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1. INTRODUCCION

El colera es una enfermedad intestinal bacteriana aguda y grave,

causada por el Vibrio cholerae Ol, biotipo Clasico (cholerae) o

El Tor, que generalmente ocure: en ciertos brotes explosivos, vy
Que€ se caracteriza por una diarrea acuosa abundante, de color
blanquecino, como ”égua de arroz", vomitos Ocasionales, deshi-
dratacion répida acidosis, calambres musculares y colapso res-
piratério pudiendo llevar al paciente a la muerte en un perio-

do de 4 a 48 horas ( casos no tratados ).

Los efectos son debidos a 1a accion de una exotoxina (enteroto-
na), producida por el V.cholerae que actua en las celulas epite
liales de la mucosa intestinal haciendo que la misma se torne
extremadamente permeable, provocando perdida de grandes cantida

des de llquldos Y electrolitos.

Debido a la gran perdida de liquidos la sangre se torna visco-
sa, perjudicando el funcionamiento de varios organos vitales, y
la acidosis es debida 1 la perdlda raplda de bicarbonato, y a
la deplecion de potasio. La Susceptibilidad y la inmunidad al cé
lera es muy variable, siendo que la aclorhidria géstrica, favo-

rece la sobrevivencia de los vibrios en el estomago.

Comunmente afecta mas a la poblacion adulta Yy a ninos mayores,

de 2 anos.

Las infecciones asintomaticas y las formas benignas ( diarreas
discretas ) son mas comunes que los casos graves Yy estos casos
son epidemiologicamente importantes parala permanecia del baci-

lo en la comunidad y eén el medio ambiente.

La persistencia de 1la enfermedad en zonas endem1cas es fa0111ta
da por los individuos infectados que eliminan el vibrio durante

una a dos semanas, por 1la elevada proporcion de infecciones

asintomaticas y corta inmunidad Pos-infecciosa, lo que posibili




ta frecuentes reinfecciones.

Durante siglos, el colera estaba limitado, de forma endemica a
la regién de los Rios Ganges y Brahmaputra de la India y Bengala
v en el periodo de 1817 a 1923, ocurrio una expansion de esta en
fermedad por casi todo el mundo, constatandose la ocurencia de 6
nandemias distintas, que afectaron a Europa, Asia, Norte de Afri
cay América. En la sexta pandemia ocurrida entre 1899 y 1923,

el colera no logré alcanzar América, siendo Isla de Madera y Ser

via el punto mas afectado.

La séptima pandemia de colera que afecto alrededor de 98 paises,

se debe al Vibrio cholerae, biotipo El Tor, y tuvo su inicio eén

1961 en Celebes, en Indonesia habiendo sido responsable por cer-

ca de 1.140.000 casos de colera durante el periodo de 1970 a 1989.

Sin embargo, durante la década de 1980 el numero de casos de co-
lera relacionados habian disminuido anualmente y el numerode pai
ses afectados triplicado. En enero de 1991 la séptima pandemia
llegé a América Latina a traves de una epidemia de colera de gran
magnitud que se inicié en ciudades de la costa de Peru, causado
por el biotipo El Tor, serotipo Inaba, siendo reportados después
casos en varios paises de América del Sur (Chile, Ecuador, Colom
bia, Brasil, etc.) siendo la primera vez en este siglo en que ég

ta enfermedad afecta al Brazil.

La répida propagacién de la enfermedad, en varios paises se debe
principalmente a las caracteristicas del biotipo El Tor (oue cau
sa muchos casos de infecciones asintomaticas y diarrea blanda)

‘falta de una vacuna eficaz, rapidos medios de transporte, turis-
mo, flujo migratorio procedentes de adreas endemicas, malas condi

ciones de saneamiento y principalmente falta de agua potable.

El colera es una enfermedad de transmision hidrica y ocurre pri-
mariamente a traves de la ingestion de agua contaminada y ademas

por alimentos contaminados con heces o vomitos de individuos in-
fectados, manipuladores asintomaticos de alimentos, contacto di-

recto con heces del paciente, o a traves de vectores (moscas y cu

carachas) .

