
de preferencia pipetas de desplazamiento positivo, para preparar las prue-
bas de PCR.

1) Para preparar un molde de DNA, se suspende una asada de 1 ul del
testigo o de las cepas de prueba en 0,5 ml de agua para obtener una
concentracién de 10° a 10° microorganismos/ml, Se hierve la muestra
durante 20 minutos para liberar el DNA. Son suficientes 1 a 10 ng de
DNA; demasiado DNA puede inhibir la reaccién de amplificacién. Es im-
portante usar agua en lugar de PBS u otro amortiguador que contenga
fosfato pues este inhibe la PCR. Los grupos heme de las placas de agar
sangre también pueden inhibirla.

2) Para cada prueba de PCR, se utiliza una mezcla de reaccién de 50 ul
que consta de 38,75 ul de agua estéril, 5 pl de amortiguador de PCR
10x, 4 pl de dNTPs 12,5x, 0,5 pl de cada iniciador (volumen total, 1 pl),
0,25 pl de 1a DNA polimerasa AmpliTaq y 1 ul del molde de muestra.
Se prepara una “mezcla maestra” de todos los reactivos excepto del
DNA de muestra. Esto reduce los errores de pipeteo y produce concen-
traciones mds uniformes de los reactives. Se mezcla suficiente amortigua-
dor de PCR, dNTPs, polimerasa Tag, iniciadores y agua para todas las
pruebas que se van a realizar en un solo tubo que debe contener el
volumen necesario y posteriormente se colocan alfcuotas individuales de
49 pl de la mezela de reaccién maestra en cada tubo de microcentrifuga
de 0,5 ml. A continuacién, se agrega 1 pl del molde de DNA de
muestra.

3) Se cubre la mezcla reactiva con una gota de aceite mineral estéril, y se
cierran los tubos. Se programa el termociclador para un paso de prein-
cubacion a 95 °C durante 5 minutos, después a 30 ciclos de 1 minuto a
95 °C, 1 minuto a 60 °C, 1 minuto a 72 °C y una incubacién final a 72 °C
durante 10 minutos. Se puede agregar un paso final que consiste en
mantener los tubos a 4 °C para refrigerar las muestras hasta que estén
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eargadas en el gel. Los tubos se colocan en el termociclador y se inicia
el proceso.

4) Se prepara un gel de agarosa al 0,8% con amortiguador TBE. Se mez-
clan 10 pl de la solucién de PCR con 1 a 2 pl del amortiguador de carga
del gel de 10x y se cargan los pozos. Cuando se retiran los 10 ul de la
PCR, hay que cerciorarse de que la punta de la pipeta descienda mds
alld de la capa de aceite. Se utilizan testigos positivos y negativos ade-
cuados con cada grupo de las reacciones, incluido un patrén de tamaro
molecular en cada gel.

5) Se corre el gel hasta que el azul de bromofenol (color morado) ha migra-
do cerca de dos terceras partes del largo de la distancia en el gel. El
voltaje y el tiempo efectivos variardn dependiendo del aparato de elec-
troforesis que se utilice (por lo general, son suficientes un lapso de 2 a 3
horas y unos 60 a 80 voltios). La amplificacién del gen cixA de 564 pb
debe migrar cerca del azul de bromofenol. Se tifie el gel con bromuro de
etidio (1 gota de la solucién primaria en 500 ml de agua) durante 20
minutos, entonces se destifie en agua durante 10 a 20 minutos. [Nota: el
bromuro de etidio es mutagénico; siempre hay que usar guantes.] Se colo-
ca el gel en el transiluminador UV y se toman fotografias para
documentacién.

Interpretacion de los resultados

La prueba de PCR genera un producto amplificado de 564 pb. Esta amplia-
cién migrara exactamente por arriba de la banda de 0,5 kb y del patrén de
tamafio del DNA de 1 kb. Los iniciadores pueden verse como un frotis
tenue que migra exactamente por abajo del patrén de tamafio de 200 pb
(Figura VII-6). Los iniciadores, pero no la banda de ampliacién de 564 pb,
seran visibles para las muestras negativas. Las bandas que no sean del ta-
mafio adecuado se consideraran negativas. Las bandas tenues que parezean
tener el tamafio correcto se deben interpretar con precaucién. Cuando los
resultados son dudosos, se puede verificar que el DNA amplificado provie-
ne del gen ctrA recurriendo a la digestion con enzimas de restriccidn o a la
hibridacién con una sonda interna después de la prueba de transferencia de
Southern. Para las aplicaciones comunes, la prueba con enzimas de restrie-
¢ién es mds sencilla y més rdpida que el sondeo con hibridacién.

Verificacion de la ampliacion de la PCR

1} Se retira el aceite mineral de la muestra colocando el volumen total de
la PCR sobre una cinta selladora Parafilm inclinada. El aceite mineral
se adhiere al Parafilm a medida que la gota acuosa resbala hacia abajo.
Se purifica el fragmento de DNA en una columna de separacién en tubo
de microcentrifuga G-50. Para preparar la columna, se centrifuga a
600 X g durante 5 minutos. Se agrega la muestra (10 a 50 pl) y se repite
la centrifugacién. El mismo volumen de DNA purificado que se agregé a
la columna pasard a través de la misma.
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se inoculan en una placa de agar ne selectivo utilizando una cuadricula y se
incuban hasta que los indculos o parches de crecimiento alcancen el tamafio
deseado. Las colonias, entonces, se transfieren a un filtro de nailon donde
se someten a una serie de pasos para lisar a las células y fijar al filtro el
DNA desnaturalizado o monocatenario, El filtro se hibrida con una sonda
de DNA especifica que corresponde al gen ctx. Aunque se han sometido a
prueba DNA y los oligonueledtidos clonados, una amplificacién generada
mediante PCR que contiene bases marcadas con digoxigenina ha resultado
ser una opcidn sensible, estable y segura.

1. Generacion de ampliaciones de PCR marcadas con digoxigenina

El procedimiento para generar sondas para PCR marcadas con digoxi-
genina es similar al que detecta genes ctzA4 con la misma reaecién (seceidn
H de este capitulo), excepto que ahora se utiliza una cepa bien caracteri-
zada de V. cholerae 01 toxigénica para producir el molde de DNA, asi
como una segunda amplificacién para ineorporar la base marcada eon
digoxigenina.

Equipo y suministros

Véase la Seecion VII-H (“Reaccién en cadena de la polimerasa para los
genes de la toxina del célera”)

Reactivos

s Véase la Seccién VII-H (“Reaccién en cadena de la polimerasa para los
genes de la toxina del colera”)

o Mezcla 10x de ANTP “-digoxigenina” (dATP 1 mM, dCTP 1 mM, dGTP
1 mM, dTTP 0,65 mM)

¢ Digoxigenina-11-dUTP (Boehringer Mannheim; la concentracion es de
1 mM)

Procedimiento

1) Se genera el producto amplificado por PCR que se utilizard eomo molde
de DNA para la detecci6n, siguiendo el procedimiento deserito en la sec-
cion VII-H usando una cepa productora de toxina del cdlera (ATCC
14035 u otra cepa productora de toxina del célera bien caracterizada)
como fuente para el molde de DNA. La incorporacién de dUTP marcado
con digoxigenina en una molécula de DNA es menos eficiente que la in-
corporacion de los ANTP estdndar; por lo tante, en la PCR de marcacién
se utiliza la ampliacién de PCR como molde de DNA en lugar del DNA
genémico total; esto se hace con la finalidad de aumentar la cantidad de
DNA mareado (sonda) que se produce.

2) Se corren de 5 a 10 ul de la mezcla de la PCR en un gel de agarosa al
0,8% para confirmar la produccién de la ampliacién de DNA de tamario
y concentracién adecuados. Se tifie y se fotogratia para documentacién.
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3) Se hace una dilucién de la mezcla de PCR de tal forma que cerca de
50 ng de los fragmentos de PCR se utilicen como moldes en la PCR de
marcacién (por lo general, de 1 a 3 pl de una dilucién 1:10).

4) Se prepara la PCR de marcacién en un tubo de microeentrifuga de 0,5
ml: de 1 a 3 pl del molde de DNA generado por PCR diluido, 1 pl de
cada iniciador (2 ul del volumen total), 10 .l del amortiguador de PCR
10x, 10 wl de la mezela de “~digoxigenina” dNTP 10x, 7 pl de digoxi-
genina-11-dUTP (1 mM), 0,5 pl de polimerasa Tag y de 67,5 a 69,5 pl de
agua destilada estéril. Se cubre la mezcla con 2 gotas de aceite mineral.

5) Se programa el termociclador para 40 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 30
segundos a 60 °C, 3 minutos a 72 °C, luego se incuba 10 minutos a
72 °C, y se mantiene a 4 °C. Se colocan los tubos en el termociclador y
se inicia el proceso.

6) Los dNTP no incorporados y los iniciadores se retiran por purificacién
del DNA en una columna de separacién en tubo de microcentrifuga
G-50,

7) Se corren de 2 a 3 pl de la mezcla de PCR en un gel de agarosa al
0,8%. Se tifie y se fotograffa. La ampliacién marcada con digoxigenina
migrard mds lentamente (esto es, a un peso molecular mas alto) que la
ampliacién no marcada, debido a la presencia de digoxigenina en la
molécula,

2. Hibridacién de colonias para los genes de 1a toxina del colera

Equipo y suministros

e Filtros de nailon circulares de 8 em de didmetro (Micron Separations,
Inc., Westboro, Massachusetts)

e Papel de cromatografia Whatman 3MM
e Horno de secado

e Agitador de plataforma

e Bolsas de plastico sellables con calor

* Aparato de sellado mediante calor

e Cajas de Petri

e Placas de caldo de Luria (LB en inglés} u otro medio de enriqueci-
miento (no utilizar placas de MacConkey debido a que causan mas tin-
cién de fondo en las manchas)

Reactivos

¢ Sonda marcada eon digoxigenina {(ampliacién preparada en la Seccién
L1)

e NaOH 10N
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Tris 1M, pH 8,0
NaCl b M
SDS al 20%

SSC 20x: 175,3 g de NaCl, 88,2 g de citrato de sodio en 1 litro de agua,
pH 7,0

Solucién de prehibridacién: SSC 5x, reactivo de bloqueo al 1% (Boehrin-
ger Mannheim), N-laurilsarcosina al 0,1%, SDS al 0,02% (se puede pre-
parar previamente en grandes cantidades, hacerse alicuotas y almacenar-
se a una temperatura de —20 °C) [Nota: La solucién de prehibridacién
se utiliza para prehibridaciones y para hibridaciones.]

Amortiguador A: Tris 100 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM
Amortiguador C: Tris 100 mM, pH 9,56, NaCl 100 mM, MgCl, 50 mM
Lache descremada en polvo

Conjugado de fragmento Fab de antidigoxigenina/fosfatasa alealina
(Boehringer Mannheim)

Azul de tetrazolio (NBT en inglés): 75 mg/ml en agua
5—bromo-4—cloro-3—indolilfosfato toluidino (BCIP): 175 pg/ml en agua

Preparacion de las improntas o manchas de colonias

by

2)

3)

4

Las colonias aisladas de cada cepa de prueba se transfieren a una placa
de caldo de Luria (LB en inglés) utilizande una cuadricula para organi-
zar las colonias. La plaea se incuba durante varias horas o de un dia
para otro a 37 °C hasta que todas las colonias se observen claramente
en la placa.

Se marea un filtro de nailon circular de 8 em (drea total de 50 em®) con
una flecha para orientar la posicién de las colonias y un mimero o la fe-
cha para identificar el filtro. Se coloca el filtro con la flecha en la porcion
superior (con el lado rotulado hacia abajo), sobre la placa de caldo de
Luria inoculada. Se retiran todas las burbujas de aire atrapado. Se in-
cuba la placa a 37 °C durante 30 minutos a 2 horas. [Nota: Se pueden
utilizar filtros de nitrocelulosa, pero se rompen con mayor facilidad que
los de nailon. Los filtros de vidrio, como los Whatman 541, no se pueden
usar en esta prueba debido a que la digoxigenina se adhiere de manera
ho especifica a ellos.]

Se saturan dos hojas de papel de cromatografia de 3MM con NaOH

0,5 M en un recipiente de vidric. Se levanta el filtro de nailon, se retira
de la placa y se coloca en el papel de 3MM, con el lado de las eolonias
hacia arriba. Los parches o indeulos visibles de cada colonia deben ad-
herirse al filtro. Se deja que las células se lisen durante 15 minutos.

Se saturan dos hojas de papel de eromatografia de 3MM con Tris 1,0 M,
pH 8,0, en un recipiente de vidrio. Se transfiere el filtro del papel satu-
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rado con NaOH al papel saturado con Tris, otra vez con las colonias ha-
cia arriba. Se permite que se efectie la neutralizaciéon durante 10 mi-

nutos.

5) Se saturan dos hojas de papel de cromatografia de 3MM con Tris 0,7 M,
NaCl 1,5 M, pH 8,0, en un recipiente de vidrio. Se transfiere el filtro del
papel saturado con Tris 1,0 M al papel saturado con Tris/NaCl, con las
colonias hacia arriba. Se permite que se efectiie la neutralizacién duran-
te 10 minutos.

6) Se enjuaga el filtro brevemente en SSC 2x. Se apliea el filtro sobre pa-
pel de cromatografia 3MM seco y se seca con aire a la temperatura am-
biente o a 37 °C. Se coloca el filtro en un horno a 80 °C durante 30 minu-
tos a 2 horas. El filtro quedar4 listo para la hibridacién pero se puede
almacenar en un recipiente hermético a temperatura ambiente hasta
que se requiera.

