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 sec-
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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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 conservaeion 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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Figura 1ll-1. Medio de transporte semisolido de Cary-Blair.

Aplicando las normas de la asepsia, rompa la parte sobrante del palito del
hisopo que ha sido tocada por sus dedos. Coloque el tapén en el tubo y
apriételo fuertemente. Transporte o almacene el medio inoculado a tempera-
tura ambiente (25 °C) o refrigerado (4 °C).

2. Otros medios microbiologicos de transporte

El agua peptonada alcalina (APW) puede emplearse para transportar V.
cholerae por periodos breves, si no se tiene medio de Cary-Blair. E1 APW
no debe usarse si el subcultivo va a efectuarse mds de 6 horas después de
la recogida, pues transcurrido ese lapso la multiplicacién de otros microor-
ganismos sobrepasari a la de los vibriones.

Si no se cuenta con medio de Cary-Blair, los medios de transporte de
Amies (pH 7,4) y de Stuart (pH 7,3) pueden utilizarse para transportar las
muestras, pero solo por periodos breves (1 6 2 dias) porque el pH de estos
medios no es 6ptimo para V. cholerae. La solucién salina amortiguada con
glicerol no es apropiada para el transporte de V. cholerae y por tanto no
debe emplearse.

C. Muestras directas sin conservador

Si no se pueden usar medios microbiolégicos de transporte, una opcién
consiste en impregnar de heces liquidas un trozo de papel de filtro, gasa o
algodén y colocarlo en una bolsa de pldstico. La bolsa habrd de cerrarse
muy bien para que la muestra conserve la humedad y no se seque. La adi-
cién de varias gotas de solucién salina a la bolsa puede ayudar a evitar la
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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 capitulo XII, “Almacenamiento y
envio de los aislamientos”, se dan instrucciones acerca del envio interna-
cional de muestras para estudios diagnésticos 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 primario apropiado (tubo de ensayo,
recipiente para heces, medio de transporte, vial de suero).

o 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.

s 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 procesara (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 méds 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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