VI. Identificacion de Vibrio cholerae en el laboratorio

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 colera 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 O1. En términos generales, si el aislamiento proviene de una re-
gién amenazada por el cdlera 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 confusién 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-3), 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 colera, 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 01, 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 aglutinacién 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 cultivo de la superficie del agar de in-
fusién de corazén (HIA), agar hierrc de Kligler (KI1A), agar de tres aziiea-
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 pequefia gota de antisuero. Por lo gene-
ral, se mezelan volimenes 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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balancea la ldmina hacia atrds y adelante para observar la aglutinacién. Si
la reaccién es positiva, en un lapso de 30 segundos a 1 minuto aparece una
aglutinacion muy intensa (Figura VI-1).

B. Identificacion bioquimica de V. cholerae

Debido a que la confirmacion de V. cholerae O1 requiere tan solo la
identificacion de los antigenos del serotipo O1 por aglutinacién en ldmina,
la confirmacién bioquimica rara vez es necesaria (véase el Capitulo II, “La
funcién del laboratorio de salud piiblica”). En el Cuadro VI-4 se presenta
una breve lista de pruebas bioquimicas que se pueden utilizar para confir-
mar aislamientos de V. cholerae. Si los resultados de las pruebas con un
aislamiento son los mismos que se muestran en el Cuadro VI-4, la identifi-
cacion del aislamiento se confirma como V. cholerae. Sin embargo, si el ais-
lamiento no da los resultados que se muestran en el cuadro, serd necesario
aplicar pruebas adicionales para la identificacion. Véanse en el Capitulo XI,
“Preparacion de medios de cultivo y reactivos”, las instrucciones para pre-
parar los medios de cultivo y los reactivos para las pruebas bioquimicas
que se muestran en el Cuadro VI-4. El uso de los medios de cultivo KIA o
TSI, las pruebas de la oxidasa y del “hilo mucoide”, y las reacciones de ar-
ginina y lisina pueden ser ttiles para seleccionar aislamientos que parezcan

Figura VI-1. Los antisueros contra el serogrupo O1 de V. cholerae aglutinan los mi-
croorganismos homologos (izquierda). Un testigo de suero normal o de solucion sa-
lina (derecha) no presenta aglutinacion.
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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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Figura VI-2. Una prueba positiva de la oxidasa (como se muestra aqui) da por re-
sultado la aparicion de un color morado oscuro en 10 segundos. V. cholerae es oxi-
dasa positivo, lo cual lo diferencia de los microorganismos oxidasa negativos tales
como los miembros de la familia Enterobacteriaceae.,

tenidas por cultivo durante 18 a 24 horas en agar de infusion de corazén n
otro medio no inhibitorio) en una gota de solucién acuosa de desoxicolato
de sodio al 0,5%. Si el resultado es positivo, las células bacterianas se lisan
por efecto del desoxicolato, con lo cual la suspensién perderd turbidez y el
DNA liberado de las células lisadas ocasionara que la mezela se haga vis-
cosa. Al retirar lentamente de la suspension el asa, se forma un “hilo” mu-
coide (Figura VI-3). La mayor parte de los vibriones son positivos, en
tanto que las cepas de Aeromonas suelen ser negativas,

3. Agar hierro de Kligler o agar hierro de tres azlcares

El agar hierro de Kligler (KIA) y el agar hierro de tres azicares (TSI)
son medios selectivos que contienen carbohidratos y son de uso general en
la microbiologia de diagndstico. Aunque se usan de modo parecido, contie-
nen distintos earbohidratos. Las reacciones de V. cholerae en KIA, que con-
tiene glucosa y lactosa, son similares a las de los miembros de la familia
Enterobacteriaceae que no fermentan la lactosa (K/A, y no producen gas ni
H.S) (Figura VI-4). El medio TSI, que contiene sacarosa ademds de glu-
cosa y lactosa, presenta reacciones de A/A y no produce gas ni H,S. Los
tubos de KIA o TSI con plano inclinado se inoculan mediante picadura y
estriacion. Los tubos se incuban a una temperatura de 35° a 37 °C y se

o
3



Identificacién de Vibrio cholerae en el laboratorio

Figura VI-3. Se muestra aqui una prueba del hilo mucoide
positiva con V. cholerae; es un metodo rapido y sencillo
para distinguir entre el género Vibrio (fundamentalmente
positivo) y Aeromonas (casi siempre negativo).