Hibridacion de las improntas de colonias

1) Se coloca el filtro en una bolsa de pldstico sellable con calor. Se agregan
10 ml (0,2 ml/em®) de la solucién de prehibridacién. Se expulsan las bur-
bujas de aire oprimiendo la bolsa con una pipeta de arriba abajo. Tén-
gase cuidado de expulsar el liquido. Se sella la bolsa eon un aparato de
sellado mediante calor. Se incuba el filtro en la bolsa a 65 °C durante 1
hora en bafio de Maria con agitacién.

2) Se prepara la sonda de 15 a 20 minutos antes del final del tiempo de
prehibridacién (véanse en la seccién I-1 las instrucciones para la prepara-
cién de la sonda). Se diluye la sonda en un volumen total de 100 pl en
un tubo de microcentrifuga; se utilizan de 1 a 5 pl de la sonda, depen-
diendo de la concentracién. [Nota: La concentracién éptima de la sonda
necesita determinarse de manera empirica probando varias coneentra-
ciones en filtros replicados.] Se desnaturaliza la sonda incubdndola en
bafio de Maria hirviente por 10 minutos. Se enfria rdpidamente la sonda
colocdndola en hielo durante algunos minutos. Se centrifuga la sonda en
una microcentrifuga algunos segundos y se mantiene en hielo hasta que
se necesite.

3) Se retira el filtro del bafio de Maria. Se corta una esquina de la bolsa y
se elimina de ella toda la solucién de prehibridacién. Se agregan 2,5 ml
(0,05 mlem®) de la solucién de prehibridacién y la sonda a la bolsa. Se
eliminan las burbujas de aire y se sella la bolsa de tal manera que se
adapte a la forma del filtro hasta donde sea posible, para asf lograr el
contacto mdximo entre el filtro y la sonda.

4) Se hibrida el filtro a 65 °C de 18 a 24 horas en bafio de Maria con
agitacion.

5) Se preparan cerca de 500 ml de solucién de lavado (SSC 1x, SDS al
0,1%), y se precalientan a 65 °C. Se retira el filtro de la bolsa de pldstico
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¥ se eoloca en un recipiente de vidrio. Se agregan 100 ml de solucién de
lavado al recipiente de vidrio ¥ se enjuaga brevemente el filtro. Se de-
canta la solucién de lavado ya utilizada.

6) Se agregan 200 ml de solucién de lavado al recipiente de vidrio y se colo-
ca el filtro en el bafio de Marfa con agitacién a 65 °C durante 15 minu-
tos. Se retira la solucién de lavado. Se agrega la solucién de lavado res-
tante y se incuba otra vez a 65 °C durante 15 minutos. El filtro se seca
al aire y se conserva para el revelado posterior o se procede directa-
mente a revelarlo.

Deteccion de sondas marcadas con digoxigenina

1) Se enjuaga el filtro con 40 ml de amortiguador A en una caja de Petri
sobre un agitador de plataforma durante 1 minuto.

2) Se retira el filtro del amortiguador A, dejando que el exceso de solucién
escurra durante algunos segundos. Se coloca el filtro en otra caja de Pe-
tri que contenga 40 ml del amortiguador A con 5% de leche desecremada
en polvo (solucién de bloqueo). Se incuba con agitacién suave durante
una hora,

3) Se decanta la solucién de bloqueo y en su lugar se agrega conjugado de
antidigoxigenina/fosfatasa alcalina en dilucién de 1:5.000 en 10 ml de
amortiguador A que contenga 5% de leche descremada en polvo. Se in-
cuba durante 30 minutos con agitacién suave,

4) Se transfiere el filtro a una caja de Petri que contenga 40 ml de amor-
tiguador A. Se incuba durante 15 minutos con agitacion suave. Se repite
una vez el paso de lavado.

5) Se enjuaga el filtro en una caja de Petri que contenga 40 ml de amortigna-
dor C en una bandeja de agitacién durante 2 minutos.

6) Se retira el filtro del amortiguador C, dejando que el exceso de solucién
escurra durante algunos segundos. Se coloca el filtro en una caja de Pe-
tri que contenga 10 ml de amortiguador C con 45 pl de NBT (75 mg/ml)
y 35 ul de BCIP (175 pg/ml). Se cierra la caja con cinta selladora Para-
film, se coloca en un lugar oscuro y se revisa periédicamente. Los resul-
tados se pueden observar en algunas horas, pero puede requerirse la
exposicion de un dia para otro para el revelado completo.

Interpretaciéon de los resultados

Los aislamientos positivos para ctxA aparecerdn como manchas o
parches de un color entre morado oscuro y café sobre los filtros de nailon
(Figura VII-7). Los aislamientos y los testigos negativos pueden aparecer
como parches débilmente tefiidos.
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VIil. Detecciéon de anticuerpos contra Vibrio cholerae O1
y contra la toxina del célera en los pacientes

El aislamiento de V. cholerae O1 a partir de heces de un paciente eon
infeccién es la prueba definitiva de infeccién con el microorganismo. Sin
embargo, en algunas circunstancias no es posible el aislamiento del agente
causal, como sucede cuande no se obtiene una muestra de heces mientras
¢l paciente estd sintomatico o la muestra se recoge después de que la per-
sona ha dejado de excretar el microorganismo, ya sea por tratamiento anti-
biético 0 porque ha transcurrido el tiempo. Del mismo modo, el aislamiento
puede no ser posible si la muestra se maneja inadecuadamente y los vibrio-
nes mueren, o si no hay apoyo de laboratorio para efectuar estudios bacterio-
légicos. En estas situaciones, la presencia de anticuerpos séricos o €l cam-
bio en ellos puede, a menudo, determinar si una persona ha sido infectada
con V. cholerae O1.

Debido a que la mayor parte de las infecciones por V. cholerae Ol son
asintomaticas o sintomiticas leves a moderadas, una encuesta de enferme-
dad clinica no es una buena forma para determinar qué proporeién de una
poblacién se ha infectado recientemente con dicho bacilo. Los anticuerpos
séricos pueden brindar la respuesta. Las pruebas de anticuerpos pueden
ser particularmente valiosas para 1) identificar personas que no han tenido
infeceién reciente por V. cholerae 01, a fin de usarlas como testigos en los
estudios de casos y testigos; 2) determinar, en las zonas sin célera confir-
mado, si los casos presuntivos de célera, sin cultivos, fueron de hecho infec-
ciones con V. cholerae O1; 8) determinar la proporcién de personas que han
tenido infecciones por V. cholerae O1 en las zonas recién afectadas, y
4) utilizar las muestras de suero almacenadas para determinar si el edlera
ha pasado inadvertido en una zona, en afios anteriores.

Las dos pruebas realizadas con mayor frecuencia para la deteccién de
anticuerpos en infecciones por V. cholerae O1 son las de anticuerpos vibrio-
cidas (dirigidos contra los antigenos somdticos O de V. cholerae) y las de
anticuerpos antitoxina {dirigidos contra la toxina del célera). En el Cuadro
VIII-1 se presenta un resumen de estos métodos.

A. La prueba vibriocida

La prueba vibriocida es un método confiable y bien documentado para
determinar la presencia de anticuerpos bactericidas dirigidos contra los an-
tigenos O de V. cholerae 01, En la prueba, las diluciones del suerc del pa-
ciente se mezclan con un indeulo estandarizado de V. cholerae 01 (se deben
utilizar cepas de Vibrio cholerae Ogawa e Inaba) y complemento de cobayo
en exceso. Durante el periodo de incubacién inicial, las bacterias mueren si
hay anticuerpos vibriocidas. Se agrega medio de cultivo y después de un
segundo periodo de incubacién para detectar la supervivencia de bacterias
se hace la lectura. Si aparece turbidez en el medio de cultivo, ello indica la
ausencia de anticuerpos vibriocidas o por lo menos una cantidad de anti-
cuerpos por debajo del umbral de deteceién con este método.
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Cuadro VIII-1. Prueba vibriocida y ELISA anti-TC

Caracteristica de la prueba

Prueba vibriocida

ELISA anti-TC

Reactivos especificos necesarios

Testigos necesarios

Tipo de prueba

Anticuerpo determinado
Respuesta maxima de anticuerpos

Duracién de los anticuerpos, medi-

dos por la propia prueba
Ventajas

Inconvenientes

Complemento de cobayo y cultivos de
V. cholerae serotipos Inaba y
Ogawa

Antisueros humanos positivo y
negativo

Muerte in vitro de V. cholerae en pre-
sencia de complemento

Anticuerpos antibacteriancs

Diez dias después del comienzo de ia
enfarmedad

Comienzan a disminuir al cabo de 1
mes, desaparecen en 12 meses

Sensible, sclo se necesita un reactivo
comercial, no hace falta equipo
costoso

Los anticuerpos vibriocidas se ven
afectados por las vacunas anticoléri-
cas corrientes; la estandarizacion
del indculo es crucial para la exacti-
tud de la prueba

Toxina o toxoide del célera, anti-
cuerpo conjugado con enzima di-
rigido contra IgG humana, subs-
trato enzimatico

Antisuercs humancs positivo y
negativo

Unidn de anticuerpo y antigeno so-
bre un soporte de fase sélida,
detectada mediante anticuerpo
antiglobulinico conjugado con
enzima

Anticuerpos contra TC

Entre 21 y 28 dias después del
comienzo

Pueden persistir hasta por 2 anos

La produccion de anticuerpos con-
tra la TC no es estimulada por la
vacuna anticolérica parenteral a
base de células muertas

No es tan sensible como la prueba
vibriocida; requiere varios reacti-
vos comerciales; los anticuerpos
contra la toxina termolabil de E.
colf pueden afectar la exactitud o
especificidad de la prueba
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Deteccion de anticuerpos contra
Vibrio cholerae 01 y contra lo toxina del célera en los pacientes

La prueba vibriocida puede fallar por varios elementos eruciales de la tée-
nica. Kl control de calidad cuidadoso y el apego estricto al protocolo son esen-
ciales para obtener resultados reproducibles. Con frecuencia se presentan
problemas con la prueba vibriocida en relacién con los siguientes aspectos:

1) procedencia, almacenamiento o dilucién del complemento
2) carencia de cepas estandar de V. cholerae 01
3) preparacion de la suspensién del ant{genc

4) alteracion de los pasos de la incubacién durante la realizacién de la
prueba.

1. Preparacién y control de calidad de los reactivos para la prueba
vibriocida

Complemento

El complemento liofilizado de cobayo se expende en el comereio. Si los
laboratorios consideran que ello no es préctico o no es posible, pueden pre-
parar su propio complemento liofilizado ¢ congelado a partir de fuentes ani-
males locales.

Preparacion del complemento mezclado fresco

Se obtienen por puncién cardiaca 10 ml de sangre de cada cobayo sano.
Se deja que la sangre coagule (1 hora a temperatura ambiente), se centri-
fuga y rdpidamente se separa el suero de cada animal en un tubo rotulado
para cada muestra. En este momento, los sueros se pueden congelar por
separado para usarlos en pruebas posteriores antes de mezclarlos, o se
mantienen continuamente en bafio de hielo en tanto se termina la prueba
en 24 horas. (Véase a continuacién la seccién “Prueba de los sueros indivi-
duales de cobayo para detectar actividad vibriocida intrinseca”.)

Prueba de los sueros individuales de cobayo para detectar
actividad vibriocida intrinseca

El suero freseo mezelado de varios cobayos se puede usar como fuente
de complemento en la prueba de anticuerpos vibriocidas; este no debe po-
seer actividad vibriocida intrinseca que altere la prueba por matar a los ba-
cilos del colera. Algunos cobayos (tal vez unc de cada 20) de ciertas colo-
nias de animales tienen concentraciones bajas de anticuerpos que
reaccionan contra V. cholerae, quizd debido a que han sido colonizados o in-
fectados con una especie bacteriana cuyos antigenos dan reaccién cruzada
con los de dicho bacilo. El complemento comereial de cobayo generalmente
representa la mezcla del suero de muchos cobayos, de tal manera que los
anticuerpos presentes posiblemente se diluirdn en el fondo comin en grado
suficiente para no alterar la prueba, a menos que la prevalencia de anti-
cuerpos contra V. cholerae que aparecen de manera natural sea alta en la
colonia original de cobayos utilizados.
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Se examina el suero para detectar actividad vibriocida intrinseca depen-
diente del complemento; para tal efecto, se compara la fuerza letal del
suero sin calentar con la del mismo suero calentado a 56 °C durante 30
minutos para destruir la actividad del complemento. Los anticuerpos contra
V. cholerae que aparecen de manera natural no matardn al microorganismo
gl se ha inactivado el complemento,

El siguiente procedimiento, previo a la prueba, puede ser 1til para eli-
minar el suero inadecuado cuando se prepara complemento de cobayo
mezclado:

1) Se toma 0,1 ml de cada suero de cobayo y se diluye 1:5 agregandolo a
0,4 ml de solucién salina en un pequefio tubo de ensayo rotulado. Se
mezela bien y se pipetean ¢,25 ml en otre tubo rotulado (que diga “calenta-
do”). Se mantiene el tubo original en bafio de hielo mientras que el se-
gundo tubo se calienta en bafio de Maria a 56 °C durante 30 minutos.

2) Por cada muestra de suero que se va a someter a la prueba, se vierten
15 ul de suero diluido sin calentar en un pezo de microplaca y 15 pl de
la muestra calentada del mismo suerc en un pozo adyacente.

3) Se agregan 15 pl de una suspension de V. cholerae (estandarizada y di-
luida 1:10), como se especifica mds adelante en la seccién “Preparacion y
estandarizacién de la suspensién de antigeno.”

4) Se agregan 30 ul de solucidn salina estéril a cada pozo y se incuba a
37 °C durante 1 hora.

5) Se agregan 150 pl de caldo tibio de infusién de corazén a cada pozo y se
incuba durante 1 hora y 45 minutos.

