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CONSIDERACIONES SOBRE EL DIAGNOSTICO DE LABORATORIO
DE VIERIO CHOLERAR

Cano, Floridalma
Programa de Infeccidn, Mutricién e Inmunologia. INCAP

En la vigilsncia del cdlera, la eficacia de los servicios de
laboratorio juega un papel importante en el diagndstico temprano
de casos v en la investigacidén epidemiolégica, a través de la
identificacién del agente causal del célera: Vibrio cholerae O1.
La metodologia a splicar en la recuperacién y alslamiento de V.
cholerae, depende del tipo de muestra: heces, zgus, alimentos y
otras. En general se utilizan los siguientes medios de cultivo:

Enriquecimiento-selectivo: Agua peptonada alcalina (APA), de
preferencia pH 9.0 a 9.2. Se utiliza para wuna mejor
recuperacidn cuando la cantidad de vibrios es baja.

~Aislamiento selectivo: Agar TCBS (tiosulfato-citrato-sales
biliares), es el mids recom=ndado. Las colonias de V. choleras
se observan de color amarillo intenso, indicativo de la
fermentacién del carbohidrato sucrosa rresente en el medio.
isto aynda a una diferenciacién inicial de las especies de
Vibrio que ro fermentan sucrosa y de algunas ecspecies de
bacterias que el medio permite su crecimiento.

Medios no selectivos: V. cholerae, crece bien en cualquier
medio no selectivo como agares nutritivo, tripticasa soya,
Mueller-Hinton, agar sangre. Estos medics se utilizan para
subcultivar colonias sospechosas y realizar la prueba de
indofenol-oxidasa. Vibrio es oxidasa positivo (a excepcidn de

una especie).

Medics y reactivos para caracterizacién bioquimica: Los
fundamentales son: a) TSI o KIA para observar la fermentacidn de
glucosa (fondo amarillo), para su diferenciacién de bacilos
.oxidasa positivo, pero no fermentadores de glucosa. b)Reactivo
de oxidasa (prueba de Kovacs: N'N'N'N" tetrametil-parafenilen-
diamino), c¢) Desoxicolato de sodio, para la prueba del corddn,
que ayuda a diferenciar entre el género Vibrio y Aerc ;

d) Caldo nutritivo o triptona al 1% sin cloruro de sodio.
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Antisuero anti-V. cholerae O01: Indispensable para confirmar si
la cepa de V. cholerae aislada corresponde al serogrupo Ql. Si
se desea conocer el serotipo (Ogawa, Inaba e Hikojima) y biotipo
(clasico o eltor), lo que es de interes epidemiolégico es
necesario contar con los antisueros y reactivos respectivos.
La serologia se realiza a partir de TSI o del agar selectivo.

El diagnéstico de V. cholerae de heces de pacientes
sintomaticos es facil y puede ser llevado a cabo en menos de 24
horas, siempre que se disponga de las facilidades de
laboratorio. En el esquema 1 se ilustran los pasos a seguir.
5in embargo, en las personas asintomaticas es mis dificil, los
vibricnes se excretan en cantidades reducidas, siendo necesario
el paso de enrigquecimiento con APA.

En muestras de agua y alimentos, la deteccidn de V choleras se
dificulta por la cantidad de flora acompariante v la competencia
con otros vibrios, que crecen adecuadamsnt2 en los medios
utilizados en el aislamiento de V cholerae. El uso de APA va
incluido siempre en estos andlisis, comp diluyente y medio de
enriquecimiento selectivo. recomendandeose en alirentos con alta
contaminacidén, otras diluciones ademas de la inicial (1:10). La
cantidad y tratemiento varia de acuerdo al tipo d=- alireento. En
el Mzrmal de Ezcteriologzia &nalitica de la Acdministracidn 2=
Progas y Alimentos de los Estados hidos (FDA) == explican bien
=stos pasos. En los alimentos como pescado, marlucos,
principalmente ostras, recomiendan nsar durantes el
enriquecimiento una temperatura de incubacidn adicional a 1la
usual (35-37°C), que es de 42°C, para inhibir especies de
vibrios diferentes a V. cholerae, que no crecen a esa
temperatura.

V. cholerae sobrevive mejor en el agua que en los alimentos y la
metodologia a usar depende del origen del agua, utilizando
siempre un paso de enriquecimiento con APA. En general para el
analisis de aguas negras se utiliza 1la técnica del hisopo de
Moore y para otro tipo de agua se puaeden utilizar diversas

técnicas: Filtracién ccn membrana (millipore) y doble
enriquecimiento.