4 . .

-

Figura VI-4. Reacciones de V. cholerae en agar hierro de Kli-
gler (izquierda) y agar hierro de tres aztcares (derecha).
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examinan después de 18 a 24 horas. Las tapas de todos los tubos de las
reacciones bioquimicas deben mantenerse poco apretadas antes de la incu-
bacién, pero esta condicién es particularmente importante para los tubos de
KIA y agar TSI. Si las tapas estin demasiado apretadas y existen condi-
ciones anaerobias en dichos tubos, las reacciones caracteristicas de V. chole-
rae quiza no se presenten y puede ocurrir una reaccién inapropiada.

4. Carbohidratos

Los caldos de glucosa y sacarosa deben inocularse ligeramente con cul-
tivos recién obtenidos. Los caldos se incuban a una temperatura de 35° a
37 °C y se observan a las 24 horas. Si las pruebas de fermentacién son nega-
tivas a las 24 horas, hay que incubarlos hasta 7 dias. Cuando se utiliza indi-
cador de Andrade en el medio de cultivo, la produccion de dcido se pone de
manifiesto por la aparicién de color rosado (Figura VI-5). V. cholerae fer-
menta la glucosa y la sacarosa, pero no produce gas a partir de ellas.

5. Reacciones de descarboxilasa y dihidrolasa

Los caldos para las pruebas de arginina, lisina, ornitina y testigo (sin
aminodcidos), modificados por la adicién de 1% de NaCl, se inoculan ligera-

Figura VI-5. Con el indicador de Andrade en el medio de car-
bohidratos, si hay fermentacion aparece un color rosado; en
las reacciones negativas el color es amarillo.
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mente a partir de un cultivo recién obtenido, Al caldo en cada tubo se
agrega una capa superficial de aceite mineral estéril de 4 a 5 mm de espe-
sor. Se incuba a una temperatura de 35° a 37 °C y se lee a las 24 y 48
horas, pero si la prueba es negativa se incuba hasta 7 dias. Cuando se utili-
zan como indicadores el purpura de bromocresol y el rojo de cresol, una
reaccion alealina (positiva) da color morado, en tanto que una reaccién ne-
gativa o dcida se indica por un color amarillo (Figura VI-6). La prueba es
valida solamente si el tubo testigo permanece negativo (amarillo). V. chole-
rae es tipicamente positivo para la descarboxilasa de lisina, en tanto que
otras especies de Vibrio son negativas y las de Aeromonas dan reacciones
variables. V. cholerae es tipicamente negativo para la dihidrolasa de argi-
nina, en tanto que Aeromonas, Plesiomonas y ciertas especies de Vibrio
son positivos. V. cholerae es positivo para la descarboxilasa de ornitina.

Tubos de agar con hierro y lisina y de glucosa con arginina de
plano inclinado

En lugar del caldo de lisina (véase el parrafo precedente), para investi-
gar la produceion de descarboxilasa de lisina se puede usar un tubo de
agar con hierro y lisina (LIA) de plano inclinado. De modo andlogo, en lu-
gar del caldo de arginina, para investigar la produccion de dihidrolasa de
arginina se puede utilizar un tubo semejante de glucosa con arginina
(AGS; Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Uni-
dos. Bacteriological Analytical Manual, 6" edicién. Arlington, Virginia:

Figura VI-6. Reacciones de descarboxilasa y dihidrolasa para V. cholerae; de iz-
quierda a derecha: lisina (+), arginina (—), ornitina (+) y testigo (—).
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Association of Official Analytical Chemists, 1992). Estos tubos de plano in-
clinado se utilizan con mayor frecuencia como parte del proceso de selec-
cién (véanse los Capitulos IV y V). Los tubos de LIA y AGS se inoculan
mediante picadura y estriacién. Los microorganismos que producen descar-
boxilasa de lisina en LIA (o dihidrolasa de arginina en AGS) causan una
reaccién alcalina (color morado) en todo el medio. Los microorganismos que
no poseen estas enzimas producen tipicamente una superficie alcalina (mora-
do) y un fondo dcido (amarillo). V. cholerae da una reacciéon K/K en LIA
(lisina positiva), pero produce una reaccion K/A (arginina negativa) en
AGS.