6) Por cada suero sometido a la prueba, se compara la turbidez en los
pozos adyacentes que contienen muestras calentadas y no calentadas.

7) Se identifica v se descarta cualquier suero de cobayo que muestre
significativamente mayor turbidez en el pozo de suero “calentado” que
en el de suero “no calentado”. Dichos sueros no se utilizaran en la
prueba vibriocida, pero se pueden utilizar para otras reacciones depen-
dientes del complemento.

8) Después de eliminar los sueros individuales que muestren actividad
vibriocida intrinseca, se mezelan bien los sueros restantes y se congelan.

Nota: Si se desea, la prueba se puede realizar también en tubos de
ensayo de 13 X 100 mm o 12 X 75 mm, ajustando las cantidades del inécu-
lo, de solucién salina y de caldo. Esto podria ahorrar una microplaca si se
examina tan solo un nimero pequeiio de sueros de cobayo.

Titulacion del complemento

A diferencia de la prueba de fijacién del complemento, no es necesario
titular el complemento para la prueba vibriocida debide a que se utiliza un
exceso de complemento.
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Almacenamiento del complemento

El complemento se debe distribuir y congelar en alicuotas adecuadas en
viales tapados herméticamente. Un mililitro de complemento de cobayo
proveeri complemento suficiente para cuatro microplacas. El complemento
comercial, después de rehidratarlo, también se debe dividir en alicuotas y
congelarse de inmediato. [Precaucién: No se utilice el diluyente eomercial
provisto con el complemento para rehidratarlo, puesto que puede contener
algin agente conservador.] El complemento se puede almaeenar a -70 °C
por lo menos 1 afio y a —20 °C por lo menos 3 meses. Cuando se descon-
gela, el complemento debe usarse o desecharse y no se volvera a congelar.

Cepas patrén

Las cepas patrén usadas como testigo en los Centros para el Control y
la Prevencién de Enfermedades son la VC 12 (V. cholerae 01 Ogawa) y la
VC 13 (V. cholerae O1 Inaba). Es posible utilizar otras cepas Inaba y
Ogawa bien caracterizadas, pero el uso de VC 12 y VC 13 permitira estan-
darizar los resultados de muchos laboratorios.

Las cepas estdndar se almacenardn congeladas, de preferencia a —70 °C,
¥ se sembrarin mediante estriacién en agar de infusién de corazén (HIA)
u otro medio no selectivo para preparar tantos tubos con medio inclinado
como se necesiten. Dichos tubos se almacenaran por no mds de 2 semanas
para tener la seguridad de que las cepas permanecen lisas y viables para
la prueba.

Preparacion y estandarizacison de la suspension de antigeno

Es necesario preparar dos suspensiones de antigeno: una de VC 12 y
otra de VC 13. Se suspenden colonias recién aisladas de cada cepaen 2 a 3
ml de solucién salina al 0,85% y se ajusta cuidadosamente la turbidez a una
densidad de aproximadamente 1,5 X 10° UFC/ml (unidades formadoras de
colonias por mililitro). Este es el paso decisivo de la prueba vibriocida; una
suspension de antigeno que esté demasiado turbia o demasiado diluida
puede alterar los titulos obtenidos.

Método de McFarland

Antes de utilizar este método, deben prepararse un patrén 4 de Me-
Farland (en el Capftulo XI, “Preparacién de medios de cultivo y reactivos”,
puede consultarse la férmula correspondiente) y suspensiones del antigeno
de prueba {para VC 12 y VC 13), las cuales se ajustardn a la misma turbi-
dez del patrén 4 de McFarland. Se deben hacer recuentos de placa para
asegurarse de que la turbidez del McFarland 4 sea la correcta y tenga una
densidad de 1,5 x 10° UFC/ml,

Se agita el patrén de turbidez McFarland 4 en un vértex inmediata-
mente antes de su uso. Se compara visualmente el patrén con la suspensién
de antfgeno preparada como se describi6 antes y se diluye esta, si es nece-
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sario, con solucién salina estéril. (Para un ajuste adecuado de la turbidez se
utiliza un fondo blanco y una linea negra contrastante, ademds de ilumina-
cién suficiente.)

Método del espectrofolémetro

Antes de utilizar este método, se debe establecer la densidad éptica
(DO) correspondiente a 1,5 x 10° UFC/ml. Para ello, se realizan recuentos
de placa y se grafican contra la DO (longitud de onda de 550 nm) a fin de
obtener una curva patrén. Con una cubeta de 1 em y un haz de luz de
1 em, la densidad Gptica a esta concentracion serd de 0,9 a 0,95. Una vez
que se conoce la densidad optiea, la curva patrén no necesita trazarse de
nuevo mientras se utilice el mismo espectrofotémetro, los mismos recipien-
tes y el mismo diluyente. Después de preparar las suspensiones a partir de
los tubos con medio inclinado (deseritas arriba), se mide la densidad 6ptica
a 550 nm de cada suspensién y se ajusta con solucién salina estéril hasta
lograr la densidad éptica adecuada.

2. Procedimiento de la prueba vibriocida

Si se desea, la prueba vibriocida también puede realizarse en tubos
ajustando las cantidades de indculo, solueién salina y caldo.

Inoculacion de las cepas de prueba

1) La tarde anterior a la prueba, cepas VC 12 y VC 13 (u otras cepas
testigo Ogawa e Inaba bien caracterizadas) procedentes de cultivos de
reserva se siembran mediante estriacidn en placas de HIA (u otro me-
dio no selectivo) y se incuban a una temperatura de 35 °C a 37 °C duran-
te 16 a 18 horas. Cuatro tubos de agar con medio inclinado no inocula-
dos se colocan en una incubadora a una temperatura de 35 °C a 37 °C
para preealentarlos. Los tubos precalentados se inoculan con cultivos
de VC 12 y VC 13 (2 tubos por cepa) de un dia para otro. El indeulo se
dispersa de manera abundante y uniforme sobre la superficie de los tu-
bos. Se incuban a una temperatura de 35 °C a 37 °C durante 4 horas.

Preparacion de las diluciones de suero

2) Siempre se procesa un suero positivo de titulo conocide y un suero ne-
gativo con la tanda diaria de estas pruebas. Se utiliza solucién salina
estéril como diluyente. Se prepara una dilucion inicial de 1:5 para cada
prueba y suero testigo colocande 25 pl de suerc en el primer pozo en
la hilera de una microplaca de fondo en U con 96 pozos y se agregan
100 pl de solucién salina.

3) Se colocan 25 pl de solucién salina en cada pozo de las hileras
restantes.

4) Se transfieren 25 ul del primer pozo (suero 1:5) al segundo pozo (pri-
mer pozo de prueba). Se hacen diluciones dobles seriadas de 25 pl
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hasta el pozo nimero 12 utilizando pipetas miiltiples con salida tinieca.
La primera dilucién de prueba {pozo nimeroc 2) serd de 1:10 (1:20 des-
pués de agregar el antigeno).

Estandarizacion de la suspension de antigeno

5) Después de que los tubos con medio inclinado se han incubado durante
4 horas, se suspenden las colonias de los tubos inoculados con 2 a 3 ml
de solucién salina estéril (0,85%). Se ajusta la turbidez de estas suspen-
siones a una densidad de aproximadamente 1,5 X 10* UFC/ml por uno
de los métodos descritos anteriormente. Las suspensiones ajustadas se
diluyen a 1:10 en solucién salina estéril (dando una densidad de aproxi-
madamente 1,5 X 10° UFC/ml) para proveer los antigenos que se van a
utilizar.

Preparacion de la mezcla de complemento y bacterias

6) Se diluye al 1:6 en agua destilada estéril el complemento recién descon-
gelado. [Precaucién: Si se utiliza eomplemento comercial, no se utilice
el diluyente que trae, puesto que puede contener algin agente
conservador.]

7) Se mezclan cantidades iguales del complemento diluido 1:5 y de la sus-
pensién de antigeno bacteriano estandarizada diluida 1:10 (véase la sec-
cion precedente, “Estandarizacién de la suspensién de antigeno”). La
mezcla se mantendra en hielo y se utilizard en un plazo de 30 minutos.
Se requieren cerca de 2,5 ml de mezela de bacterias y complemento
para cada placa. La concentracion bacteriana final en la mezela serd
aproximadamente de 7,5 X 107 bacterias/ml.

Adicion de la mezcla de complemento y bacterias

8) Se agregan 25 pl de la mezcla de complemento y bacterias a las dilu-
cicnes de suero preparadas antes en la microplaca. La mezcla se agre-
gard a todas las diluciones de suero, excepto a las de la primera colum-
na, las cuales se utilizan para detectar contaminacién bacteriana del
suero.

9) Se mezcla por agitacién y se sellan las microplacas con selladores
especiales.

10) Se coloca las placas en bafio de Maria a una temperatura de 35 °C a
37 °C durante 1 hora. (Si no se dispone de bafio de Maria, se puede
utilizar una incubadora de 35 °C a 37 °C; sin embargo, puede ser nece-
sario prolongar el tiempo de incubacién.) Se precalienta el caldo de in-
fusion de corazén para el siguiente paso.

Adicion del caldo de infusion de corazon

11) Se retiran las placas del bafioc de Maria o de la incubadora y se agre-
gan 150 pl de caldo tibio de infusién de eorazén (pH 7,4) a eada pozo,
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ineluidos los pozos de la columna 1, los cuales se usaran como testigoes
para detectar la contaminacién del suero. (Si el suero estd contami-
nado, la prueba no tiene validez.) Se regresa la placa al bano de Maria
a una temperatura de 35 °C a 37 °C y se incuba por 1 hora y 4
minutos.

12) Se retiran las placas del bafio de Marfa y se lee la prueba. Si el creci-
miento en los pozos de suero testigo negativo es ligero, se reincuba
durante 15 a 20 minutos antes de leer la prueba.

Nota: Se recomienda cefiirse estrictamente a los tiempos de incubacidn,
en especial para el paso en el cual la mezcla del complemento y el antigeno
se agrega a las diluciones de los antisueros.

Lectura de la prueba vibriocida en la placa de microtitulacion

13) Se lee la prueba observando el creeimiento visible o la turbidez en los
pozos después de agregar el caldo e incubar. La inhibicién del creci-
miento, puesta en evidencia por la falta de turbidez, es una reaccién
positiva (Figura VIII-1). El titulo se obtiene determinando la dilucién
del suero que inhibe aproximadamente el 50% del crecimiento de V.
cholerae.

Nota: El titulo del suero testigo positivo no debe diferir mds de una dilu-
¢ion con respecto al tftulo esperado. Si el pozo de la primera columna, el
cual contiene solamente suero y caldo, presenta crecimiento, el suero estd
contaminado. Si toda la microplaca presenta crecimiento, el caldo esta
contaminade.

B. Laprueba ELISA para la antitoxina del célera

La toxina del eélera (TC) es antigénica y se han caracterizado bien sus
propiedades inmunobiol6gicas. Las personas que han sido infectadas por V.
cholerae productor de toxina suelen desarrollar una respuesta de anticuer-
pos intensa contra la toxina. Esta respuesta inmunitaria constituye la base
del examen serol6gico para determinar la situacién de cada individuo con
respecto a los anticuerpos contra la toxina del célera; por tanto, representa
un indicador confiable de infeccién reciente con V. cholerae toxigénico. Es
posible determinar la presencia de anticuerpos contra la toxina del célera
mediante estudios en animales y en cultivos de tejidos, con lo cual se esta-
blece si la actividad de la toxina ha sido neutralizada por el suero del pa-
ciente; sin embargo, en los laboratorios que no pueden efectuar pruebas in
vivo o en cultivos de tejidos se realiza con frecuencia la prueba denominada
ELISA anti-TC. La interpretacién de las pruebas de anticuerpos contra la
toxina del colera se complica por el hecho de que dicha toxina es similar
desde el punto de vista antigénico a la enterotoxina termoldbil producida
por Escherichia coli y ocurren reacciones cruzadas en personas que re-
cientemente han padecido infecciones con E. coli enterotoxigénico produc-
tor de esta toxina.
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lavan otra vez para eliminar todo el material que no se unié, solo perma-
nece el “sandwich” de toxina del célera + anticuerpos del paciente contra
la toxina + IgG antihumana preparada en cabra y marcada con enzima.
Entonces se agrega el sustrato cromégeno y se cuantifica la enzima unida
midiendo la intensidad de la reaccién cromética. Dicha intensidad es pro-
porcional a la cantidad de anticuerpos contra la toxina del célera en el
suero del paciente.

Procedimiento de la prueba ELISA anti-TC

1) Se diluye la toxina del célera (Calbiochem Corp., La Jolla, California) a
razén de 1 pg/ml en amortiguador de carbonato (0,05 M, pH 9,6). Se
colocan 100 pl de la selucién en cada uno de los 60 pozos internos de
una microplaca de 96 pozos con fondo plano o redondo.

2) Be colocan las placas cubiertas en una cdmara hiimeda y se refrigeran
de un dia para otro {(de 15 a 20 horas).

3) Se lava cada placa cuatro veces con solueién salina amortiguada con
fosfato 0,01 M, pH 7,2 mis Tween al 1% (PBS-T). Se deja el ltimo la-
vado en las placas y se guardan estas en una cimara hiimeda a 4 °C
para su uso posterior. Las placas no deben almacenarse por muchos
dias (menos de dos semanos a 4 °C).

4) Se desecha de la placa la solucién del vltimo lavado y se bloquean to-
dos los pozos con 150 pl de PBS-T que contenga 5% de leche descre-
mada en polvo y 10% de suero fetal de bovino (PBS-T-M-FBS en in-
glés). Se incuba a temperatura ambiente por lo menos de 30 minutos a
1 hora. Se desecha el liguido, pero no se lava. En este momento la
placa se ha “bloqueado” para su uso posterior.