Considerando que el medio principal de propagacion del colera es
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el agua, en épocas probables de surgimiento de epidemias, el mo-
nitoreo y control de los principales cursos de aguas superficia-
les (rios, represas, lagos, etc.) y aguas subterraneas ( pozos,
manantiales, etc. ) debe ser aumentado y merecen cuidadosas in-
vestigaciones para asegurar su protecion y la adopcién de medi-
das preventivas para evitar la propagacion de 1la enfermedad. Por
lo tanto debera darse prioridad a la aplicacion de principios
fundamentales del Saneamiento relacionadas con la disposicion de
las heces humanas, la higiene ¥y la seguridad de 1los alimentos, y

garantizar el agua potable para la comunidad.

El reservorio natural del Vibrio cholerae 0l, no es aun bien co-

nocido. Sin embargo se asume que es el hombre, mas recientes evi
dencias han sugerido que ei ambiente acuatico puede ser el reser
vorio natural de las bacterias y estaria asociado a la presencia
de quitina presente en los carapachos de varios animales mari-

nos y plantas acuaticas.

Como las autoridades de Salud Publica de México, estan preparan-
dose para enfrentar la amenaza del Cdlera en el pais €s considera

do que la vigilancia de Vibrio cholerae en el medio aquatico es

de suma importancia para localizar y tomar medidas de emergencias
para eliminar focos de contaminacion y realizar rastreos del ori-
geén de la contaminacidn en regiones vulnerables (pues es reconoci
do el papel de las aguas como la principal fuente de diseminaciodn
del agente del célera). Somos de opinion que los profesionales
de los Laboratdrios de Microbiologia Ambiental deben estar adecua
damente entrenados para realizar el diagndstico laboratorial del
V. cholerae en muestras de aguas, pues los servicios de laborato-
rio son muy importante para 1a vigilancia epidemiolégica del célg

ra.




2. CONSIDERACTIONES SOBRE LA SOBREVIVENCTA DEL VIBRIO CHOLERAE
EN AGUAS

Entre la familia Vibrionaceae, que representa el genero Vibrién,
la espécie de V. cholerae con los serotipos 01 Y no 01, por su al
ta relevancia en Salud Pﬁblica, ha merecido un gran enfoque en
el ambiente marino, habiendo varios autores relatado]a.sobreviveg
cia de esas bacterias por largos periodos, en el ambiente ‘marino
(tabla 1), contrariamente a 1o queé sucede con las bacterias indi-

doras de contaminaciodn feecdal, el coliforme, que decae rapidamen-
te em aguas Ssaladas.

La Sobrevivencig del Vibrio cholerae en el medio acuatico es de

gran interes epidemiologico, una vez que el agua constituye la

fuente principal de diseminacidn del colera Y la posible estan-

La viabilidad del vibrio en el medio acuético €s directamente in

fluenciada por el pH, temperatura, luz solar, presiodn osmotica

b

Sales, materias Organicas, presencia de bacterias, pudiendo so-
brevivir varios dias Y sSemanas.

Los estudios realizados en el CETESB (1983/1984), €N convenio con

la OMS, en 1as aguas del Estado de Sa0 Paulo, demostraron que
la sob?ev1v1en01a de V.cholerae en agua de mar fue alrededor de ¢
a 26 dias, en agua dulce de 6 g 19 dias, y de 5 a 12 dias et = A~

guas residuales. Se comorobo también en este estudio que en agua

Dependiendo de1 tipo de agua, su periodo de sobreviviencia puede

Seér mayor, eXistiendo datos en 1la literatura internacional que
citan hasta 60 dias.

Trabajos recientes han demostrado que el Vibrio cholerae parece

S€r una especie autoctona del ambiente éstuarino, siendo tambien

cir toxina.

El V.cholerae no Ol ha sido encontrado asociado al zooplanc-
22110 L erag
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ton en aguas de la citada Bahia Y en aguas superficiales de Bang

ladesh ( Colwell et all, 1980 ).