6. Caldos con sal

Los caldos con sal al 0% y al 1% (base de caldo nutritivo [Difco Labora-
tories, Detroit, Michigan]; véanse en el Capitulo XI, “Preparacién de me-
dios de cultivo y reactivos”, las instrucciones especiales para la preparacion
de los caldos con sal) se inoculan muy ligeramente con un cultivo recién ob-
tenido. El inéculo debe ser tan ligero que no cause turbiedad antes de in-
cubar los caldos. Los caldos se incuban a una temperatura de 35° a 37 °C y
se leen a las 18 a 24 horas. Si no hay crecimiento de un dfa para otro, se
incuban hasta 7 dias (Figura VI-T).

7. Prueba de Voges-Proskauer

El laboratorio de referencia de los Centros para el Control y la Preven-
cién de Enfermedades (CDC) utiliza una modificaciéon de la prueba de
Voges-Proskauer que aumenta la sensibilidad con los vibriones. Segin esta

- Figura VI-7. V. cholerae
crece en ausencia de NaCl
(tubo B), pero el crecimiento
se ve estimulado al agre-
garse NaCl al 1% (tubo A).
El tubo C, NaCl al 0%, ino-
culado con V. parahaemolyti-
cus, no muestra crecimiento.
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modificacion, en el medio (caldo de Voges-Proskauer con rojo de metilo
[MR-VP] ) se incorpora 1% de NaCl; ademads, el reactivo A consiste en 5%
de alfa naftol en etanol absoluto, y el reactivo B es una solucion de 0,3% de
creatina en 40% de hidréxido de potasio (KOH). El microorganismo de
prueba se incuba en el caldo de MR-VP durante 48 horas antes de que se
agreguen los reactivos A y B. Un color rojo cereza indica una reaceion
positiva (Figura VI-8).

8. Sensibilidad al compuesto vibriostatico 0/129

La sensibilidad de los microorganismos al fosfato de 2,4-diamino-6,7—
diisopropil-pteridina (denominado compuesto 0/129 o vibriostatico) se ha
recomendado y usado como un método primario para diferenciar entre
Vibrio (sensible al 0/129) y Aeromonas (resistente al 0/129). Si bien la
mayor parte de los aislamientos de V. cholerae han sido sensibles al 0/129,
varios informes recientes han deserito aislamientos clinicos y ambientales
que fueron resistentes a este compuesto. En dichos informes, aislamientos
de V. cholerae 01 y distintos de 01 fueron resistentes a 10 y 150 pg de
0/129, a semejanza de Aeromonas. Debe tenerse precaucion cuando se re-
curre a esta prueba.

C. Pruebas de hemolisis

Histdricamente, los biotipos cldsico y El Tor se diferenciaban por la eca-
pacidad del grupo El Tor para lisar los eritrocitos. Sin embargo, hacia 1972
casi todos los aislamientos de EI Tor en el mundo eran no hemoliticos. Las

Figura VI-8. V. cholerae pro- ’ '

duce acetoina, la cual se de- .
tecta en la prueba de Voges- |
Proskauer por la aparicion
(reaccion positiva) de un ‘
color rojo (izquierda). A la
derecha se observa una
reaccion negativa.
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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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Figura VI-9. Cepa hemolitica de V. cholerae en una placa de agar con sangre de
carnero.

cién de cepas intensamente hemoliticas, tales como las clonas de las aguas
del Golfo de México correspondientes a los Estados Unidos y las de Aus-
tralia, de las cepas no hemoliticas latinoamericanas. Si los resultados de la
hemélisis en placa no son concluyentes, se recurre al método de hemdlisis
en tubo, el cual tiene menos riesgo de una falsa interpretacion.