5) En tubos estériles pequefios se hacen diluciones de 1:200 en PBS-T-M-
FBS (5 pl de suero en 1 ml de amortiguador) de cada suero que va a
someterse a prueba. Se incluyen en cada tanda sueros testigo, uno positi-
vo y tres negativos.

Si se desea saber solamente si un suero determinado es positivo para
anticuerpos contra la toxina, no es necesario hacer mas diluciones. Se
colocan 100 pl de cada suero diluido 1:200 en los pozos correspondien-
tes de la microplaca sensibilizada (preparada en los pasos 1 al 4).

Si se desea determinar un tftulo de anticuerpos, se diluyen los sueros
en una microplaca separada sin sensibilizar, de la siguiente manera: se
colocan 200 pl de suero diluido 1:200 en la primera columna de los po-
zos internos; se depositan 100 pl de PBS-T-M-FBS en cada pozo res-
tante; se hacen seis diluciones dobles seriadas de 100 ul utilizando una
pipeta miltiple de salida tiniea, Se vierten 100 pl de cada dilucién del
suero en los pozos apropiados de la placa sensibilizada (preparada en
los pasos 1 al 4). Nota: Los sueros testigo negativos no se diluyen.

6) Se incuba a una temperatura de 35 °C a 37 °C durante una hora.
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T) Se desecha el liquido de las placas y se lava cuatro veces con PBS-T
que contenga 1% de suero fetal de bovino (PBS-T-FES).

8) Se diluye el conjugado de inmunoglobulina antihumana marcada con
fosfatasa alealina (1:2.000; Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc.,
Gaithersburg, Maryland) en PBS-T-FBS, y se colocan 100 pl en cada
pozo. [Nota: Puesto que el conjugado puede variar de un lote a otro, la
concentracién que debe utilizarse se determinara mediante titulacién
previa.] Se incuba durante 1 hora a una temperatura de 35 °C a
37 °C. Se desecha el liquido y se lava cuatro veces con PBS-T-FBS.

9) Se prepara la solucién del sustrato de la fosfatasa alcalina (p-nitrofenil-
fosfato [Sigma Chemical Co., St. Louis, Misuri] en amortiguador de
dietanolamina; véanse en el Capitulo X1, “Preparacién de medios de
cultivo ¥ reactivos”, las instrucciones para su preparacién). Se colocan
100 pl de la solucién del sustrato de la enzima en cada pozo y se in-
cuba a temperatura ambiente durante 30 minutos.

10) Se detiene la reaccién agregando 50 pl de NaOH 3M a cada pozo. Se
mezcla bien y se lee la densidad 6ptica a 405 nm en un aparato lector
de ELISA. Se registran los resultados.

Si no se determinan los titulos (se utiliza una sola dilucién de 1:200),
una lectura de densidad 6ptica de 0,30 o mayor se considerari como
lectura significativa o “positiva” (véase a continuacién la seccién C, “In-
terpretacién de los resultados de las pruebas serolégicas™).

Una densidad éptica mayor de 0,1 (o dos veces mayor que la media de
los tres sueros testigo negativos) se considerara positiva para la pre-
sencia de antieuerpos contra la toxina del célera a esa dilucién. El ti-
tulo del suero corresponde al valer reciproco de la iltima dilucién que
haya dade una lectura positiva de densidad dptiea. Un titulo de anti-
cuerpo contra la toxina de 400 se considerara positivo, en tanto que
200 se considerara un valor limite umbral (véase 1a seccién C, a
continuacion),

C. Interpretacion de los resultados de las pruebas seroldgicas

Se deben obtener de cada persona, cuando sea posible, sueros por pares
para determinar anticuerpos vibriocidas; el suero de la fase aguda se ob-
tendr4 lo antes posible (de manera ideal, en un plazo de 0 a 3 dfas después
del inicio de la enfermedad), y el suero de la fase de convalecencia, entre
10 y 21 dias después del inicio. Un aumento en cuatro diluciones o mayor
en el titulo de anticuerpos vibriocidas, a por los menos 320, establece el
diagnéstico de infeccién por V. cholerae O1 i el paciente no ha recibido
recientemente vacuna contra el cdlera. Los titulos menores quizd no sean
reproducibles. Los anticuerpos vibriocidas aparecen en por lo menos 90 a
95% de las personas con infeccién por V. cholerae O1 confirmada mediante
cultivo. Los titulos vibriocidas aumentan rdpidamente tras el inicio de la
enfermedad o de la infeecién. El aumento de los titulos es similar en todas
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las personas infectadas, independientemente de la presenecia de los sinto-
mas o su gravedad. Los titulos en voluntarios humanos, por lo general, al-
canzan su maximo 10 dias después de la ingestién de los mieroorganismos,
comienzan a declinar en un mes, disminuyen marcadamente en 6 a 12
meses y regresan casi al nivel basal al cabo de un afio.

No hay un solo titulo vibriocida que establezca el diagnéstico de célera en
todas las situaciones. En los Estados Unidos, donde los casos de célera son
extremadamente raros, un estudio demostré que los titulos anti-Ogawa
>640 se presentan en solo 0,9% de las personas sanas. En un estudic con
voluntarios, un mes después de la infeccion se observaron los signientes re-
sultados: 79% de las personas tuvieron titulos =1.280; 89%, =640; 92%,
=320; 97%, =160, y 99%, =20. Una persona con un titulo <20 es poco proba-
ble que haya tenido infeecién por V. cholerae O1 durante los 10 a 30 dias
precedentes, mientras que una persona con un titulo =1.280 es probable
que haya sido infectada con el microorganismo y para fines practicos se le
considera “positiva”. Las personas con titulos intermedios pueden haber es-
tado infectadas o no, y el titulo que podria considerarse “positivo” depende
del grado de certeza que se desee tener. Por ejemplo, mientras que los ti-
tulos vibriocidas de 160 y de 320 se consideran por lo general “negativos”,
las personas con estos titulos no se aceptan como testigos “negativos” en
los estudios de casos y testigos sobre el célera. Un titule vibriocida de 640
se considera positivo dudoso por estar en el limite umbral; puede represen-
tar una infeccién pasada con V. cholerae O1 o la presencia de anticuerpos
contra microorganismos capaces de provocar reaccion cruzada (Yersinia en-
terocolitica serotipo 09, Brucella spp., Citrobacter spp. ¥ otros miembros
de la familia Enterobacteriaceae). Los resultados en el limite umbral deben
repetirse y confirmarse porque entre una tanda y otra de pruebas de la
misma muestra es posible encontrar una variacién en el titulo por un tubo
o una dilucién. Una disminucién en el titulo del suero entre la fase aguda y
la de convalecencia también puede indicar infeccién.

La interpretacion de las pruebas de anticuerpos contra la toxina se
complica por el hecho de que la toxina del colera es similar a la enterotoxi-
na termoldbil producida por E. coli. Esta situacién rara vez representa un
problema en pafses como los Estados Unidos, donde son raras las infec-
ciones por E. ecoli enterotoxigénico. Sin embargo, como estas son comunes
en la mayor parte de los paises afectados por el c¢élera, dichas pruebas re-
sultan menos iitiles de lo que podrian ser. Es posible distinguir los anti-
cuerpos si se someten a prueba contra la toxina del célera y la enterotoxi-
na termoldbil; pero los procedimientos correspondientes escapan a los
propésitos de este manual y deben consultarse en otras fuentes.

Los anticuerpos contra la toxina se han detectado mediante ELISA
anti-TC en 88% de los voluntarios que excretan V. cholerae O1. Los
anticuerpos pueden permanecer elevados durante més de dos afos. Los an-
ticuerpos de IgG contra la toxina alcanzan su valor médximo en un plazo
de 21 a 28 dias después del inicio de la enfermedad. La muestra de suero
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de la fase aguda para la prueba de dichos anticuerpos debe obtenerse tan
pronto como sea pogible (de manera ideal, dentro de un margen de 0 a 3
dias después del inicio de la enfermedad), y el de la fase de convalecencia,
lo mds cerca posible del periodo de 21 a 28 dias después del inicio. Un in-
cremento neto de la densidad éptica de 0,2 o mayor entre los sueros de la
fase aguda y la de eonvalecencia (a una dilucién de 1:200) o un aumento
total en cuatro diluciones representa una respuesta significativa de anti-
cuerpos contra la toxina. Una muestra Gniea es menos 1itil, pero una densi-
dad éptiea neta =0,30 (a una dilucitn unica de 1:200) se ha utilizado para
indicar una muestra positiva. También se puede considerar positive un ti-
tule sérico de 400, Un titulo sérico de 200 es positivo dudoso por estar en
el limite umbral.

Para determinar si una persona ha tenido una infeccién reciente por V.
cholerge 01, el estudio de una sola muestra de suero mediante las pruebas
vibriocida y de anticuerpos contra la toxina puede ofrecer un diagnéstico
més seguro que el que se logra con una sola de ellas. En una persona no
infectada, es remota la posibilidad de que por azar ocurra un aumento en el
titulo de anticuerpos contra dos antigenos independientes de V. cholerae.
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IX. Subtipificacion molecular de Vibrio cholerae O1

Las técnicas de biologfa molecular se han aplicado en la microbiologia
diagndstica y en la salud piblica. Estas téenicas por lo general son mds
ripidas y especificas que las técnicas tradicionales, y con frecuencia facili-
tan la diferenciacién entre las cepas. Asimismo, han sido decisivas en la
subtipificacion de los aislamientos de V. cholerae y resultan de méaxima utili-
dad en los laboratorios de referencia en donde se cuenta con equipo y reac-
tivos especializados. Estas técnicas tienen la clara ventaja de ser genéricas,
es decir, son aplicables a una amplia gama de bacterias patégenas. Aunque
la mayor parte de los métodos requieren medidas cualitativas e interpreta-
cién de los datos, esto podria cambiar con el uso creciente del equipo de
obtencién de imdgenes biol6gicas y andlisis computadorizado de datos. En
virtud de que las pruebas genotipicas han cobrado mayor importancia den-
tro de la microbiologia clinica, actualmente se intenta estandarizar los
métodos.

El aislamiento y la identificacién comunes de V. cholerae O1 son relati-
vamente sencillos, Sin embargo, las técnicas genotipicas son ttiles para
caracterizar cepas singulares, puesto que las caracteristicas fenotipicas por
sf solas no bastan para diferenciar las cepas de V. cholerae Ol. Dado que
las cepas procedentes de la epidemia de América Latina no se pudieron
subtipificar mediante las caracteristicas fenotfpicas, se definieron por andli-
sis enzimdticos de loci miiltiples, electroforesis en gel de campo pulsado, ri-
botipificacién y otros métodos de subtipificacion molecular. Ademds, se han
estudiado las relaciones de los aislamientos de América Latina en compara-
cién con los provenientes de la costa del Golfo de México correspondiente a
los Estados Unidos y de otras partes del mundo.

A. Perfiles de plasmidos

Los plasmidos son elementos de DNA extracromosdmicos que median
diversos rasgos fenotipicos y pueden mediar la conjugacién entre células
bacterianas, Algunos pldsmidos son autotransmisibles y pueden estimular
la transferencia de otros pldsmidos. Estas propiedades genéticas a menudo
dan por resultado cepas que poseen un conjunto complejo de plismidos; es
factible determinar el niimero y tamaiio de estos mediante el aislamiento
del DNA del pldsmido y la electroforesis en geles de agarosa. Este perfil
del pldsmido puede ser exclusive de determinadas cepas bacterianas y ha
sido 4til en la identificacién de las cepas epidémicas en los brotes de enfer-
medad diarreica.

Los perfiles de pldsmidos son particularmente ttiles en la caracteriza-
cién de los aislamientos de V. cholerae del biotipo clasico, que por lo gene-
ral tiene plasmidos de 21 y 3 megadaltones de peso molecular. Sin em-
bargo, las cepas de V. cholerae O1 del biotipo El Tor rara vez presentan
pldsmidos que no se asocian con resistencia adquirida a los antibi6ticos.
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B. Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccién

El polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP
en inglés) representan diferencias en el tamafio del fragmento o de los
fragmentos de restriccion del DNA especifico entre las diferentes cepas.
Una enzima de restriceién que reconoce las secuencias blanco especificas
{por lo general de 4 a 8 pares de bases) en la molécula de DNA corta o
digiere el DNA genémico total en fragmentos mds pequefios. Dichos frag-
mentos se separan entonces por electroforesis en gel de agarosa. Debido al
tamafio y la complejidad del genoma bacteriano, suelen generarse cientos
de fragmentos de restriccion diferentes, lo cual dificulta la identificacién de
los RFLP. Para generar fragmentos de restriccién mds manejables, los
fragmentos de DNA separados se transfieren a una membrana y se estu-
dian los genes especificos de interés. La sonda de DNA ¢ RNA marcada
hibrida solamente con los fragmentos de restriceion que contienen las se-
cuencias de DNA complementarias. [Nota: Actualmente se expenden en el
comercio varios sistemas de marcacién y deteccidn.] El conjunto de bandas
de la sonda que identifica la localizacién de los genes especificos es también
mucho més sencillo, pues consta generalmente de 1 a 14 bandas.

Se ha utilizadoe una variedad de sondas para la tipificacién molecular de
V. cholerae O1. Los genes que codifican el RNA ribosémico (RNAr) se en-
cuentran en copias multiples en el genoma de V. cholerae; asi, se obtienen
conjuntos de bandas moderadamente complejos euando se utiliza RNAr
como sonda. A menudo se logra un alte grado de discriminacién de las cepas
con esta técnica, denominada en ocasiones “ribotipificacion” (Figura IX-1).
De manera similar, debido a que los genes de la toxina del célera pueden
estar presentes en una o en muchas copias, los RFLP basados en la localiza-
cién de dichos genes suelen ser ttiles para diferenciar las cepas. Los bacteriéfa-
gos VcAl y VeAS en ocasiones se encuentran en el cromosoma de los aisla-
mientos de V. ckolerae; se han utilizado sondas para estos profagos con el
fin de identificar las cepas.

