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Caratula: Cultivo mixto de Vibrio cholerae y Vibrio mimicus en agar TCBS.
Las colonias del primero son grandes, amarillas (sacarosa positivo) y con
bordes aplanados; V. mimicus presenta colonias pequenasyverdes, (sacarosa
negativo).

Fotografia: Miguel F. Torres, @B., MA. Guatemala.
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Al contestar sirvase mencionar el
Nimero de refsrancia de esta nota

Ministerio de Salud Publica
y Asistencia Social

S— —

Guatemala, C. A.

PRESENTACION

Pese al desarrollo tecnolégico y del conocimiento cientifico en los
Gl1timos decenios, cerca del final del siglo XX, 1a Regidn de Las Améri -
cas es cruelmente fustigada por una de las mayores epidemias de cllera
que registra la historia, problema que refleja las profundas deficien-
cias sociales y estructurales acumuladas a 10 largo del tiempo.

Referencias histbricas indican que 1a enfermedad estuvo presente -
por il1tima vez en Guatemala en 1866; situacidn que traduce que carecemos
de experiencia reciente para el manejo de ese problema.

Dentro de las actividades desarrolladas por el Ministerio de Salud
Piblica y Asistencia Social, dentro del plan de contingencia, fue 1la
creacidn de la Comision de Laboratorio para el Diagnfstico del Cdlera
en apoyo a la Vigilancia Epidemiol&gica.

La Comisién Multi-Institucional ha trabajado desde que se notificd
Ta enfermedad en América del Sur, desarrollando actividades de coordi -
nacidn y capacitacidon a través de los cursos efectuados con el apoyo de
la Organizaci6n Panamericana de la Salud. Asimismo, se prepard este ma-
nual de ETIOLOGIA Y DIAGNOSTICO DE LABORATORIO DEL COLERA, que conside-
ro, es una contribucién importante que complementard 10 ya existente en
nuestro medio y serd de mucha utilidad aun para los otros paises de la
Regidén Centroamericana en estos momentos de emergencia.

Cordialmente, LIENCIA ,:.6.
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Dr. Migﬁéi;ﬂn§e1J§Zf:epeque Contreras

Ministro Salud Piblica y Asistencia Social

MAM/edeg
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REFERENCIA:

Nos es grato presentar el "Manual de Etiologia y Diagndstico
de Laboratorio de el Cdlera"™. [Esta publicacidn preparada por
técnicos guatemaltecos, del Ministerio de Salud Pidblica y
Asistencia Social, de la Universidad de San Carlos de Guatemala,
del Instituto Guatemalteco de Seguridad Social, del Laboratorio
Unificado de Control de Alimentos y Medicamentos, asl como del
Instituto de Nutricidn de Centroamérica y Panami, con el apoyo
de asesores de la Representacidén de la OPS/OMS en Guatemala,
es un aporte extraordinariamente oportuno para el sector salud
de Centro América.

Este esfuerzo Centroamericano sin duda contribuird a la
preparacidn de nuestros palses para hacer frente a la actual
epidemia de el Cdlera que en dias recientes se ha hecho presente
en este territorio. Este valioso trabajo constituye el primero
de una serie té&cnica que esperamos alimentar en un futuro cercano
con otros aportes de similar calidad técnica y aplicabilidad
préctica, contribuyendo asI a la formacidn y actualizacidn de

los trabajadores de la salud de Guatemala y los paises hermanos

del Istmo. RPN
(. __/,’__/"
el [ -~
‘I

e
Dr. Juag Antonic Casas
Representante de OPS/OMS

Guatemala, julio 1991
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I. INTRODUCCION:

La Familia Vibrionaceae agrupa a bacterias acuaticas, tanto de agua
salada como de agua dulce; varias son patégenas a diversos animales
acuaticos. Esta familia incluye los siguientes tres géneros de importancia
en Bacteriologia Médica: Vibrio, Aeromonas, y Plesiomonas. Aeromonas
hydrophilay Plesiomonas shigelloides causan gastroenteritis humana.