PERSINGAN, (1965), estudiando la sobrevivencia del Vibrio

cholerae E1 Tor en alimentos y agua, observo que la sobrevivencia,
en el agua de mar (in natura), fuée de 10 a 13 dias a temperatura
ambiente y 58 a 60 dias a temperatura de refrigeracion y de 10 a

11 dias, cuando fueron €Xpuestos a la luz solar.

MIYAKI y colab. (1967), relataron estudios sobre la viabilidad

del Vibrio cholerae 0l El Tor en diferentes ambientes y observa

ron que el pH, temperatura y presién osmotica eran los factores

principales. La bacteria no soportaba pH 5,0 o inferior. En con-
diciones optimas de pH, la presién osmoética optima  fué de 250
mOSm a 700 mOSm. Presion superior a 1200 mOSm fueé desfavorable

para el crecimiento de los microrganismos.

SINGLETON y colab. (1982), estudiaron, en '"microcosmos' prepara-
dos en laboratorio, la influencia de la salinidad en concentra-
ciones de nutrientes organicos la sobrevivencia Yy el <crecimien-

to de una cepa de V.cholerae O1 enteropatogenica aislada de un

paciente de Lousiana.

El medio para 1la preparacién de los "microcosmos!'" fue agua de mar
sintética, con varias concentraciones de sales, enriquecida con
diferentes concentraciones de triptona, como fuente de carbono y
verificaron que la salinidad éptima para el crecimiento era de
25%0. En salinidades inferiores a ésta Y superiores al 35%0, hubo

una disminuicion significativa en el numero de bacterias.

Observaron tambien que, en salinidades por encima o por debajo
del optimo el requerimiento de materia organica, fue superior a

500 g/L como triptona.

Esos datos son coincidentes en relacion a estudios realizados nue
vamente por SINGLETON y colab. (]982a), estudiando los efectos de
temperatura y salinidad en el Crecimiento de V.cholerae 01 ais-
lados del medio ambiente y de material clinico. Los autores con-
cluyeron que el V.cholerae tiene preferencia por salinidades mode
radas entre 15%o0 y 25%0, y pueden sobrevivir en bajas condiciones

de temperatura y nutricion y serian autbéctonas de aguas saladas

y salobres.




COLWELL y colab. (1977) relataron el aislamiento del V.cholerae

no 0l en varias partes de 1la Bahia de Chesapeake. La concentra-
cion de los vibriones aislados fue de mas de 7/litros y el aisla
miento fue hecho en lugares con salinidad entre 0,4 e 1,7%0. No
hubo ninguna correlacion entre V.cholerae y otras bacterias, co-
liformes, coliformes fecales O salmonelas ¥y en el sedimento u
otros.Em 1980, COLWELL aislo mas de 46 vibriones/litro con sali-
nidad de 0,3 a 1,7%0 y temperaturas de 280C. Ya que la presencia
de V.cholerae no esta relacionada con contaminacion fecal, se
- cree que V.cholerae sea una especie autoctona en ecosistemas eg
tuariros. La mayoria.&ek£CEpas‘aisladas de agua de mar, se ha de-
monstrado que no son patégenas ni toxicas. Algunas cepas de

V.cholerae Ol y V.cholerae no 01 aisladas en la Bahia de Chesapea
ke mostraron evidencia de prodwxiénde toxina, por tanto, mas es
tudios deben ser realizados para un mejor esclarecimiento del pro
blema. En las tablas correspondientes (5 a 10), se resumenen el

tiempo de supervivencia del V. chblerae em diferentes tipos de

alimentos, y la tabla 11 en superficies.
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3. DEFINICIONES

Epidemiologia: Es el estudio de las condiciones de salud y de 1la
ocurrencia de las enfermedades en las poblaciones buscando
la interrelacion de las causas que las determinan. De una

forma general es la ciencia de como ocurre la enfermedad.