Se ha elaborado recientemente la llamada electroforesis en gel de
campo pulsado, que separa fragmentos de DNA de peso molecular muy
alto. Esta téenica, en combinacién con las enzimas de restriccién que cortan
el DNA, de vez en cuando permite identificar un mimero relativamente pe-
quefio de fragmentos de restriccidn del DNA. Estos RFLP se pueden visuali-
zar y analizar sin necesidad de hibridacién ni de sondas especificas.

C. Analisis de enzimas de loci miiltiples

Las enzimas que participan en los procesos metabdélicos corrientes de
una célula bacteriana frecuentemente aparecen en formas alélicas multi-
ples, denominadas isoenzimas. Las diferentes formas alélicas se pueden
identificar como una diferencia en la movilidad de la enzima en una matriz
de gel. Un extracto sin refinar que contenga las enzimas celulares se so-
mete a electroforesis a través de un gel de almidén y se determina la localiza-
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X. Antisueros para la tipificacion seroldgica de
Vibrio cholerae O1

A. Consideraciones generales

La tipificacién seroligica de los aislamientos de la especie Vibrio chole-
rae se basa en la deteccidn de los antigenos somidticos O, termoestables y
de naturaleza lipopolisacirida, mediante pruebas de aglutinacién en limina
(o tubo). Basandose en los antigenos O se han identificado mds de 130 sero-
grupos en esta especie, pero solamente los mieroorganismos que poseen los
antigenos O del grupo 1 (cepas “01”) y producen toxina del célera se han
relacionado con célera epidémico. Los antfgenos flagelares (o “H”) se com-
parten ampliamente entre los serogrupos O y no han resultado itiles para
serotipificar V. cholerae.

Se sabe que las cepas de V. cholerae Ol contienen tres componentes an-
tigénicos discernibles, los cuales se denominan por las letras A, By C. El
A es el antigeno especifico O1 cormin. Los aislamientos que carecen del an-
tigeno A pertenecen a serogrupos diferentes de Ol. En el serogrupo O1
hay dos serotipos: Ogawa (que contiene antigenos AB) e Inaba (que contie-
ne antigenos AC), Se ha deserito un tercer serotipo, denominado Hikojima,
del cual se dice que posee antigenos ABC. Sin embargo, este tipo es muy
raro y generalmente inestable; su identificacién se atribuye, con frecuencia,
a reacciones en que los antisueros de prueba se absorbieron de manera
inadecuada.

Desde los puntos de vista inmunoguimico y genético, las diferencias en-
tre los serotipos Ogawa e Inaba son muy pequefias y dependen de cambios
menores en los residuos de aziicares que constituyen los determinantes an-
tigénicos propiamente dichos del complejo del antigeno lipopolisacarido. De
hecho, se sabe que se presentan cambios antigénicos del serotipo Ogawa
mediante los cuales se convierte en Inaba y viceversa. No es raro cbservar
un brote que se inicia con un serotipo, pero a medida que se propaga se
encuentran aislamientos del otro serotipo. Al principio del brote, en Améri-
ca Latina solamente se aisl6 el serotipo Inaba, pero las cepas del serotipo
Ogawa aparecieron a medida que se propagaba la epidemia.

Los analisis genéticos de la secuencia del DNA han demostrado que el
gen 7fbT es el responsable del cambio de los serotipos de Ogawa a Inaba y
vieeversa. Las cepas Ogawa tienen un gen rfbT funcional, en tanto que las
cepas Inaba han sufrido una mutacién que da por resultado un gen 7T
afuncional. Las mutaciones de los serotipos Ogawa a Inaba (y viceversa) se
han demostrado en condiciones de laboratorio in vive e in vitro bajo pre-
sidn inmunitaria selectiva, y estas mutaciones presumiblemente se presen-
tan en los pacientes y, en gran escala, en poblaciones enteras. Esto se ha
observado en el brote de América Latina y representa golo un cambio ge-
nético trivial, ne la introduccién de una nueva cepa epidémica.

Aunque la identificacién del serotipo puede tener limitaciones como herra-
mienta epidemiologica debido al cambio antigénico mencionado, no es pro-

123



Antisueros pare la tipificacion serolégica de Vibrio cholerae O1

bable que pronto se abandone la serotipificacién de V. cholerae O1. La de-
teccién de otro serotipo o un eambio en el serotipo predominante puede ser
un reflejo vilido de un acontecimiento epidemiolégico importante. Asimis-
mo, la identificacidn del serotipo eon antisueros monoespecificog (absorhi-
dos) sigue siendo la prueba seroldgica confirmatoria para los aislamientos
de V. cholerae que aglutinan con el antisuero polivalente O1.

B. Preparacién de antisueros

La tipificacion serolégica de los aislamientos de V. cholerae, por lo gene-
ral, se hace mediante pruebas de aglutinacién en ldmina. Para tal efecto, se
prepara un antisuero polivalente O1 en conejos inmunizados con microor-
ganismos muertos por calor, después de lo eual se lleva a cabo la aglutina-
cién en ldmina con sueros absorbidos especificos anti-Ogawa y anti-Inaba.
Ademds de los antisueros de conejo, se consiguen en el comercio reactivos
basados en anticuerpos monoclonales. El antisuero polivalente 01 de titulo
satisfactorio es relativamente fécil de preparar mediante la inmunizacién de
eonejos; por el contrario, los sueros especificos anti-Ogawa (AB) y anti-
Inaba (AC), son mds dificiles de preparar debido a que requieren absorcién
extensa para lograr la especificidad de serotipo y, como resultado, tienen
frecuentemente un tituloe bajo. El suero especifico anti-Ogawa (anti-B) se
prepara por absorcion repetida del suero anti-Ogawa (que contiene anti-
cuerpos anti-A y anti-B) con eélulas Inaba (AC) para eliminar los anticuer-
pos anti-A que presentan reaceién cruzada. A la inversa, el suero especifico
anti-Inaba (anti-C) se prepara mediante absorcién del suero anti-Inaba
(que contine anti-A y anti-C) con células Ogawa (AB), también con la finali-
dad de eliminar los anticuerpos anti-A que dan reaecién eruzada. Aunque
es sencilla en teoria, la preparacion de estos sueros es dificil y frecuente-
mente da por resultado titulos insuficientes. Puede haber gran variacién de
un conejo a otro referente a la cantidad de anticuerpos que sintetizan en
contra de los antigenos B y C especifices de serotipo; en consecuencia,
quizd haya que proceder tentativamente para seleccionar el mejor suero
con miras a preparar estos reactivos absorbidos. Los sueros especificos
anti-Inaba (anti-C}, generalmente son més dificiles de preparar porque la
mayor parte de los antigenos Ogawa que se utilizan para la absorcién con-
tienen un pequefio residuo de epitopes antigénicos anti-C activos, disminu-
yendo asi significativamente el contenido deseado de anticuerpo anti-C del
reactivo absorbido.

Sclamente los laboratorios con gran experiencia en la preparacién de
antisueros absorbidos y con capacidad de efectuar pruebas amplias de con-
trol de calidad deben preparar sueros diagnésticos de célera. Se propor-
cionard a quien lo solicite una descripeion detallada de los procedimientos
que se utilizan para preparar dichos sueros en los Centros para el Control
¥ la Prevenecién de Enfermedades.

Un método mds satisfactorio para la preparacién de estos reactivos in-
cluye la tecnologia de anticuerpos monoclonales. Varios investigadores han
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informado de la produccién eon éxito de anticuerpos monoclonales contra
los antfgenos A, B y C. Los anticuerpos monoclonales no solo ofrecen espe-
cificidad notable sino que, una vez establecidas las lineas celulares produeti-
vas, estas se pueden mantener congeladas pricticamente por siempre en
nitrégeno liquido para satisfacer necesidades de produceién futuras. Se con-
siguen en el comercio reactivos de anticuerpos monoclonales para el estu-
dio de los serogrupos y los serotipos de V. cholerae, pero son costosos. Con
mayor frecuencia se utilizan como reactivos en latex o reactivos de coaglu-
tinacién estafilocéeica.

C. Control de calidad de los antisueros

El control de calidad de los antisueros (serogrupo polivalente [O1] y
serotipo monovalente [Inaba, Ogawal) incluye el examen de las caracteris-
ticas de aglutinacién de los antisueros no diluidos y en diluciones de 1:3, 1:5
y 1:10. Las diluciones de los antisueros se someterdn a prueba con células
de cultivos vives provenientes de varios (por lo menos 5 6 6) aislamientos
de V. cholerae O1 de ambos serotipos. Del mismo modo, se someterd a
prueba un mimero igual de V. cholerae distinto de O1. No debe haber reac-
cién de los antisueros con ningtin microorganismo que no sea O1. Se regis-
tran los resultados de todas las reacciones. Los antisueros polivalentes pue-
den usarse a la dilucién mds alta que dé una reaccién 2+ a 4+ contra las
cepas Inaba y Ogawa, y reacciones negativas con V. cholerae distinto de
01.

1. Se preparan alicuotas del antisuero que se va a someter a prueba en
golucién salina normal (0,85%) estéril. Se harin las siguientes diluciones:
1:3, 1:5 ¥ 1:10.

2. Se coloca una gota (aproximadamente 0,05 ml) de cada dilucién del anti-
suero en una zona marcada sobre una laminilla o placa, Para cada anti-
geno que se utilice se tendran dos testigos, uno con una gota de solucién
salina al 0,85% y el otro con una gota de suero normal (no inmune) es-
téril de conejo (SNC).

3. Se prepara una suspensién muy turbia (McFarland 2 6 3) de V. cholerae
01 en soluci6én salina normal, utilizando eolonias tomadas mediante tée-
nica de asepsia de un cultivo de 18 a 24 horas en agar de infusién de
corazén u otro medio de agar no selectivo. Se usa este antigeno vivo sin
diluir para el siguiente procedimiento de prueba.

4. Se agrega una gota de la suspension del antigeno a cada dilucién del an-
tisuero y a los testigos de solucién salina y de SNC. Se mezcla bien.
Cada mezcla debe formar un drea aproximada de 5 X 20 mm, Se agita
continuamente la limina durante 1 minuto.

5. Se lee la reaccién de aglutinacién sobre una caja con luz o una fuente de
luz indirecta con fondo oscuro. El gradoe de aglutinacién se leerd de la
siguiente manera:
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Titulo Porcentaje de aglutinacién
4+ 100
3+ 75
2+ 50
1+ 25
0 0

Para que la prueba sea vilida, los testigos de SNC y de solucién salina
no deben aglutinar.
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A. Almacenamiento de los medios de cultivo

En los estudios del célera se utilizan diferentes medios, algunos de los
cuales se obtienen en el eomercio como preparaciones deshidratadas. Los
medios preparados comercialmente por lo general tienen fecha de caduci-
dad; sin embargo, es diffcil predecir el tiempo efective que pueden alma-
cenarse los medios preparados y deshidratades. El ambiente del laboratorio
tiene un efecto decisivo incluso sobre el medio més estable, especialmente
si prevalecen situaciones extremas de calor, frio, humedad y sequedad duran-
te periodos prolongados. Por lo general, los medios deshidratados se con-
servan en condiciones satisfactorias por perfodoes mds largos que los medios
preparados. Los medios secos se mantendrin herméticamente cerrados y
almacenados en un lugar fresco y seco, de manera ideal con una tempera-
tura entre 25 °C y 28 °C. Se puede utilizar todo medio deshidratado que no
presente zonas duras, cambio de color ni otros signos de deterioro.

B. Control de calidad

Se examinara cada nuevo lote de medio antes de su uso corriente para
verificar la esterilidad y las caracteristicas de crecimiento adecnadas de las
cepas testigo. Los medios que han rebasado la fecha de caducidad y que
todavia se utilizan también se examinaran periédicamente. La esterilidad
del medio se determinar4 por incubacién durante 18 a 24 horas a una tem-
peratura de 35 °C a 37 °C. Las cepas de referencia con caracteristicas cono-
cidas se inoculardn en los medios y se incubardn durante un lapse adecua-
do. Después de la incubaci6n, el medio se examinard para observar
crecimiento (o ausencia de él, segiin corresponda), caracteristicas de las co-
lonias y earacteristicas diferenciales particulares del medio. Se conservardn
registros escritos de los resultados.

Control de calidad de los medios de agar selectivos

A continuacién se presenta el ejemplo de un procedimiento que se
puede utilizar para evaluar la calidad de un lote grande de medios selecti-
vos en placa. Otros métodos pueden también dar buenos resultados. El
personal de laboratorio establecera un método y lo usara para valorar cada
lote de medio. Cualquier método o modificacién que se utilice debe dar re-
sultados exactos y reproducibles y se usard regularmente con los diferen-
tes lotes de medios. Se llevaran registros por escrito. Los procedimientos
de control de calidad pueden variar de un laboratorio a otro, siempre y
cuando se cumplan estos criterios.