2. Hemolisis en tubo

Testigos: se utilizan dos cepas bien caracterizadas de V. cholerae; una
debe ser acentuadamente hemolitica, y la otra, no hemolitica.

1) Se lavan 20 ml de eritrocitos de carnero en 25 ml de solucién salina con
amortiguador de fosfato (PBS), 0,01 M, pH de 6,8 a 7,2. El lavado se
repite dos veces en cada ciclo, y se practican en total tres ciclos. Se pre-
para una suspension al 1% (volumen/volumen) de concentrado (“pa-
quete”) de eritrocitos de carnero en PBS.

2) A partir del cultivo recién obtenido, las cepas de prueba y las testigo se
inoculan en caldo de infusién de corazén (o caldo de tripticasa de soya)
con 1% de glicerol (pH 7,4) y se incuban a una temperatura de 35° a
37 °C durante 24 horas. Después de la incubacién, se centrifuga cada
caldo para sedimentar las células bacterianas; se retira el sobrenadante
con una pipeta Pasteur.

3) Se divide el sobrenadante en dos porciones iguales. Una alicuota se ca-
lienta a 56 °C durante 30 minutos. Se hacen diluciones dobles seriadas
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en PBS (se diluye hasta 1:1.024) de los sobrenadantes calentados y no
calentados.

4) Se agregan 0,5 ml de la suspension al 1% de eritrocitos de carnero en
PBS a 0,5 ml de cada dilucion del sobrenadante.

5) Se incuban en bafio de Maria a 37 °C durante dos horas. Se retiran las
suspensiones del bafio y se mantienen a 4 °C de un dia para otro.

6) Se examinan en busca de signos de hemdlisis. Los eritrocitos no lisados
se depositaran en el fondo del tubo de prueba y formardn un “botdén”
(Figura VI-10). Si los eritrocitos se lisan por efecto de la hemolisina, no
habra botén. Los titulos de hemolisina se expresarian como la dilucién
mds alta en la que se presentd hemdlisis completa.

7) Se comparan los resultados de los sobrenadantes calentados y no calen-
tados. Los tubos calentados no deben presentar hemdlisis, ya que la
hemolisina de V. cholerae es termoldbil y, si se encuentra, se inactiva
por la incubacion a 56 °C (paso 3, arriba). Los titulos de 2 a & se consi-
deran intermedios, y los de 16 o mayores, intensamente positivos.

D. Pruebas para determinar los biotipos de V. cholerae O1

La diferenciacién de V. cholerae O1 en los biotipos clasico y El Tor no
es necesaria para el control o tratamiento de log pacientes, pero puede

Figura VI-10. En el tubo de la izquierda se muestra la prueba de hemdlisis en tubo,
caracterizada por la ausencia de un “boton” de eritrocitos sedimentados y la pre-
sencia de hemoglobina libre en el sobrenadante.
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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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Figura VI-11. La cepa El Tor de V. cholerae O1, a la izquierda, es resistente a la
accion del antimicrobiano polimixina B (disco de 50 unidades). La cepa clasica de
V. cholerae O1, a la derecha, muestra una zona caracteristica de inhibicion.

realizan otras pruebas de biotipificacién o el aislamiento se envia para con-
firmacién a un laboratorio de referencia. Las cepas cldsicas, por lo general,
son sensibles a la polimixina B y dardn una zona de inhibicién, Debido a
que el tamafio de la zona no es importante, cualquier zona se interpreta
como un resultado positivo.