Endemia: Término usado para definir la incidencia de una enferme
dad en una colectividad dentro de los limites habituales expllca
bles por la accion casual de dos factores que favorecen o desfa-
vorecen su ocurrencia. En otras palabras es la ocurrencia habi-
tual de una enfermedad o de un agente infeccioso en determinada

area geografica.

Epidemia: Termino usado para definir la ocurrencia de una enfer-
medad en una poblacidn en el nume ro de casos que sobrepasa la in
cidencia esperada por las variaciones casuales. Cuando una area
geograflca es restringida y el numero de personas es pequeno el

termino que se acostumbra a usar es surto.

Pandemia - ( gr. pan:todo; demos: poblacion ): término usado para
definir una epidemia que atinge gran numero de personas en una

vasta area geografica ( uno o mas continentes ).

Vibrio cholerae: Bacilos gram-negativos, ligeramente curvos con

aproximadamente 0,5 a 0,8 um de diametro por 1,4 a 2,6 pm de longitud. SoqeenJ‘
bios o anaerobios facultativos, moviles por un flagelo polar, no
producen H S y son oxidasa positivos. Fermentan la glucosa, saca
rosa, manltol y maltosa sin producidn de gas. Decarboxilan la 1i
sina y ornitina y son arginina dihodrolasa negativa. Reducen ni-
trato a nitrito, producen gelatinasa, quitinasa e indol, crecen
a 40°C y toleran la alcalinidad elevada (pH 9,2). No utilizan
inositol, salicina, D-sorbitol, L- alanina, L-tirosina y putres-
cina y son sensibles al agente vibriostatico 0129. No requieren
el ion Na* para el crecimiento, mas son capaces de crecer en con
centraciones de hasta 3% de NaCl. Segin Smith (1979) el Vibrio
cholerae puede ser subdividido en 72 serogrupos basado en las ca
racteristicas serologicas del antigeno O, siendo el serogrupo 0Ol

el responsable del colera. E1 Vibrio cholerae 01 incluye los se-

rotipos Ogawa e Inaba ( y Hikojima ) y puede ser dividido en

biotipo Clasico ( o Cholerae ) vy E1 Tor. La diferenciacion de




los dos biotipos es basada en las pruebas de hemolisis de eritro
citos de carnero, hamaglutinagién de eritrocitos de gallima, fer
mentacion butilen—glucélica (VP), sensibilidad de 1la polimixina

B (50V) y bacteriofagos especificos.

Colera: Infeccidn intestinal bacteriana aguda, que se caracteri-
za por el inicio brusco, diarrea abundante acuosa, de color blan
quecino tipo agua de arroz, con olor a pescado, sin moco o san-
gre. En los casos tipicos ocurren gran pérdida de agua y electro
litos, vomitos, rapidas deshidratacidén, acidosis, calambres mus-
culares y colapso respiratorio. En casos graves el individuo pwe
de perder en la diarrea de 1 a 2 litros de agua por hora, y la
letalidad es elevada ( 50% o mas ) en los casos no tratados. En
pacientes tratados es inferior al 1% . El periodo de incubacidn

va de pocas horas a 5 dias ( generalmente de 1 a 3 dias ). La
fiebre es baja y a veces puede no ocurrir. Son m&ltiples como ma
nifestaciones comunes la gran deshidratacion con disturbios meta
bolicos e hidroelectroliticos ( sed intensa, rapida pérdida de

peso, pérdida de turgencia de la piel, los dedos se tornan arru-

gados vy secos (manos de lavandera), 0jos hundidos, postracion y

mirada vaga y perdida y voz deéebil.

La sintomatologia del colera es variable pudiendose verificar ca
sos de colera leves, clinicamente similares a otros tipos de

diarreas y casos asintomaticos.
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4. APLICACION DE LA INVESTIGACION DE V.CHOLERAE EN MUESTRAS DE
AGUAS.