En el Cuadro XI-1 se presenta un ejemplo del informe de la prueba de
control de calidad para el agar TCBS. En cada lote de agar TCBS some-
tido a prueba se sembraron por duplicado diluciones de cultivos en ealdo de
cada microorganismo. También se sembraron en agar de infusién de cora-
z6n, un medio no inhibitorio, para valorar el niimero de unidades forma-
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Cuadro XI-1 Ejemplo de control de calidad del agar TCBS

Agar TCBS Agar TCBS AlC
Marca A Marca B Lote 790278

Microorganismo Dil. tubo 1 2 1 2 1 2
V. cholerae 01 10-5 53 67 67 47 211 198
Inaba, cepa No. 1 10-6 3 2 10 8 A 26

10-7 2 1 0 0 3 4
V. cholerae 01 10-5 424 368 MNPC MNPC MNPC  MNPC
Ogawa, cepa No. 2 10-6 59 53 893 115 85 114

10-7 4 4 7 4 22 22
V. cholerae 01 10-5 a7 30 232 256 MNPC  MNPC
Ogawa, cepa No. 3 10-6 3 7 32 30 74 65

10-7 1 0 1 0 1 8
V. parahaemolyticus 10-5 79 83 1186 104 244 284

10-6 14 16 11 10 38 32

10-7 1 1 1 0 3 4
V. alginoiyticus S. DIL MNPC MNPC MNPC  MNPC

10-1 MNPC MNPC MNPC  MNPC

10-2 MNPC MNPC MNPC MNPC

10-3 60 70 138 124

10-4 10 13 11 17 MNPC  MNPC

10-5 1 0 1 1 89 63

10-6 1 0 0 0 3 6

10-7 0 0 8] 0 1 0
P mirabilis S.DIL MNPC  MNPC 0 0

10-1 40 48 0 0

10-2 1 2 0 o

10-3 0 0 0 0

10-4 0 0 o 0

10-5 0 0 ] 0 MNPC  MNPC

10-6 4] 0 Q0 0 146 136

10-7 0 0 0 0 17 14
A. hydrophila 5. DIL ] 0 0 0

10-1 0 0 0 0

10-2 0 0 0 0

10-3 0 0 0 0

10-4 0 0 0 Q0

10-5 0 0 o o] MNPC  MNPC

10-6 0 0 0 0 79 53

10-7 0 0 0 0 4 4
E. coli S. DIL 0 0 0 0

10-1 0 0 0 0

10-2 0 0 0 0

10-3 0 0 0 0

10-4 0 0 0 0 MNPC  MNPC

10-5 0 0 Q0 0 184 156

10-6 0 0 ] 0 36 41

10-7 0 0 0 0 4 4]

Nota: Dil. tubo = dilucién en ef tubo; AIC = agar de infusion de corazdn; MNPG = muy numerosos para
contarlos; 5. DIL. = sin diluir.
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doras de colonias en ecada dilucién. Se llevan registros de control de calidad
para referencia,

Medios y reactivos
e Agar de infusién de corazén y caldo de infusién de corazén (HIB en
inglés).
[Se pueden sustituir por otros medios no selectivos ni diferenciales,
como el agar de tripticasa de soja o el de base de agar sangre. Si se
somete a prueba un medio selectivo de V. ckolerae, no se utilizardn agar

ni caldo nutritivos ya que no contienen NaCl y este favorece el ereci-
miento del bacilo.]

o Solucién salina estéril (0,85%)
e Un lote nuevo de medio selectivo que se va a someter a prueba
¢ Lote probado del mismo medio

Cepas
o Dos o més aislamientos del agente o agentes causales apropiados.

[Por ejemplo, euando se utiliza agar TCBS, se seleccionan V. chole-
rae y V. parahaemolyticus, los cuales son sacarosa positivo y negativo,
respectivamente. ]

¢ Uno o varios aislamientos de microorganismos competidores previstos.

[Por ejemplo, cuando se utiliza agar TCBS, los competidores podrian
ser Escherichia coli, Proteus, Aeromonas y V. alginolyticus.]

Método

Dia 1

Se obtienen tubos de agar con plano inclinado o placas estériles de HIA
ya sometidas a control de calidad. Si se utilizan placas, es necesario cercio-
rarse de que la superficie del agar esté seca. Los microorganismos sujetos
a prueba se sembraran mediante estriacién en tubos o placas de HIA. Se
incuba de 18 a 24 horas.

Dia 2
Se siembra en el HIB un indculo ligero de cepas cultivadas en HIA del
dia 1. Se incuba de 18 a 24 horas.

Dia 3
1) Se hacen diluciones decimales de 10" a 107 en solucién salina de los cul-
tivos de HIB incubados 18 a 24 horas.

2) Se inocula cada medio en plaea que se va a probar con 0,1 ml de las
diluciones en tubo. Se realiza esto en placas por duplicado. Se esparce el
in6eulo sobre las placas con una varilla de vidrio estéril hasta que se
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haya absorbido completamente en el medio. Se incuban las placas en
condiciones apropiadas para cada medio.

Dia 4
1) Se registra el recuento de colonias en las placas. Se calculan las unida-
des formadoras de colonias.

2} Se mide el didmetro de 3 a 5 colonias por placa, v se calcula el didgmetro
promedio para cada medio de cultivo.

3) Se anotan los resultados y se determina la calidad del medio sometido a
prueba en comparacion con los resultados de los lotes del mismo medio
examinados y aceptados previamente.

C. Férmulas de los medios de cultivo
Medio AX1 para la produccion in vitro de la toxina del célera

NacCl 05 g
NaHCO, 03 g
Extracto de levadura 04 g
Bacto-peptona 15 g
Agua destilada 100,0 ml

Preparacion: Se disuelven los ingredientes, excepto el NaHCO,, en la
mitad del volumen de agua destilada y se mete al autoclave. E1 NaHCO,
(0,6%) se esteriliza por filtracién. En un tubo de ensayo se mezclan
suavemente volimenes iguales (5 ml cada uno) de ambos ingredientes
esterilizados.

Agua peptonada alcalina (APW)
[Nota: Se han publicado diferentes férmulas para este medio.]

Peptona 10,0 g
NaCl 10,0 g
Agua destilada 1.000,0 ml

Preparacion: Se agregan los ingredientes al agna y se ajusta a un pH
de 8,5 con solucién de NaOH 3 N. Se distribuye y se mete al autoclave a
121 °C durante 15 minutos. Se almacena el agua peptonada alealina en
botellas o tubos de ensayo con las tapas cerradas herméticamente para
evitar que disminuya el pH o se evapore la sclucién.

Tubos de glucosa y arginina en agar con plano inclinado
[Nota: Formula del Bacteriological Analytical Manuwal, de la Adminis-
tracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos.]

Peptona 50 g
Extracto de levadura 30g
Triptona 10,0 g
Na(l 200 g
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Glucosa 10g
L-arginina-(clorhidrato) b g
Citrato férrico aménico 05 g
Tiosulfato de sodio 03g
Pirpura de bromocresol 0,03 g
Agar 185 g
Agua destilada 1.000,0 ml

Preparacion: Los ingredientes se suspenden en agua destilada, que se
hierve para disolverlos, y se vacfan cantidades de 5 ml en tubos de 13 X
100 mm. El pH final ser4 de 6,8 a 7,0. Se mete al autoclave durante 10 a 12
minutos a 121 °C. Después de la esterilizacién, se inclinan los tubos para
que al solidificarse se forme el plano inclinado.

Procedimiento: Las colonias individuales se inoculan por picadura del
agar y por estriacion sobre el plano inclinado del agar. Se incuba durante
18 a 24 horas a una temperatura de 35 °C a 37 °C con las tapas o los
tapones poco apretados. Los microorganismos que producen dihidrolasa de
la arginina producen una reaccién alcalina (color morado) en todo el medio.
Los microorganismos sin esta enzima producen, de manera caracteristica,
un plano alealino (morado) y un fondo 4cido (amarillo). Se lee el tubo como
se hace con el agar de hierro de Kligler o el agar de hierro de tres
azlcares, observando las reacciones en el fondo y en la superficie del plano
inclinado, asf como la formacién de gas y de H.S. V. cholerae produce una
reaccién K/A (arginina negativa) en este medio, sin produccién de gas ni
H.S.

Agar sangre

El agar sangre se puede preparar utilizando un medio de base deshi-
dratado, como es la base de agar sangre o agar de tripticasa de soja, a la
cual se le agrega 5% de sangre de carnero desfibrinada y estéril, después
que se ha sacado del autoclave y se ha enfriado a 50 °C. No se debe usar
sangre humana porque esta puede contener agentes antimicrobianos, restos
de otros agentes farmacéuticos, anticuerpos, otros factores inmunitarios o
microorganismos patégenos del torrente sanguineo. Se mezcla bien después
de agregar la sangre y se vierten volimenes de 15 a 20 ml en cajas de
Petri. Se deja secar la superficie de las placas antes de la inoculacién. Se
debe efectuar una prueba de esterilidad.

Caldo de prueba de carbohidratos

Peptona 100 g

NaCl 50g

Agua destilada 1.000,0 ml

Indicador de Andrade (véase mis 10,0 ml
adelante)

Carbohidrato de prueba 100 g
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Preparacion: Se mezclan los ingredientes con calor suave. Se ajusta el
pH a 74 6 7,5. Se vierte la mezela en cantidades de 3 a 5 ml en tubos, Se
esteriliza por medio de autoclave. Se registrard una reaccién positiva
(fermentacién del carbohidrato) euando el indicador vire del 4mbar al rosa.

Indicador de Andrade:

Fuesina dcida 056 g
NaOH, 1 N 16,0 ml
Agua destilada 100,0 ml

Se disuelve la fucsina acida en el agua destilada y se agrega el
hidréxido de sodio. La fuesina debe tomar un color ligeramente anaranjado
al dfa siguiente. Si no es asi, se agrega una pequefia cantidad adicional de
NaOH (hasta 1 ml) para conseguir el cambic de color.

Medio de transporte Cary Blair

Tioglicolato de sodio 15¢g
Na,HPO, 1,1g
NaCl 50 g
Agar 50¢g
Agua destilada 991,0 ml

Preparacion: Se disuelven los ingredientes en el agua y se calientan
en bafio de Maria hirviendo hasta que la solucién esté clara (no se permite
que hierva). Se enfria a 50 °C, se agregan 9 ml de solucién de cloruro de
caleio al 1% recién preparada y se ajusta el pH a 8,4 con NaOH 10 N. Se
colocan cantidades de 5 a 7 ml en tubos de tapén de rosca (aflojado)
estériles de 13 x 100 mm. Se esteriliza con vapor (no en autoclave) a
100 °C en bafio de Maria hirviendo durante 15 minutos. Se aprietan los
tapones después de la esterilizacién. El medio de Cary Blair es bastante
estable si se almacena en un lugar fresco y oscuro y no se permite que se
seque. Este medio se puede utilizar mientras no presente pérdida de
volumen, contaminacién ni cambio de color.

[Nota: En el eomercio se expende el medio deshidratade de Cary Blair.]

Medio de Craig para la produccion de la toxina del célera

Casaminodeidos 30,0 ¢
Extracto de levadura 40 ¢g
K HPO, 05 g
Agua destilada 1.000,0 ml

Preparacion: Se disuelven los casaminodcidos, el extracto de levadura
y el K,HPO, en agua destilada. El pH final debe ajustarse a 7,0 con NaOH
3 M. Después de la esterilizacién del medio en el autoclave, se agrega la
glucosa esterilizada por filtracién (10 mllitro de una solucién al 20%) para
lograr una concentracién de glucosa final de 0,2%. Se vierten cantidades de
5 ml en tubos de tapén de rosea estériles de 16 X 125 mm o de 10 ml en
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frascos estériles de tapén de rosca de 50 ml Se refrigera hasta que se
vaya a utilizar.

Caldo de descarboxilasa/dihidrolasa (férmula de Mdeller)

NaCl 100 g
Peptona 50 g
Extracto de carne 50 g
Pirpura de bromocresol 0,10 g
Rojo de cresol 0,005 g
Gluecosa 05 ¢
Piridoxal 0,005 g
Agua destilada 1.000,0 ml

Preparacion: Se mezclan los ingredientes con calor suave hasta que se
disuelvan. Se ajusta el pH a 6,0. Se ponen alicuotas en cuatro matraces. Se
agrega a un matraz el monoclorhidrato de L-arginina al 1%; a otro
diclorhidrato de L-lisina, ¥ a un tercero, diclorhidrato de L-ornitina (si no
se tienen al alcance los aminodcidos puros de la forma L, se pueden utilizar
aminodcidos DL al 2%). Se reserva un matraz para usarlo como testigo sin
agregar aminodcidos. Se reajusta el pH en el matraz con la ornitina a pH
6,0. Se vierten cantidades de 3 a 4 ml en tubos de tapén de rosca y se
mete al autoclave durante 10 minutos a 121 °C.

Procedimiento: Se inoculan los tubos de prueba y testigo con un
indeulo ligero proveniente de un cultivo de 18 a 24 horas. Se cubre el
inéculo con 4 a 5 mm de aceite mineral estéril. Se inecuban los tubos a una
temperatura de 35 °C a 37 °C y se leen en un lapso de 24 3 48 horas, o
hasta 7 dias si el resultado es negativo. Las reacciones positivas se
manifiestan por una reaceién alealina (morado) (pH de 6,2 0 mds)
acompafiada de una reaccién deida (amarillo) en el tubo testigo. Es normal
que el medio primero se torne amarillo debido a la fermentacién de la
glucosa. Sin embargo, si dicho color persiste, la reaccién es negativa.

Agar gelatina (0% y 1% de NaCl)

Peptona 40¢g
Extracto de levadura 1,0 ¢
NaCl 06100g
Gelatina 150¢g
Agar 150 g
Agua destilada 1.000,0 ml

Preparacidon: Para la gelatina sin sal no se agrega NaCl; de lo
contrario, se agregan 10 gramos de NaCl por litro. Los ingredientes se
disuelven con calor y se lleva la mezcla hasta ebullicién con agitacién
constante. Se ajusta el pH entre 7,2 y 74. Se mete al autoclave a 121 °C
durante 15 minutos. Se enfria a 50 °C. Se reparte en cajas de Petri y se
deja solidificar.
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Control de calidad: El agar gelatina preparado con 0% y 1% de NaCl
se recomienda como medio de seleccién para diferenciar V. cholerae de los
microorganismos haldfilos (véase el Capitulo V, “Exdmenes de alimentos y
muestras”). Cuando se recurre al agar gelatina para este propésito, debe
elegirse cuidadosamente la peptona utilizada en el medio. Las diferentes
peptonas contienen cantidades variables de NaCl que pueden afectar el
crecimiento de log microorganismos sensibles a la concentracién de esta sal.
Cada fuente de peptona se someterd a control de calidad utilizando una
cepa patrén de V. cholerae y un microorganismo haléfilo.