PROPIEDADES DE CUATRO GENEROS DE LA FAMILIA

VIBRIONACEAE
GENEROS
Propiedades Vibrio Photobacterium Aeromonas Plesiomonas
Asociacién con infecciones
humanas + — + +
Requerimientos Na* + 3 = —
Sensible a 0129 + + —_ +
(Compuesto vibriostatico)
Fermentacién D-manitol + v + —
Flagelo polar + — — —
Oxidasa + + + +

(Referencia No. 4)

Una clasificaciéon simplificada, de utilidad para el laboratorio clinico,
reconoce once especies del género Vibrio, como causantes de infecciones
intestinales y extraintestinales en humanos. Estas bacterias habitan en
aguas marinas, plantas y animales que viven en estas aguas. Son
microorganismos haléfilos (requieren cloruro de sodio para su crecimiento),
a excepcidn de dos especies, llamadas por esta razén vibrios “no haléfilos™
V. cholerae y V. mimicus. De las especies de Vibrio, se considera que las
asociadas con diarrea son: V. cholerae serotipo O1, V. cholerae no O1, V.
parahemolyticus, V. fluvialis, V. mimicus, V. hollisae,y V. furnissii. V. cholerae
O1, productor de enterotoxina es el agente causal de el célera, de gran
importancia epidémiologica.
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II. Vibrio cholerae:

CARACTERISTICAS DE LA BACTERIA:

Bacilos gram-negativo facultativos. Son pequerios (0.5x1.5-3 micras);
enaislamiento primario se presentan como bacilos rectos y formas curvadas,
por lo que Koch, su descubridor, les llamé “Kommabacillus”. Al efectuar
varios sub-cultivos, desaparecen las formas curvas y sélo se observan
bacilos rectos. Poseen un solo flagelo polar, cubierto de una envoltura. Son
sensibles a pH 4cido; pH de 5.0 o menos les es letal.

Se trata de bacterias de facil crecimiento, meséfilos y aerobios. Crecen
bien en algunos medios de cultivo comunes, especialmente en agar sangre
de carnero al 5%. Sin embargo, el uso del medio selectivo y diferencial
llamado TCBS (tiosulfato, citrato, sales biliares, sucrosa) ayuda
considerablemente en el aislamiento primario. En este medio las bacterias
presentan colonias grandes, aplanadas en los bordes y amarillas.

La clasificacién serolégica de V. cholerae se basa en las caracteristicas
del antigeno somatico (“O”) el cual esta constituido por una proteina
termolabil y otra termoestable, y varios polisaciridos. Esta especie se divide
en 6 serogrupos (1 al 6). Al serogrupo 1 pertenecen los vibriones coléricos
epidémicos que causan el colera (Vibrio cholerae 01). Segin la proteina
somatica termoestable, el antigeno “O” se diferencia en 13 tipos (A-L); Vibrio
cholerae 01 presenta combinaciones de tres tipos de antigeno somaético: A,
By C. Enbase alas combinaciones de estos antigenos, se diferencian tres
subtipos serolégicos o serotipos: Ogawa (A+B), Inaba (A+C), e Hikojima
(A+B+C) (ver Tabla No.3). Independientemente de la clasificacién serolégica,
V. cholerae 01 se diflerencia segin sus caracteristicas bioquimicas y
epidemiolégicas, en dos biotipos o variantes “biofisiolégicas™: biotipo eltor
(antes El Tor) y biotipo clasico (ver Tabla No. 2). Elbiotipo eltor ha causado
casi todos los brotes recientes de célera. Este biotipo se caracteriza por
causar epidemias con pocos casos graves (aproximadamente 2%) y muchos
casos leves o asintomaticos; también sobrevive mas tiempo en el medio
ambiente, y es mas resistente a los agentes quimicos.

Conviene tener presente que el agente etiolégico de célera que parecié

en Perti en enero de 1991, y se ha diseminado a otros paises de América es:
Vibrio cholerae 01, serotipo Inaba, biotipo eltor.
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EL COLERA:

Esta infeccién es de transmisién feco-oral. Se adquiere por la ingestién
de Vibrio cholerae 01 de agua contaminada y mariscos (principalmente
bivalvos), y de otros alimentos contaminados. El periodo de incubacién es
corto, de uno a cinco dias. Cuando la infeccién se ha establecido en la
poblacién humana, el agua servida desemperia un importante papel en la
diseminacién de la infeccién.