Una investigacién de V.cholerae en muestras de aguas puede gene-
rar informacion que se aplica s diferentes finalidades especifi-
cas:
evaluar la calidad de cuerpos de aguas receptores de desechos
industriales, domésticos Yy hospitalarios.
evaluar la eficiencia de procesos de tratamiento de agua de de-
sechos y lixiviacidn de residuos solidos a la remocion de este
patégeno.
evaluar las posibles fuentes contaminantes y riesgos de conta-
minacion por V.cholerae en caso de aguas utilizadas para fines
recreativos, incluso aguas marinas.
evaluar la calidad de agua destinada a irrigacion de hortali
zas y plantas fruticolas,y la acuicultura de especies destina-

das a la alimentacion humana.

Localizar los focos de contaminacion de Vibrio cholerae, espe-

cialmente en puntos criticos de entrada del agente, tales como
puertos, aeropuertos, estaciones ferroviarias y de émnibus, N4
otros.

Obtener datos mas completos sobre determinadas fuentes de con-
taminacion en areas especificas y relacionar con las investiga

ciones epidemiologicas.
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5. TOMA DE MUESTRAS

La toma de las muestras puede parecer una tarea relativamente

simple, mas no es solo introducir un garrafon en el agua para re-
tirar una muestra, es necesario obtener una muestra representati-
va y estable del cuerpo de agua muestreado y de las condiciones
locales que pueden interferir, tanto en la interpretacién de 1los
datos como en las propias determinaciones en el laboratorio. Asi,
para asegurar la representatividad y confiabilidad de las mues-
tras y subsidiar 1la elaboracion de informes sobre la calidad del
agua, es indispensable la participacién de técnicos adecuadamente
entrenados y motivados. Estos técnicos precisan observar y anotar

cualquiera de los fallos o anormalidades que pueden interferir €n
las caracteristicas de la muestra ( color, olor, un aspecto extra-
no , presencia de algas, aceites, colorantes, material sobrena-
dante, peces y otros animales acuaticos) . Deben todavia
tener condiciones para establecer puntos de muestreo alternativos

y otros parametros complementarios para la caracterizacion de las

aguas.

5.1 — Planeamento de las Actividades de Muestreo

El planeamiento correcto de las actividades de campo es de impor-

tancia fundamental para el éxito de los trabajos y debe involu-

crar los siguientes aspectos:
Seleccion de rutas adecuadas, observandose los accesoriosy tiempo
para la toma y conservacion de las muestras en el plazo para el
envio de las mismas a los laboratorios ( obedeciendo a la vali-
dez y estabilidad de las mismas, y la capacidad y horario de a-
tencion de los laboratorios ). Muchos programas necesitan de va
rios dias para ser desarrollados, loqe exige remiter las muestras toma
das diariamente a los laboratorios por despachos a traves de
transporte por auto o aéreo, en estos casos debe planificarse
las tomas calculando la localizacion y los horarios de los trans

portes.

Verificacion de la existencia de caracteristicas casuales en los
puntos de muestreo que exigen equipos y cuidados especiales y
que permitira la adecuada seleccion y preparacién. Esto es vali

do especialmente para el caso de muestreos en barcos, muestra

-
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€s de acceso dificil, o
(rios caudalosos,<xmanos,puen—

tes de intenso tréfico, muestreo en industrias, etc

- Preparacion del listado conteniendo e] tj

€quipos y materiales Necesarios para los trabajos (frascos pa-

ra el almacenamiento de las muestras, cajas para embalajes,

frascos de Colecta, cuerdas, barcos, motores, preservantes qui

micos, fechas de colecta, €quipo de seguriagad, etc.). Se

idad que sea necesario

una muestrag adicional, o 1g pérdida de algun frasco.

- Verificar 1a disponibilidad ¥ funcionamiento adecuado del mate

rial necesario para la colectsg y el envio de 1a programacion

de la toma de muestra y demanda de analisis a los laboratorios

Y cértificacion de que puedan atender al programa.