Agar con extracto de carne (MEA en inglés; también denominado
agar nutritivo alcalino)

Peptona 10,0 g
Na(Cl 100 g
Extracto de carne (concentrado) 30¢g
Agar 20,0 g
Agua destilada 1.000,0 ml

Preparacion: Se agregan los ingredientes al agua y se calienta hasta
ebullicién al tiempo que se agita para que se disuelva el agar. Se ajusta a
un pH de 8,4. Se mete al autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Aplieando
las normas de asepsia, se reparte en cajas de Petri (20 ml por placa). Se
deja enfriar lentamente y se almacena en posicién invertida en
refrigeracidn (4 °C).

Medio de polivinilpirrolidona para liofilizacion

Polivinilpirrolidona 50 g
Sacarosa 50 g
Glutamato de sodio 10g
Agua destilada 100,0 ml

Preparacién: Se disuelven los ingredientes mencionados en 90 ml de
agua y se ajusta el pH a 7,4 con NaOH. Se afora a 100 ml con agua. Se
esteriliza por filtracion o se mete al autoclave durante 15 minutos.

Caldo nutritive para prueba de sal
Caldo nutritivo (Difeo Laboratories) 80g
Agua destilada 1.000,0 ml

Preparacién: Se combinan los ingredientes mezclindolos y aplicando
calor leve. Se ajusta el pH entre 74 y 7,5. Se divide en volimenes iguales,
cuyo mimero depende del niimero de concentraciones diferentes de NaCl
que se van a preparar, No se agrega sal 4 una poreién (09 NaCl); a las
otras porciones se les agrega sal hasta igualar el porcentaje deseado. Se
deposita el caldo en tubos de ensayo de tapén de rosea y se esterilizan en
autoclave a 121 °C durante 10 minutos.

Control de calidad: V. cholerae crecerd en caldo nutritive (Difco
Laboratories, Detroit, Michigan) sin sal, pero los miercorganismos haléfilos
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erecerdn solamente en caldo nutritivo al cual se le ha agregado 1% de
NaCl (véanse los Capitulos IV y VI). Eslas reacciones se bagsan en el uso
del caldo nutritivo Bacto (Difco Laboratories) ¥ cualquier otro medio de
base se valorard exhaustivamente antes de usarlo en esta prueba.

Las diferentes peptonas contienen cantidades variables de NaCl que
pueden afectar el crecimiento de los microorganismos sensibles a la
coneentracién de NaCl. Cada fuente de peptona o medio de base se
someterd a eontrol de calidad utilizando una cepa patrén de V. cholerae y
un mieroorganismo haléfilo.

Medio de congelamiento con leche descremada

Se agregan 20 g de leche descremada en polvo a 100 ml de agua destilada;
se disuelve la mezcla, se mete al autoclave a una temperatura de 116 °C
durante 20 minutos. Se debe evitar el sobrecalentamiento, pues la leche se
puede caramelizar,

Agar gelatina con taurocolato y telurito (agar TTG, o medio de
Monsur)

Tripticasa 10,0 g
Na(l 100 g
Taurocolatoe de sodio 50¢g
NaHCO, 10g
Gelatina 300 g
Agar 15,0 g
Agua destilada 1.000,0 ml

Telurito de potasio (1%) (véase mds adelante el
procedimiento de titulacién)

Preparacion: Se disuelven los ingredientes en el agua, con calor. Se
ajusta el pH a 8,5. Se esteriliza a 121 °C durante 15 minutos. Se enfria a
50 °C, se agregan cantidades predeterminadas de solucién acuosa de
telurito de potasio al 1% esterilizada por filtracion (véase mis adelante). Se
mezcla bien y se vacia en placas. Si solo se requieren pocas placas en cada
ocasion, los medios pueden repartirse en volimenes cuantificados en
botellas de tapén de rosea. Después de esterilizarse en el autoclave, los
medios se pueden almacenar en refrigeracién hasta que se necesiten. Antes
de usar los medios, estos se derriten y se enfrian a una temperatura de
50 °C a 55 °C, se agrega la cantidad adecvada de telurito de potasio, se
mezcla y se vaefa en placas.

Titulacion del telurito de potasio: La coneentracién 6ptima de
telurito de potasio para el agar TTG variard de acuerdo con la calidad de
cada lote de dicha sustancia. Antes de su uso regular, cada lote (o botella)
de telurito de potasio se titulard para determinar la dilucién de trabajo
adecuada para usarse en el agar TTG. Véase el Cuadro XI-2 para conocer
lag cantidades de telurito de potasio al 1% que se utilizan en la preparacién
de los medios para evaluacion,
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Cuadro XI-2. Concentracion del telurito de potasio (K.TeO;) por litro

Cantidad de la solucién de teiurito Concentracion final de! telurito
de potasio al 1% por cada litro de potasio en el agar TTG
0,25 mi 1:400.000
0,5 mi 1:200.000
1,0m 1:100.000
2.0mil 1:50.000
4,0 ml 1:25.000

En cada lote de prueba de agar TTG que contenga las diferentes
diluciones de telurito de potasio, se siembran mediante estriacion una o
varias cepas bien caracterizadas de V. cholerae para obtener colonias
aisladas. Se incuban las placas a una temperatura de 35 °C a 37 °C durante
18 a 24 horas. Después de la incubacién, se examina eada placa para
observar el grado de crecimiento, el tamano y el color de las colonias y la
produccién de gelatinasa. Se registran los resultados y se incuban
nuevamente las placas durante 18 a 24 horas mds, al cabo de las cuales se
vuelven a examinar. Al cabo de 18 a 24 horas, las colonias tipicas de V.
cholorae son pequefias (1 a 2 mm) y opacas, con un oscurecimiento ligero
en el centro. En este momento, el cultivo puede presentar actividad de
gelatinasa o no hacerlo. Al cabo de 36 a 48 horas de incubacién, las colonias
tendran un didmetro de 2 a 4 mm y un “halo” turbio neto, causado por la
produccién de gelatinasa, y serdn de un color gris pavonado. La mayor
parte de los lotes de telurito de potasio son satisfactorios a una dilucién
final de 1:100.000 6 1:200.000.

Caldos o agares de sal y triptona (T,N, y T;N,)
[Nota: Férmula tomada del Bacteriological Analytical Manual, de la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estades Unidos.]

Tripticasa o triptona 10,0 g
NaCl 06100g
Agar 006200¢g
Agua destilada 1.000,0 mi

Preparacion: Se agrega agar si se va a preparar medio sélido, pero se
omite para el caldo. Para el T,N, sin sal, no se agrega NaCl. Para la
férmula de NaCl al 1% (T,N,), se agregan 10 g de NaCl. Se disuelven los
ingredientes en agua destilada. Se esteriliza el medio en el autoclave
durante 15 minutos a 121 °C, y se vacia en recipientes apropiados (tubos
para el caldo, placas o tubos para el agar). Si se agrega agar, se enfria el
medio a 50 °C antes de vaciarlo.

Control de calidad: Las diferentes peptonas contienen diversas
cantidades de NaCl, las cuales pueden afectar el crecimiento de los
microorganismos sensibles a las concentraciones de NaCl. Cada fuente de
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peptona se someterd a control de calidad utilizando una cepa patrén de V.
cholerae y un microorganismo haléfilo.

Caldo de Voges-Proskauer con 1% de NaCl para vibriones

Peptona 0g
K.HPO, 50 ¢
Glucosa 50¢g
NaCl 100g
Agua destilada 1.000,0 ml

Preparaciin;: Se combinan los ingredientes; se ajusta el pH a 6,9. Se
distribuye el caldo en tubos de tapén de rosca en volimenes de 2 ml y se
esterilizan en el autoclave a 121 °C durante 10 minutos.

Reactivos A y B de Voges-Proskauer:
Reactivo A de VP

Etanol absoluto 100,0 ml
Alfa-naftol 50 g
Reactivo B de VP

Hidréxido de potasio (KOH) 40,0 g
Creatina 03¢g
Aforar con agua destilada a 100,0 ml

Se preparan por separado los reactivos A y B de Voges-Proskauer,
agitando bien los ingredientes para asegurar una mezcla completa.

Procedimiento: Después de 48 horas de incubacién del cultivo de
prueba en el caldo Voges-Proskauer modificado con rojo de metilo (MR-VP
en inglés), se agregan aproximadamente 0,6 ml del reactivo A y 0,2 ml del
reactivo B. Se tapa el tubo, se agita bien y se deja 5 minutos. La aparicién
de un color entre rosa oscuro y rojo cereza en 5 minutos significa una
prueba positiva, Si en ese tiempo no aparece ningtn color o el que aparece
es amarillo a anaranjado, es una prueba negativa.

D. Preparacion de reactivos

Amortiguador de carbonatos, pH 9,6 (amortiguador de recubrimiento
para la prueba ELISA anti-TC)

Na,CO, 159 g
NaHCO, 293 g
NaN, 02¢g

Agua destilada 1.000,0 ml

Preparacion: Se mezclan todos los ingredientes hasta que se
disuelvan. Se almacena el reactivo a 4 °C durante un tiempo no superior a
2 semanas.
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Amortiguador de dietanolamina (10% ) para sustrato de la fosfatasa
alcalina

Dietanolamina 97,0 ml
Arzida de sodio (NaN,;) 02¢g

MgCL.6H;0 100,0 mg
Agua destilada 800,0 ml

Preparacion del amortiguador de dietanolamina: Se ajusta e] pH
a 9,8 con HCl 1 M, y se afora a 1,0 litro. Se almacena el amortiguador en la
oscuridad a 4 °C.

Nota de seguridad: La azida de sodio, ademds de ser sumamente
toxica, se combina con las sales de log metales que se utilizan comiinmente
en las cafierfas (cobre y plomo) y forma compuestos muy explosivos
susceptibles de activarse por los choques. Bi los materiales que contienen
azida se vierten regularmente en los drenajes y aleantarillas, deben
tratarse peridédicamente los conductos metdlicos para eliminar los depdsitos
de estos compuestos.

Preparacion del sustrato de fosfatasa alcalina: Se toma una
alicuota del amortiguador de dietanolamina (descrito antes) y se entibia a
temperatura ambiente antes de usarse. Se disuelve una tableta del sustrato
de la fosfatasa (p-nitrofenil fosfato disddico, tableta de 5 mg; Sigma
Chemical Co., St. Louig, Misuri) en 5 ml de amortiguador de dietanolamina.

Patrones de turbidez de McFarland

Se prepara una solucién al 1,756% (peso/volumen} de cloruro de bario
([BaCl.2H,01l; si se utiliza cloruro de bario anhidro [BaCl,], se prepara una
solucion acuosa al 1%). Se prepara una solueién al 1% (por volumen) de
dcido sulfurico quimicamente puro ¥ se mezclan las dos scluciones segin
los volimenes que aparecen en el Cuadro XI-3. Se cierran los tubos con
cera, cinta selladora Parafilm o por algiin otro medio para evitar la evapora-
cién. Se refrigeran o se almacenan a temperatura ambiente y en la oscuri-
dad hasta 6 meses. Se desecha después de 6 meses o antes si disminuye el
volumen. Antes de cada uso, se agita bien para mezclar el precipitado
blanco fino de sulfato de bario en el tubo. La turbidez de un tubo bien mez-
clado serd aproximadamente la turbidez de las suspensiones bacterianas
correspondientes que aparecen en el Cuadro XI-3.

Reactivo de oxidasa
Tetrametil-p-fenilendiamina 10g
Agua destilada 100,0 ml

Preparacion: Se disuelve el reactivo en agua destilada (no se calienta

para disolverse). De manera alternativa, se puede usar una solucién al 1%
de dimetil-p-fenilendiamina empleada para la prueba de la oxidasa. El
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Cuadro Xi-3. Composicion y concentraciones bacterianas
equivalentes de los patrones de turbidez de McFarland

Contenido {ml)

Patrén de
turbidez No. Cloruro de bario (1,75%) Acido sulfirico (1%)
0,5 05 99,5
1 0.1 9.9
2 0,2 9,8
3 0.3 8,7
4 04 9.6
5 0,5 95
6 0,6 9.4
7 0,7 9.3
8 0.8 9,2
9 089 9,1
10 1,0 9,0

reactivo debe ser incoloro cuando se prepara y se refrigerara en un frasco
con tapén de vidrio, protegido de la luz. Para lograr dicha proteccidn, el
reactivo se puede almacenar en frascos dmbar; si se utiliza un frasco de
vidrio claro, debe envolverse en papel de aluminio o papel oscuro.
Alternativamente, el reactivo se puede repartir en cantidades pequefias (2
a 5 ml) en viales de tapén de rosca y congelarse hasta que se necesite. Los
viales no se congelaran nuevamente después de descongelarlos. Con el
tiempo, el reactivo se oxidard y tomard paulatinamente un color azul. Es
aceptable que el reactivo tenga un tinte azul; sin embargo, cuando el
reactivo, sin agregar otra sustancia, manche de azul el papel filtro, se debe
desechar.