Vibrio cholerae O1 produce una potente enterotoxina extracelular
llammada “coleriageno”; se trata de una proteina cuyo peso molecular
aproximado es 84,000 dalton. La enterotoxina activa el sistema adenilato
ciclasadelas células dela mucosadel intestino humano. Como consecuencia,
intracelularmente se acumula adenosin - monofosfato ciclico (AMP-c) que
altera el transporte activo de iones a nivel.de la membrana celular. Ocurre
secrecion activa de liquido y electrolitos hacia el lumen del intestino con
disminucién de la absorcién. Enlos casos graves (colera gravis), el paciente
presenta diarrea abundante y acuosa (como “agua de arroz”), y vomitos, lo
que causa deshidratacién severa y acidosis metabdélica. La muerte puede
ocurrir en casos agudos sin tratamiento apenas 12 horas después del
aparecimiento de los sintomas. Se sabe que pacientes con célera gravis
pueden secretar un volumen de fluido equivalente al peso de su cuerpo en
4 dias. Las infecciones moderadas, leves y asintomatica son las mas
comunes. Los sintomas presentes en las infecciones moderadas y leves son
similares a los presentes en diarreas causadas por otros enteropatégenos,
por lo que no pueden diferenciarse clinicamente.

TRATAMIENTO:

El tratamiento principal de célera es para evitar la muerte por
deshidratacion por medio del pronto reemplazo de agua y electrolitos, que
el paciente ha perdido por la diarrea profusa. Debe hacerse por via oral y si
es necesario debe recurrirse a hidrataciéon endovenosa con soluciones de
glucosa y electrolitos. En los casos graves, el tratamiento antimicrobiano
ayuda a la recuperacion, pues elimina los vibrios y acorta la diarrea. En
adultos se recomienda tetraciclina, y en nifios trimetoprim-sulfametoxazol,
por via oral. En algunos lugares se da resistencia a la tetraciclina. En el caso
de embarazadas se indica furazolidona. Hay pacientes que pueden eliminar
los vibrios por tiempo variable, y son fuente de contaminacién de agua y
alimentos, lo que contribuye a perpetuar la infeccién. El tratamientio con
antimicrobianos, evita el estado de portador. La vacunacién vy la
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administracion masiva de antimicrobianos son ineficaces en la prevencién
y control de brotes.

III. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE Vibrio cholerae:
RECOLECCION Y TRANSPORTE DE MUESTRAS:

Muestra: Heces diarréicas (principalmente con apariencia de “agua de
arroz”), hisopo rectal y/o vémitos. Deben recolectarse de preferencia dentro
de las primeras 24 horas de la enfermedad y previo a la administracién de
antimicrobianos.

Recoleccitn y transporte: Si las muestras de heces frescas van a ser
procesadas en un tiempo adecuado (antes de dos horas), pueden recolectarse
en un recipiente de vidrio o plastico bien limpio. En caso contrario, deberan
inocularse 2 hisopos con material fecal en el medio de transporte de Cary-Blair
que debera ser enviado al laboratorio de referencia que corresponda, sin
refrigeracion.

CULTIVO:

V.cholerae puede aislarse directamente de las heces, sin embargo se
logran mejores resultados si previamente se efectiia un enriquecimiento en
agua peptonada alcalina (APA). Se recomienda proceder asi:

1. Inocular masivamente heces o hisopos del medio de transporte en
agar TCBS y simultaneamente, en un tubo con agua peptonada
alcalina de pH 9.0 a 9.2. Incubar el tubo de agua peptonada alcalina
de 5a 8 horas a 36'C. Incubar el agar TCBS aerébicamente a
36°C por 24 horas (ver Esquema No. 1).

2. Subcultivar una asada de la superficie del agua peptonada alcalina
(APA) a agar TCBS. Cuando no es posible cumplir el tiempo de
incubacién del APA debera subcultivarse a otra APA previo a sembrar
el agar TCBS. Incubar el agar TCBS aerdbicamente de 18 a 24 horas a
36°C.

3. Inocular también agar MacConkey, agar SS e idealmente XLD, para
buscar otros enteropatégenos.

4. Interpretacion del agar TCBS: V. cholerae produce en TCBS colonias
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de 2 a 3 mm de didmetro, amarillas (sacarosa positivo), planas o de
bordes delgados.