Sin embargo, parece obvi

especificas de muestreo Y preservacion

de las muestras, medidas de Seguridad, mane jo de 1los €quipos de
Campo y conocimiento de 1la localizaciodn

la toma. un muestreador bienentrenado c

las muestras depende de la

(agua Superficial, subterranea
de grifo, residual, sedimento del fondo,

de muestra (muestra Simple

biota acuatica) el tipo

O Compuesta) y tambien 1a naturalezag

del examen a ser Solicitado (analisis fisico—quimicos, microbio-

logicos, biologicos y radiologicos). Ademas, independiente de

esas caracteristicas los Siguientes ¢




12
.hacer todas las determinaciones de campo €n alicuotas de
laborato

muestras separadas de las que seran enviadas al
rio evitandose asi el riesgo de contaminacion.
verificar, tambien, la limpieza de los frascos y demas ma-
teriales de muestreo (baldes, garrafones, pipetas, etC.).
la parte interna de los frascos y del material de muestreo,
asi como los batoques y tapas no pueden ser tocados con la

mano, o quedar expuesto al polbo, humo y otras impurezas

aceite y humo de combustion de vehiculos pueden

1
o
1
@ |
@ |
@ |
e
¢
“1
“1
“1
«1
@1
@1

(gasolina,
ser grandes fuentes de contaminacion de las muestras). Ce-

nizas e humo de cigarro pueden contaminar fuertemente 1las

muestras con metales pesados y fosfatos, entre otras subs-

tancias. Se recomienda por tanto que los muestreadores man

tengan las manos limpias, O usen guantes plasticos y no fu

men durante la toma de las muestras.
inmediatamente después de la toma de muestra y conserva-

cion colocar las mismas al abrigo de la luz solar, preferi

blemente en cajas de isopor con hielo.
mantener el registro de todas las informaciones de campo,
presentando una ficha de colecta por muestra, O un conjun-

to de muestras con la misma caracteristica, conteniendo

los siguientes datos:

_ nUmero de identificaccion de la muestra;

- identificaccion del punto de muestreo y su localizacion
(profundidad) ;

- fecha y hora de la toma de muestra;

- tipo de muestra (efluente industrial, agua de rio, mar,
potable, ete.);

- medidas de campo (temperatura ambiente/agua, pH, conduc-
tividad, etc.);

- observaciones eventuales de campo;

- condiciones meteorologicas de las Gltimas 24 horas que
pudieran interferir en la calidad del agua (1lluvias);

- indicaciones de los parametros a ser analizados en el la

boratorio;
- nombre del muestreador;

- nombre del programa y del coordinador, con telefono para

su contacto.

VNN 0000000000 CQCCCOQOOQOQECQ
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Seguridad en 1los trabajos de campo

Los trabajos de campo se realizan en condiciones y locales
muy variados, estos factores unidos a la toma de muestras pro
Plamente dichas, ofrecen riesgos de accidentes. Para que esos
riesgos puedan ser reducidos, se debe alertar Yy entrenar los
técnicos involucrados, agenciando, ademés, los equipos de
proteccion adecuados. Seguidamente estan las actividades y
Sustancias que ofrecen mayores riesgos de accidentes N4 las

recomendaciones para su reduccion.

Transporte automotor

El desplazamiento del tecnico y el equipo al lugar de la to-

ma de muestras puede ofrecer riesgos. No son los inherentes

al desplazamiento propiamente dicho, como los materiales que
son transportados tales como barco, equipos especiales, fras
cos de vidrio y reactives que preservan las muestras. Se reco
mienda almacenar adecuadamente los materiales, preferible-

mente en los maleteros o en cajas adecuadas.

No se recomienda llevar materiales junto a los pasajeros, o
cuando el vehiculo ya tiene su capacidad maxima de peso y vo
lumen. Es importante el usoc del cinto de seguridad mismo en
los trayectos cortos. Los frascos de vidrio principalmente aque

llos que son usados para condicionar los reactivos de conser-

vacién, precisan ser evitados, utilizandose preferiblemente
frascos plasticos con tapas de rosca que impidan derramamien
tos, deben estar calzados y protegidos adecuadamente para que

no se rompan durante el transporte.