Solucion salina amortignada con fosfatos (PBS), 0,01 M, pH 7,2

Solucion primaria concentrada (50x):

Na,HPO,, anhidro 548 g
NaH,PO,H.0 15,75 g
Agua destilada 1.000,0 ml

Solucién de trabajo (diluida):

Solucién primaria (50x, véase antes) 20,0 ml
NaCl 85¢g
Aforar con agua destilada a 1.000,0 ml

(El pH final debe ser de 7,2 a4 7,3)

Para el PBS-Tween, se agregan 0,5 ml de Tween 20
a 1.000 ml de PBS.
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Reactivo de desoxicolato de sodio (0,5%) para la prueba del hilo
mucoide

Desoxicolato de sodio 05¢g

Agua destilada estéril 100,0 ml

Preparacién: Se agrega agua destilada estéril al desoxicolato de sodio
v se mezcla bien. Se almacena a temperatura ambiente.
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Para inocular, se introduce la aguja de inoculacién por picadura al fondo
del medio una o dos veces, luego se estrfa el plano inclinado. Se incuba de
un dfa para otro a una temperatura de 35° a 37 °C. Se sella el tubo con
tapones de corcho previamente empapados en parafina caliente o tratados
de alguna otra forma para brindar un cierre hermético, Se almacenan los
cultivos a temperatura ambiente (cerca de 22 °C) en la oscuridad. También
se puede utilizar aceite mineral estéril para evitar la desecacién de los me-
dios de plano inelinado. Se esteriliza aceite mineral en un horno de aire calien-
te a 170 °C durante una hora. Se agrega suficiente aceite mineral estéril
para cubrir los medios hasta 1 em por arriba del borde mds alto del agar.
Cuando se requieren subcultivos se recogen las colonias que se encuentran
en el plano inclinado. Las cepas mantenidas asf en cultivo puro por lo gene-
ral sobrevivirdn varios afios.

2. Almacenamiento a largo plazo

Los cultivos bacterianos pueden almacenarse congelados o liofilizados en
diversos medios ideados para ese propésito. Hay muchas férmulas para
preparar estos medios pero, en general, se utilizan para la liofilizacion los
medios con leche deseremada, con suero o con polivinilpirrolidona (PVP);
por el contrario, los medios con leche descremada, con sangre o con caldo
con amortiguador y enriguecidos, como el caldo de tripticasa de soja (con
15% a 20% de glicerol de grado reactivo) se utilizan para el congelamiento.

Método de almacenamiento en congelacion (congelador ultrabagjo,
—70 °C; o congelador de nitrégeno liguido, —196 °C)

Los vibriones se pueden almacenar por tiempo indefinido si se mantie-
nen congelados a —70 °C o menos.

1} Se inocula un tubo de agar con plano inclinado de TSA o HIA (u otro
medio de crecimiento, no inhibitorio, que contenga sal) y se incuba de
un dia para otro a una temperatura de 35° a 37 °C.

2) Se toman células del plano ineclinado y se hace una suspensién en medio
de congelacion.

3) Se deposita la suspensién en criotubos (viales de congelacién ideados es-
pecialmente para usarse a temperaturas muy bajas). Precaucién; se re-
comienda no utilizar ampolletas de vidric para congelacién en nitrégeno
liquido debido a que pueden estallar al sacarlas del congelador.

4) Se congelard rapidamente la suspensién colocando los viales sellados en
un bafio de alcohol y hielo seco (CO, congelado) hasta la congelacion.
Los viales congelados se transferirin a un congelador.

Recuperacion de los cultivos almacenados en congelacicn

1) Se eolocan los cultivos congelados tomados del congelador en hielo seco
0 en un bafio de alechol y hielo seco y se transfieren a un gabinete de
seguridad del laboratorio 0 a una zona limpia si no se cuenta con este.
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2) Se raspa la porcién superior del cultivo con un asa estéril y se trans-
fieren las colonias al medio de crecimiento, con mucho cuidado para no
contaminar la porei6én superior o el interior del vial.

3) Se cierra nuevamente el vial antes de que el contenido se descongele
por completo y se regresa al congelador. Con una técnica cuidadosa, se
pueden hacer varias transferencias del mismo vial,

Liofilizacion

Los vibriones se pueden almacenar satisfactoriamente después de la liofi-
lizacién (desecacién por congelamiento). El proceso incluye la eliminacién
del agua de las suspensiones bacterianas congeladas por sublimacién bajo
presion reducida. Los cultivos liofilizados de vibriones se mantienen mejor
a4 °C.

De preferencia se recomienda llenar las ampollas al vacio.

B. Transporte y envio de cultivos y muestras

1. Organizaciones normativas

El Comité de Expertos en Transporte de Mercanefas de Alto Riesgo de
las Naciones Unidas formula los procedimientos recomendados para el
transporte seguro de estos productos peligrosos. La Organizacién de Avia-
cién Civil Internacional (OACI) ha utilizado estas recomendaciones como
base para la reglamentacién del transporte seguro de productos peligrosos
por via aérea. Las normas de la Asociacién de Transporte Aéreo Interna-
cional (IATA) contienen todos los requisitos de las instrucciones técnicas de
la OACI para el transporte seguro de productos peligrosos. Sin embargo,
la TATA ha incluido otros requisitos m4s restrictivos que los de la QACL
Las aerolineas afiliadas a la TATA han adoptado las normas de esta sobre
productos peligrosos y los transportistas deben cumplirlas, ademas de cua-
lesquiera de los reglamentos aplicables en el Estado de origen, trinsito o
destino.

El embarque aéreo de agentes infecciosos 0 muestras diagnésticas
debe cumplir con los reglamentos locales, nacionales e internacionales.
Las normas del transporte aéreo internacional se pueden encontrar en la
publicacion de la OACI titulada Dangerous Goods Regulations [Normas
sobre productos peligrosos]. Esta referencia se publica anualmente en
enero. Las normas pueden cambiar de un afio a otro. Es factible obtener
un ejemplar de los reglamentos de la IATA en inglés, espafiol, francés
o0 alemdn dirigiéndose a una de las oficinas que se mencionan en
seguida.
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Pedidos de América del Norte, Central y del Sur, Asia, Australia y el
Pacifico:

Asistente de Publicaciones Teléfono: (514) 844-6311

Asociacion de Transporte FAX: (514) 844-5286
Aéreo Internacional (IATA) Télex: 05-267627

2000 Peel Street Cable: IATA MONTREAL

Montreal, Quebec Teletipo: YULTPXB

Canad4d H3A 2R4
Pedidos de Europa, Africa y el Oriente Medio:

Asistente de Publicaciones Teléfono: (22) T99-25-25

Asociacién de Transporte FAX: (22) 798-35-53
Aéreo Internacional (IATA) Télex: 415586

IATA Centre Cable: IATA GENEVA

Route de 1"Aéroport 33 Teletipo: GVATPXB

Apartado postal 672
CH-1215 Ginebra 15
Suiza

2. Directrices para embalar y rotular sustancias infecclosas

Las directrices que se enuncian a continuacion para embalar o empacar
sustancias infecciosas se han tomado de la publicacion de la TATA de 1992
Dangerous Goods Regulations. Se presentan como ejemplo de procedimien-
tos para embalar materiales infecciosos de manera aceptable, Sin embargo,
quizd no reflejen los requisitos nacionales, estatales o de la TATA vigentes
para embalar y rotular sustancias infecciosas. Para obtener informacion al
dfa sobre los requisitos de embalaje y rotulacién, constltense log reglamen-
tos nacionales y estatales pertinentes, asi como la mencionada publicacién
de la IATA del afio corriente.

Las personas que transporten agentes infeeciosos o muestras diagnisti-
cas deben cumplir con todas las normas locales e internacionales pertinen-
tes al empaquetado y manipulacién de estos productos. Dichas personas de-
beran velar por que las muestras lleguen a su destino en buenas
condiciones y porque no planteen peligro para log seres humanos ni para
los animales durante el transporte.

Directrices para embarcar o embalar agentes infecciosos
El paquete interno debe incluir:

¢ TIn recipiente primario interno, a prueba de agua
e Un recipiente secundario, resistente a los impactos y a prueba de agua

* Material absorbente entre los recipientes primario v secundario. Si se
colocan varios recipientes primarios en un paguete secundario tinico, de-
ben envolverse individualmente para impedir el contacto entre si. El
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RECIPIENTE ?
PRIMARIO

Material de
embalaje
absorbente

RECIPIENTE
SECUNDARIC

| Tapa a prueba

de agua
RECIPIENTE DE
TRANSPORTE

Tapas

— Cultivo

Ridtulo del agente

| Etiqueta de
identificacion de
la muestra Nombre, direccién y
numerao telefénico
_‘_ Material de del destinatario
embalaje
absorbente

»

Corte transversal
del embalaje adecuado

Figura XlI-2. Requisitos de empaque para el transporte de agentes infeccicsos.

material absorbente, como algodén en rama, debe ser suficiente para
absorber el contenido de todos los recipientes primarios.

El paquete externo debe tener suficiente resistencia para proteger y
contener adecuadamente el contenido. El didmetro exterior mds pequefio
del recipiente externo medird por lo menos 10¢ mm. Entre el paquete se-
cundario y el paguete externo se incluird una lista pormenorizada del con-
tenido. Es necesario que los paquetes estén rotulados de manera indeleble
y legible en el exterior con la direccién y el nimero telefénico del destina-
tario, Se fijard una etiqueta de advertencia de riesgo biolégico en el exte-
rior del recipiente externo, y llevara la inscripeién “Sustancia infecciosa.
En caso de dafic o fuga, notifiquese de inmediato a las autoridades sanita-
rias”. La Figura XII-2 ilustra estas recomendacicnes de embalaje.
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Xlll. Aspectos de seguridad en el laboratorio

Los laboratorios de microbiologia plantean riesgos especiales a las per-
sonas que trabajan en ellos o en sus inmediaciones. Los trabajadores del
laboratorio deben tomar las precauciones adecuadas para reducir al minimo
los riesgos para ellos mismos y para los demds. La mayor parte de las in-
feeciones adquiridas en el laboratorio se pueden atribuir a uno o varios de
los siguientes procedimientos peligrosos comunes.

1) Procedimientos que producen aerosoles y constituyen riesgos de inhala-
cién. Por ejemplo, sembrar mediante estriacién en placas de agar, pipe-
tear, centrifugar, homogenizar, flamear las asas, abrir cultivos.

2) Procedimientos que pueden propiciar la ingestién, como pipetear con la
boca o manipular muestras, frotis y cultivos.

3) Procedimientos que pueden propiciar la inoculacion de la piel con equipo
tal como agujas hipodérmicas, pipetas de Pasteur o material de vidrio
roto.

4) Procedimientos que entrafian contacto directo con materizles infeceiosos
o animales infectados.

Todos los laboratorios deben adoptar un eédigo de principios de bioseguri-
dad y de précticas de seguridad en el trabajo. Este cddigo tiene que ser apoya-
do por los directivos y el director del laboratorio se encargard de hacerlo cum-
plir. Los visitantes y trabajadores tendrin que cumplirlo estrictamente.

Es conveniente preparar un manual de seguridad u operacicnes que
identifique los riesgos conocidos y potenciales, al tiempo que especifique las
normas y procedimientos para reducir al minimo o eliminar tales riesgos.
Se alertard al personal sobre los riesgos especiales y se le pedird que lea y
cumpla las normas y procedimientos corrientes. A continuacién se presenta
una serie de normas bésicas de bioseguridad que han de aplicarse univer-
salmente en los laboratorios de microbiologia y ser parte de los procedi-
mientos de bioseguridad en el laboratorio:

1) No pipetear con la boca.

2) No comer, beber, fumar, guardar alimentos ni aplicarse cosméticos en la
zona de trabajo del laboratorio.

3) Mantener pulero y ordenado el laboratorio; es decir, limpio y sin mate-
rial innecesario.

4) Se descontaminarin las superficies de trabajo por lo menos una vez al
dia y después de cada derrame de material viable o potencialmente
infeccioso.

5) Lavarse las manos con agua y jabén después de manipular materiales
infecciosos y animales, asi como al salir del laboratorio.

6) Reducir al minimo la generacién de aerosoles durante los procedimien-
tos de laboratorio; los procedimientos que puedan generar aerosoles
potencialmente infeeciosos o peligrosos se llevardn a cabo en un gabi-
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nete de bioseguridad o bajo una campana extraetora de emanaciones
quimicas dotada de filtros apropiados.

7} Desinfectar liquidos o desechos sélidos contaminados antes de eliminar-
los o manipularlos de otra forma.

8) Usar ropa especial, batas o uniformes en el laboratorio, pero no en las
dreas publicas.

9) Usar siempre anteojos de seguridad, méascaras protectoras, guantes u
otros dispositivos protectores, segiin corresponda.

10) Solo se permitira entrar al laboratorio a las personas enteradas del pe-
ligro potencial, que hayan recibido inmunizacién especifica y que cum-
plan otros requisitos de entrada.

11) Mantener las puertas cerradas cuando se esté trabajando y controlar el
acceso al laboratorio.

12) No admitir en el laboratorio a personas que se encuentren en alto
riesgo de infeccién o para quienes la infecciéon pueda ser especialmente
peligrosa, como nifios, embarazadas e individuos inmunocomprometidos.

13) Limitar el uso de agujas hipodérmicas y jeringas a la inyeccién paren-
teral y a la aspiracion de liquidos de los animales de laboratorio y de
botellas de vacuna con diafragma. Podrian otros usos restringidoes, si
los aprueba el director del laboratorio. No se tapardn nuevamente las
agujas y las jeringas antes de desecharlas en un recipiente destinado a
la eliminacién de objetos punzocortantes. Al manipular liquidos infec-
ciosos, los instrumentos de pipeteo automitico no deben sustituirse con
agujas y jeringas hipodérmicas.

14} Se informars inmediatamente al supervisor del laboratorio sobre derra-

mes, accidentes y exposicion manifiesta o potencial a materiales
infecciosos.

15) Cuando se manipulen sueros humanos, se seguirdn los procedimientos
para la prevencion de las infecciones de laboratorio causadas por mi-
croorganismos patdgenos transmitidos por la sangre.
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