El agar TCBS (tiosulfato, citrato, sales biliares , sacarosa) contiene
elevadas concentraciones de tiosulfato de sodio y citrato de sodio. La
fuerte alcalinidad del agar TCBS inhibe considerablemente las
enterobacterias; la bilis de buey y el colato inhiben sobre todo a los

enterococos. Los coliformes que eventualmente puedan crecer, no
fermentan la sacarosa (sinénimo: sucrosa). Contiene dos indicadores
de pH: azul de timol y azul de bromotimol que viran al color amarillo.
Vibrio cholerae es sacarosa positivo, por lo que produce colonias
amarillas. Vibrio alginolyticus, V. fluvialisy V. furnissii también producen
colonias amarillas en TCBS. Algunas cepas de enterococos, Proteusy
Klebsiellasacarosa-positivo puede producir también colonias amarillas.

CRECIMIENTO DE VIBRIO spp. QUE FERMENTAN SACAROSA

EN AGAR TCBS
TCBS (%) Crecimiento
colonias TCBS (36°C)
Verdes Amarillas
V. cholerae <1 > 99 Bueno
V., metschnikovii 0 100 Regular
V., damsela 95 5 Poco
V, fluvialis 0 100 Bueno
V, furnissii 0 100 Bueno
V. alginolyticus o 100 Bueno
V. parahaemolyticus 99 1 Bueno
V. vulnificus 90 10 Bueno
Vibrios marinos variable variable Variable

(Referencia No. 4)
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IDENTIFICACION:

Hacer coloraciénde Gram de las colonias caracleristicas en agar TCBS.

Se observan bacilos cortos rectos gram-negativo, con algunas células
curvas.

Simultaneamente, subcultivar una colonia sospechosa a TSI (agar
triple azicar hierro), LIA (agar de lisina-hierro); también a un tubo de
agar tnipticasa soya (ATS) inclinado, agar nutritivo o en agar sangre
(agar tripticasa soya + 5% sangre carnero). Incubar a 36'C de 18 a 24
horas. En estos medios, puede observarse crecimiento a las 8 horas
de incubacién.

Después de incubar 18 hrs. a 36'C , V' cholerae reacciona asi:

TSI: acxdo/acido (A/A) o alcalino/4acido (K/A), smn gasni dcido sulfhidrico.
En caso de que se use agar doble azticar y hierro de Kligler, la reacccion
es: alcalino/acido (K/A).

LIA: alcalino/alcalino (K/K o K/N) sin gas ni dcido sulfhidrico.

Prueba de oxidasa: esta prueba es fundamental para continuar la
identificacién serolégica. Es la base de la identificacién. Se debe
efectuar a partir del crecimiento en agar nutritivo, agar tripticasa-soya
o agar sangre de carnero al 5%. Ver apéndice de pruebas bioquimicas.

Esta bacteria es capaz de utilizar el citrato de sodio como tinica fuente
de carbono, por lo que generalmente produce coloracién azul en el
medio citrato de Simmons. Otras pruebas para la identificacién de V.
cholerae se encuentran en la Tabla No. 1.

SEROLOGIA:

9.

Antisuero polivalente Vibrio cholerae O1:

Realizar una aglutinacién enlamina a partir de una asada del crecimiento
en TSI, agar tripticasa soya o agar sangre de carnero, con antisuero
polivalente anti- V. choleraeO1 y un control negativo con solucién salina
esléril. No se recomienda aglutinar directamente del agar TCBS, pues
es duficil emulsificar la colonia en el antisuero.
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10.

11.

12.

13.

Interpretacion:

a) Reaccidén positiva: se evidencia por aglutinacién macroscépica
con el antisuero anti-V. cholerae 01, y no en solucién salina.

b) Reaccién negativa: los cultivos que no aglutinan en el antisuero
anti-V..cholerae 01, ni en solucién salina.

c¢) Los cultivos que también aglutinan en solucién salina, no pueden
ser serotipificados; pues son cepas rugosas. En este caso, sub-
cultivar en agar sangre de carnero.