3. Hemaglutinacion (prueba directa)

Se pueden utilizar eritrocitos frescos de pollo o de carnero para este anali-
sis. A partir de eritrocitos lavados (tres veces) y concentrados (por centri-
fugacion) se prepara una suspension al 2,5% (volumen/volumen) en solucién
salina normal, después del lavado final. Se coloca una gran asada de sus-
pension de eritrocitos en una limina de vidrio. Con una aguja o asa se
toma una porcién pequena de colonias cultivadas en agar no selectivo y se
mezela bien con los eritrocitos. Cuando la prueba es positiva, la aglutina-
ci6n de los eritrocitos ocurre en 30 a 60 segundos (Figura VI-12). Con cada
nueva suspension de eritrocitos se deben utilizar cepas testigo hemaglutinan-
te (El Tor) y no hemaglutinante (clasica). Las cepas de V. cholerae O1 cli-
sico que llevan mucho tiempo en el laboratorio o que son producto de pases
repetidos en caldo pueden causar hemaglutinacién y no deben utilizarse
como testigos.
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Figura VI-12. V. cholerae O1 biotipo El Tor aglutina los eritrocitos de carnero como
se muestra a la izquierda. El biotipo clasico de V. cholerae O1, a la derecha, no
aglutina los eritrocitos.

4. Sensibilidad a los bacteriéfagos

Se puede determinar el biotipo por la sensibilidad de un aislamiento del
serogrupo O1 de V. cholerae a un bacteriéfago especifico. Las cepas cldsicas
de V. cholerae O1 son sensibles al bacteridfago del célera “cldsico IV”; los
aislamientos de EIl Tor son sensibles al bacteriéfago “El Tor 5”. Aunque es-
tas pruebas son muy confiables, la propagacion, el almacenamiento y el uso
de bacteriéfagos es técnicamente muy exigente y por lo comun se realiza
en muy pocos laboratorios de referencia. Si se requiere la determinacion
del biotipo mediante sensibilidad a bacteriéfagos, debe realizarla un labora-
torio que utilice cominmente este método.

A continuacion se deseribe en forma resumida el uso de bacteriéfagos
en la biotipificacion de V. cholerae O1. El aislamiento que se va a someter a
prueba proviene de un cultivo puro de 18 a 24 horas en un medio no inhibi-
torio. La muestra se inocula en caldo de infusion de cerebro y corazon
(o caldo con tripticasa de soja) y se incuba durante 6 horas a una tempera-
tura de 35% a 37 °C. A continuacion, se siembra una muestra del aisla-
miento en la fase exponencial (logaritmica) del erecimiento (densidad dptica
= 0,1) en una placa de agar de infusion de cerebro y corazon; para ese
efecto, se humedece un hizopo de algodén en el caldo de 6 horas y se frota
ligeramente toda la superficie. Las cepas testigo positiva y negativa tam-
bién se deben inocular. Se aplica al cultivo bacteriano confluente una gota
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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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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.

Bibliografia

Barrett TJ, Blake PA. Epidemioclogical usefulness of changes in hemolytic activ-
ity of Vibrio cholerae biotype El Tor during the seventh pandemic. J Clin
Microbiol 1981:13:126-129.

Barry AL, Thornsberry C. Susceptibility tests: diffusion test procedures. En:
Balows A, Hausler WJ Jr, Herrmann KL, Isenberg HD, Shadomy HJ, editors.
Manual of Clinical Microbiology. 5th ed. Washington, D.C.: American Society
for Microbiology, 1991: 1117-1125.

Feeley JC. Classification of Vibrio cholerae (Vibrio comma), including E] Tor
vibrios, by infrasubspecific characteristics. J Bacteriol 1965,89: 665-670.

Kelly MT, Hickman-Brenner FW, Farmer JJ IIL. Vibrio. En; Balows A, Hausler
WJ Jr, Herrmann KL, Isenberg HD, Shadomy HJ, editors. Manual of Clinical
Mierobiology. bth ed. Washington, D.C.: American Society for Microbiclogy,
1991: 384-395.

Sahm DF, Washington JA I1. Antibacterial susceptihbility tests: dilution meth-
ods. En: Balows A, Hausler WJ Jr, Herrmann KL, Isenberg HD, Shadomy HJ,
editors, Marnual of Clindeal Microbiology. dth ed. Washington, D.C.: American
Society for Microbiology, 1991: 1105-1116.

World Health Organization, Manual for Laboratory Investigations of Acute
Enterie Infections, Geneva: World Health Organization, 1987; publication no.
WHO/CDD/83.3 rev 1.

72