Para la identificacicn de V. cholerae en alimentos y agua se
siguen pasos similares a los de muestras clinicas, esquema 2. En
base a experiencias vividas en el laboratorio, desde que llegd
el «<cb6lera a nuestro pais, se hacen las siguientes
consideraciones:
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No es necesario contar con una serie de pruebas bioquimicas para
el diagndéstico de V. cholerze Ol. En el caso de muestras
clinicas, el diagnéstico es sencillo, y se puede realizar en no
mis de 24 horas, siempre que se cuente con las facilidades para
su realizacién.

La prueba de oxidasa, se puede realizar del TSI o KIA, solo si
la parte inclinada es alcalina (color rojo).

En agua y alimentos se aislan otras especies de Vibrig,
Aeromonas y otros, lo aque requiere algunas veces de pruebas
bioquimicas adicicnales.

De la mayoria de muestras de agua se aisla frecuentemente V.
cholerae no 01. V. cholerae no Ol es bioguimicamente ignal a
V. cholerae 01, diferenciéndose de este porque no aglutina con
el antisuero polivalente Ol1. Necesita para su confirmacién de
algunas pruebas bioquimicas como el crecimiento en un caldo
ratritivo sin sal, pues se sazbe que las Onicas especies de
Vibrio que no son halofilicas son: V. cholerae v V. mimicus.
Este altimo se diferencia de V. cholerze Unicamente por no
* fermentar la sacarosa,

En algunos casos se ha aislado en muestras de agua V. cholerae
Ol ¥ no 01 juntos; por lo que se recomienda picar no mencs de 5
colonias sacarosa-pesitivo., 2&mbas colonias son similares.
Otro problema en el andlisis de agua, es que se aislan ruchas
cepas rmgosas de V. cholerae, lo que impide su serotipificacién.
Debe usarse como primesr paso en la serologia un control negativo
con solucidn salina estéril. Las cepas rnigosas aglutinan con
solucion salina. Esto evitara el reportar falsos positivos.
Debido a que el antisuero polivalente 01, es uno de los insumos
In3s caros, se realizaron prusbas, comprebandose are una dilucidn
1:4 del antisuero con solucién salina formalinizada al 0.5% vy
estéril es igual de efectiva que el antisuero no diluido. No se
recomienda diluir todo el zntisuero, puede ser conforme se vaya
utilizando (1 ml del anmtisuero + 3 ml del diluyente). ILos
antisueros monovalentes (serotino) no deben diluirse.
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Esquema 1

AISLAMIENTO E IDENTIFICACIGN DE VIRRIO CHOLERAE

Lgar TCBS

Incubar 18 hLoras

-
O £—

amarillas

[lUESTRAS FECALES

- — — — = — MUESTRA__ _ _ _ _ _ _.
, I
]
oa APA ALCA |--- Siembra a/
AGUA PEPTONADA ALCALINA I : =,
Incubar 36°C" - i directa

6-8 horas I
‘/ \ !

] b/

Agar no selectivo—

Incuvkar a 36°¢C
8-18 horas

Colonias

sospechosas
Prueba de Oxicdasa

(+)

Aglutinacidén Polivalente
V. cholerze 01

I I
(+) (=)

-1 Prueba del Cordén (+)
V. cholerae Q1 Crecimiento en caldo

nutritivo (0% NacCl) (+)
Ornitina (+)

V. cholerze no 01

a/ La siembra directa es Gtil en el diagnéstico répido de los

~ casos severos. Se puede omitir y partir del cultivo en APA,
cumpliendo con su subcultivo entre las 6-8 hrs. de incubacién.

b/ Agar Sangre de Carnero, Tripticasa Soya, Mueller-Hinton o Nutritive
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ESQUEMA 2
ATISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE
YIBRITO CHOLERAR Ol ¥ NO OL
MUESTRAS AMBIENTALES

AGUA PEPTONADA ALCALINA
[APA]

6y 152 tores de

incobacién 2 36°C

sembrar de la superficie del APA
[3 asadas] a agar TCBS

18-24 hrs/36°C

Selececionar 3 6 mias
Colonias amarillas

v//// [sacarosa positivo]\\\\\

T%I (s} KIA agar no selectivo*x
' l
! I
K 6 A/A K/A - Prueba oxidasa: Positiva
l Prueka éel CoréSn: Positiva
AGLUTINACION
Polivalente V., chalerze 0:1
! 1
Serotipificzciédn [+] (-1
N J
Y. cholerag 0:1 Otras pruebas para con-
firmar Y. choleraes no O1
Biotipificacién l
PRUEEAS Crecinlerto en caldo nutritive
EASICLS sin FzCl t
Nescarberilacion Orpitita ¢
$ § las 18 brs de incubacidn, pasar 1 xl. ¢ Tripticasa soya,Kueller Bitton o Iger sargre
a ua tcho de 19 a1, de IPD, la que de careero.

despaés de 6 brs. de incobacicn ce
sjesbra a TCES.