Diferenciacién de serotipos: sélo es de interés epidemioldgico; aglutinar
en antisueros Ogawa e Inaba (ver Tabla No. 3).

Diferenciacién de biotipos (biovares): el biotipo “eltor” es Voges- Proskauer
positivo y resistente a un disco de 50 unidades de polimixina-B. El
biotipo “clasico” da las reacciones opuestas. Esta diferenciacién
también es de interés epidemioldgico (ver Tabla No. 2).

Prueba de susceptibilidad: debe efectuarse sobre agar Miieller-Hinton.
Inocular este medio con un hisopo a partir de un cultivo en caldo
tripticasa-soya. Este cultivo liquido debe ser ligeramente turbio
(semejante al estandar 0.5 de MacFarland). Dejar secar por corto
tiempoyluego aplicardiscos de tetraciclina, trimetoprimm-sulfametoxazol,
cloranfenicol, eritromicina y ampicilina. Proceder e interpretar de
acuerdo a la técnica estandar, segin Bauer-Kirby y colaboradores. En
vista que puede presentarse resistencia ala tetraciclina, en cada regién
debe conocerse el patrén de susceptibilidad de las cepas recientemente
aisladas.

Tratarmiento de muestras de heces: Antes de eliminar las excretas que

podrian contiener V. cholerae se les debe adicionar solucién de cloro
al 1-5%, y dejarlas en contacto por lo menos 30 minutos.
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ESQUEMA No. 1

ESQUEMA DE AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE
V . cholerae O1

(  wmuesra )

kleces, hisopo rectal o vomitos

Cary-Blair
(Medio de transporte)
v

Ggar TCB) Enrlquecimiento en agua
[ peptonada alcalina (APA)

@cubaclén 24 hrs. a 36°(D Clncubacién 5a8hrs. a 36°C>

Colonias sospechosas Cultivo de la superficie x
(amarillas de 2 a 3 mm de de caldo APA a agar
didmetro, aplanadas) TCBS. Si es posible
también sembrar en agar

1 k nutritivo pH=8.4 )
ﬂ}ram, TSI/LIAy \

sembrar en un tubo de agar Oxidasa y serologia con
tripticasa soya inclinado, antisuero polivalente
Cgm nutritivo o agar sangre/ V. cholerae 0O1.
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AISLAMIENTO DE Vibrio cholerae DE ALIMENTOS Y AGUA

El aguay los alimentos contaminados, constituyen vehiculos muy importantes
en la transmisién del célera; las fuentes de infeccién pueden ser las
siguientes:

1. Vegetales y frutas lavadas o regadas con agua contaminada y que
usualmente se consumen crudos (como lechuga o apio).

2. Preparacion de bebidas con agua contaminada.

3. Pescadoy mariscos provenientes de aguas contaminadas, sobre todo

cuando éstas son aguas costeras poco profundas, y consumidos

crudos o insuficientes cocinados.

Vegetales de hojas que han sido “refrescados” con agua contaminada.

Exposicién de los alimentos a las moscas.

A través de personas contaminadas, infectadas o enferrnas que

manipulan alimentos y no cumplen las minimas condiciones de

higiene, como el lavarse las manos con agua y jabdén antes de preparar

los alimentos.

o o1

Vibrio cholerae puede sobrevivir en alimentos hamedos, poco dcidos y
en refrigeracién por 2 semanas o mis. En alimentos muy dcidos (pH 4.5) su
sobrevivencia es menor de un dia y en alimentos secos menos de 2 dias. En
equipo y utensilios de servicio el organismo puede sobrevivir de 4-48 horas.

V. cholerae no se multiplica en el agua, pero puede sobrevivir hasta 2
semanas, dependiendo del niimero de organismos depositados, nutrientes
presentes, disponibilidad de oxigeno, temperatura, pH, contenido de sal,
materiales organicos y otros factores. Sobrevive muy bien en agua de mar
y mas tiempo en cubos de hielo que en agua fresca no congelada (ver Tabla
para viabilidad de V. cholerae en diferentes alimentos, agua y fomites).

El aislamiento de V. cholerae de alimentos y agua, utiliza mas o menos
el mismo procedimiento que el usado para el aislamiento del organismo de
muestras clinicas, aunque con ciertas modificaciones, debido a que por lo
regular el microoorganismo se encuentra en muy bajo namero.

Las muestras de alimentos y agua sospechosos de estar contaminados

debenserrecolectadas yrefrigeradas (a 4-10°C, no congelar), y ser procesadas
lo antes posible.
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Alimentos sélidos: Preparar una dilucién 1:10. Pesar 25¢g del alimento,
adicionar 225 ml. de agua peptonada alcalina (APA) y homogenizar, Incubar
por 6 a 8 horas a 35°C-36°C y sembrar posteriormente en agar TCBS. El
periodo de enriquecimiento es critico y no debe pasar de 8 horas; el
crecimiento competitivo de otros organismos puede enmascarara V., cholerae.
Continuar segin el Esquema No. 1

Agua y alimentos liquidos: el procedimiento varia, ya que previo al
enriquecimiento la muestra debe ser filtrada o usar el método de doble
enriquecimiento con APA.

Método de filtracion por membrana:

Para agua, debe filtrarse de 1 a 10 litros de muestra. Sila muestra es
poco turbia se filtra directamente a través de un filtro de membrana Millipore
con un poro de 0.45 micras de didmetro. Para aguas muy turbias, debe
prefiltrarse a través de un filtro hecho con una suspensioén de tierra de
diatomeas estéril (5g/1t de agua destilada) y continuar con el filtrado de la
muestra. La membrana de filtracion se coloca luego en agua peptonada
alcalina (pH 9) y se incuba por 6 y 18 horas a 35°C-36°C. Sembrar de la
superficie de APA a agar TCBS a las 6 hrs y luego a las 18 hrs e incubar 24
hrs a 35°C-36°C. Continuar segin el Esquema No. 1.

Método de doble enriquecimiento con agua peptonada:

Enloslaboratorios que no cuentan con un equipo para filtracion, puede
utilizarse la siguiente técnica:

1. Colocar 200 ml del agua a examinar (colectada en frascos
estériles) y agregarle 20 ml de agua peptonada al 10 por ciento con
cloruro de sodio.

2.  Ajustar el pH a 9.2 con hidréxido de sodio 1N, e incubar toda la
noche a 35°C-36°C

3. Transferir 1 a 2 ml de esta muestra a un tubo con 10 ml de agua
peptonada alcalina e incubar durante 6 horas a 35°C-36°C.

4. Sembrar una asada de la superficie de este caldo en agar TCBS
y continuar segan el Esquema No. 1.
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VIABILIDAD DE Vibrio cholerae EN LOS ALIMENTOS, AGUA Y FOMITES

ARTICULOS Supervivencia (dias)
30-32°C B-10°C
Alimentos cocinados: Arroz, fideos, legumbres, frutas, pescado,
carne, atole, tortas de arroz, salchichas,
huevos, cereales, espinacas, tomates, gui-
santes, patatas 2-5 3-5

Hortalizas frescas: Tomates, cebollas, berenjenas, guisantes,

apio, judias verdes, calabazas, patatas, col,

pepinos, melones, lechugas, zanahorias, coli-

flor, ajo, pimienta, perejil, maiz. 1-7 7-10
Pescado y mariscos: Camarones salados, mariscos, ostras, flletes

de pescado, pescado ahumado, pescado seco 2-6 7-14*
Frutas: Guayaba, banana, mango, lima, naranja, toron-

ja, mandarina, melén, papaya, pifia. 1-3 3-6
Frutos secos: Datiles, higos, pasas, cacahuates, nueces,

avellanas 1-3 —_—
Bebidas: Cerveza, coca-cola, gaseosa, 1 1

Leche y productos lacteos:

Leche, helados, mantequilla 7-14 l4omas
Cereales: Arroz, trigo, lentejas, otras leguminosas 1-3 3-5
Especias: Chile rojo, cardamomo, canela, semillas de

alcaravea, granos de pimienta, pimienta

molida, hojas de laurel, raiz de jengibre 1-5
Dulces: Dulces de leche 1-2
Varios: calé molido, hojas de t&, requesén (yogurt), menos 1

arroz (tras una noche de remojo), 1 hora

agua de cisterna o pozo, 7-13 18

agua de mar 10-13 60
Fomites: Aluminio laminado, monedas, papel, carbén,

cemento, metales, minerales, superficies

barnizadas 1-2

Algodén,tabaco,seda,caucho,plasticos,cuero. 3-7

(Referencia No. 9)

* Mis de tres semanas en la carne y el pescado conservados en refrigerador
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Tabla No. 1

PRUEBAS DE IDENTIFICACION de Vibrio cholerae

Prueba : V. cholerae
Oxidasa +
Crecimiento en caldo nutritivo sin NaCl +
Crecimiento en caldo nutritivo + 1% NacCl +
Movilidad +
Indol* +
Descarboxilaciéon aminoacidos:

Arginina -

Lisina +

Ornitina +
Fermentaciéon de sacarosa (sucrosa) +

. Esta prueba puede realizarse en caldo nutritivo con 1% de cloruro de sodio o en medio
MIO (movilidad-indol-ornitina), donde también puede observarse la movilidad.

Las pruebas deben interpretarse hasta las 48 horas de incubacién a 36°C. La prueba de
oxidasa es inmediata.

Tabla No. 2

DIFERENCIACION DE BIOTIPOS DE V. cholerae 01

Biotipo:

Prueba Clasico Eltor

Voges-Proskauer* — +
Hemodlisis a eritrocitos de carnero — +
Zona de inhibicién a disco de polimixina-B 50 Ul + —

* Esta prueba se debe efectuar en caldo MR VP + 1% NaCl, segiin el método de Barrit.



Tabla No. 3

DIFERENCIACION DE V. cholerae 01 EN SEROTIPOS

Tipos de

Serotipo: antigenos Aglutinacién anti-suero absorbido:
somaticos: Ogawa Inaba

Ogawa A, B + -

Inaba A C - +

Hikojima A B, C + +

IV. APENDICE:

PREPARACION DE ALGUNOS MEDIOS DE CULTIVO

Agua peptonada alcalina (APA):

Peptona 10.0 g* * g= gramos
Cloruro de sodio 10.0 g **ml=mililitros
Agua destilada 1000.0 ml **

pH final: 9.0-9.2
Llevar a pH con hidréxido de sodio 1IN.

Distribuir 5ml en tubos 13x100 o de un mayor volumen con tapén de
rosca, autoclavear 15 minutos a 121°C (15 libras de presion por pulgada
cuadrada). Para alimentos autoclavear voliimenes mayores en erlenmeyers

apropiados.

Cary Blair:

Tioglicolato de sodio
Na,HPO, (fosfato dibasico
de sodio)

Cloruro de sodio

Agar
Agua destilada 991.
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Disolver los ingredientes en el agua, por calentamiento y con agitacién
constante.

Enfriar a 50°C y adicionar 9 ml de cloruro de calcio al 1% recién
preparado (0.1 g de cloruro de calcio + 10 ml de agua).

Ajustar el pH a 8.4 con hidréxido de sodio 1N y distribuir 6 ml en tubos
13x100 con tapdn de rosca dejando un pequerio espacio de aire entre la
tapadera y el medio.

Esterilice a 100°C en bafio de Maria hirviendo por 15 minutos.

Apretar los tapones y guardar en lugar frio y obscuro.

TCBS (tiosulfato, citrato, sales biliares, sacarosa) agar:

Extracto de levadura 5g
Proteosa peptona No. 3 10g
Citrato de sodio 10g
Tiosulfato de sodio 10g
Cloruro de sodio 10 g
Bilis de buey (sales biliares) 8g
Sacarosa 20 g
Citrato férrico lg
Azul de bromotimol 0.04 g pHfinal: 8.6 + 0.2
(25°C)

Azul de timol 004g
Agar 15 g

El agar comercial se prepara pesando 89 gramos (segin instrucciones
del productor) para un litro de agua destilada. Se calienta para disolver
agitando constantemente y llevar a ebulliciéon. “NO AUTOCLAVEAR”,
Enfriar a 50°C y ajustar el pH a 8.6 con hidréxido de sodio 1N y vaciar de
15 a 20 ml en cajas de Petrl.
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ALGUNAS PRUEBAS BIOQUIMICAS:

Oxidasa:

Preparar una solucién al 0.5% de dihidrocloruro de tetrametil
p-fenilendiamina en agua destilada cada dia (1 pizca + 1 ml de agua).
Colocar en tiras o discos de papel filtro gotas del reactivo.

Remover una porcién del crecimiento en agar nutritivo, agar
tripticasa-soya o agar sangre con palillo de madera y frotar sobre el
papel filtro humedecido.

Observar un cambio de color: el cambio a azul o parpura dentro de un
tiempo de 10 segundos es una prueba positiva.

Incluir siempre un control positivo (Pseudomonas aeruginosa) y un
control negativo (E. coli) para estar seguro del resultado.

Voges-Proskauer:

Prueba para identificacién de enterobacterias y otros bacilos gram-

negativo; método de Barrit.

1.

Soluciéon A:
Naftol 5g
Alcohol etilico absoluto 100 ml
Solucién B:
KOH 40g
Agua destilada 100 ml

Adicionar 0.6 ml de la solucién A y 0.2 ml de la solucién B a 1 ml de
cultivo en caldo MR-VP del organismo evaluado, incubado a 37°C por
48 horas.

Mezclar bien después de la adicién de cada reactivo; no tapar el tubo.
Dejar en reposo por 15 minutos.

Reaccidn positiva: presencia de color rojo que empieza a aparecer en
la superficie del medio.
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FIGURAS



Figura 1.

Tubo de medio de transporte Cary-
Blair, que contiene dos hisopos con
muestra fecal. Mantiene la viabi-
lidad de Vibrio cholerae y otros
enteropatogenos.
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Figura 2.

Tubo con agua peptonada alcalina
inoculado con Vibrio cholerae.

Después de incubaciéon a 36°C de 5
a 8 horas, puede observarse una

pelicula blanca de crecimientoen la
superficie.



Figura 3.

s

Cultivo puro de Vibrio cholerae en agar TCBS. Presenta colonias saca-
rosa positivo, amarillas y aplanadas.
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Cultivo mixto de Vibrio cholerae y V. mimicus en agar TCBS. Las co-
lonias del primero son grandes, amarillasy con bordes aplanados; V. mimicus
presenta colonias pequenas y verdes, sacarosa negativo.




Figura 5.

Cultivo de V. cholerae en agar sangre de carnero al 5%. La prueba de
oxidasa debe efectuarse a partir de cultivos puros. Tedricamente el biotipo
eltor es hemolitico; parece haber perdido esta caracteristica.
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Reacciones de V. cholerae en TSI (A/A) y LIA (K/K-N). No produce gas
ni acido sulfhidrico. En TSI puede dar también la reaccién alcalino/
acido (K/A).
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Prueba de indofenol oxidasa. Es fundamental para la identificaciéon de V.
cholerae, que da la prueba positiva. Siempre deben usarse controles
positivos y negativos.




Figura 8.

Aglutinacion positiva de V. cholerae 01 con antisuero de conejo homalogo.
Presenta una aglutinacion fina.
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Figura 9.

V. cholerae no es haldfilo, pero si halotolerante, por lo que
crece bien tanto en caldo nutritivo con y sin NaCl.
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Figura 10.

V. cholerae fermenta la sacarosa (tubo amarillo), y V.
mimicus no lo hace (tubo morado).
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Figura 11.

V. cholerae en medio MIO (movilidad, indol y
ornitina); las tres pruebas son positivas.
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Figura 12.

Prueba de “OLA™ (descarboxilacion de ornitina, lisina y arginina); soélo la
arginina es negativa (amarillo).
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Figura 13.

Prueba de Voges-Proskauer: es positiva para el biotipo eltor (rojo), y negativa
para el biotipo clasico.
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Prueba de susceptibilidad segun el método de Bauer-Kirby. El biotipo eltor
esresistente al disco de 50 UI de Polimixina-B, que se observa en el centro.
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Fotografias tomadas por Miguel F. Torres, Q.B., M.A., durante el I Curso de
Diagnésticode Vibrio cholerae O1, Laboratorios de Microbiologia “Leonardo
J. Mata", Instituto de Nutricién de Centroamérica y Panama (INCAP).
Guatemala, 21, 22 y 25 de marzo 1991. Este curso fue coordinado por
Floridalma Cano Q.B., INCAP.
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