,0calizacion de los puntos de muestreo

Los lugares de dificil acceso y préximos a puentes, carrete-
ras con movimiento y lugares de trafico intenso de maquinas )
etc., pueden provocar accidentes, muchas veces evitables. Un
puente por ejemplo, puede construirse en un camino mas facil
bara alcanzarse en el medio de un rio y retirar la muestra 3

por otro lado en su mayoria esos lugares son con mucho movi-
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miento, hay estrechamiento de pista y pequena faja de seguri

dad para caminantes, lo que dificulta la parada del carro de
muestreo y ofrece riesgos a los técnicos que ejecutan la to-
ma de muestras. El muestreo en puentes debe ser precedida de
la colocacion de un dispositivo de sefializacion adecuado que

proporcione la proteccion contra vehiculos en transito.

El acceso a los puntos de muestreo de rios, reservorios, po-
Zz0s y manantiales, muchas veces, a traves de caminos o pica
das, en regiones con mucha vegetacion, ofrece riesgos de mor

deduras de insectos Yy cobras u otros animales.

Utilizacion de embarcaciones

La utilizacion de embarcaciones para la toma de muestras ma-
rinas es muy frecuente. La verificacion de las condiciones
generales de las embarcaciones, de la carreta vy de sus acceso-

rios es importante para evitar los atrasos y accidentes du-

rante los trabajos. Deben ser verificadas las condiciones de

SRERRERERRRiaRaasfisis

funcionamiento del motor de popa, del tanque y manguera de
combustible, de las baterias, tapones, senalizacidn nocturna

del barco y carreta, mas de accesorios indispensables como
remos, chaleco salva-vidas en numero suficiente para toda la
tripulacién, ancla, extintor de incendio, cuerdas, rueda exX—
tra para la carreta Yy pesas de mantenimiento basico ( pinos,
velas, caja de herramientas, aceite para barco, etc). La docg

mentacion del barco y de la carreta debera estar actualizada,

CO0O0

en caso de revision por las autoridades del transito, asi co

-~

mo la habilitacion nautica de los operadores de las embarca-
ciones.

B

A

Cuando las embarcaciones necesitan overar lejos de la costa
0o de la base de operaciones se acmseja obtener informaciones
previas sobre las condiciones meteorolégicas de la region,

principalmente en el caso de viajes de larga duracion.
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Aguas Tratadas - preparacion de los frascos de muestreo

Para la toma de muestras de aguas tratadas, se debe adicionar
el frasco de muetreo, antes de su esterilizacién, 0,1 mL de
una solucion de 1,8% de tiosulfato de sodio para cada 100 mL
de muestra, para neutralizar la accion del cloro residual.

Esa cantidad de tiosulfato de sodio es suficiente para neu-

tralizar concentraciones de hasta 15 mg/L de cloro residual.

Aguas Residuales con Metales - preparacion de frasco de mues

treo

Para la colecta de muestras de aguas poluidas (aguas residua
les y cloacales ) sospechosas de contener concentraciones
superiores a 0,1 mg/L de metales pesados, tales como cobre, zing,
etc., se debe adicionar al frasco de muestreo antes de su
utilizacion, 0,3 mL de una solucidn al 15% de EDTA, para ca-
da 100 mL de muestra, ademas de tiosulfato de sodio (volume-
nes de 0,1 mL de una solucion al 10% para cada 100 mL de mues
tra). Una solucion de EDTA puede ser adicionada al frasco de
muestreo separadamente o ya combinada con la solucion de tio
sulfato de sodio antes de la autoclavacion. E1 EDTA actia como agen
te quelante, reduciendo la accion toxica de metales, presen-
tando una accion mas amplia que el tiosulfato de sodio, el

cual, en la concentracion empleada, previne la accion bacte

5.2 - TECNICAS DE MUESTREO PARA INVESTIGACION DE V. CHOLERAE

Las localizaciones de la toma de muestra- deben ser estable-

Cidas en los puntos de las redes colectoras de aguas residuales,

estaciones de tratamiento, y puntos Yy registros de
residuales, que reciben desechos de partes representativas
de 1la poblacion, y las posibles vias de entrada del Vibrio

cholerae, sobre todo puertos, aeropuertos, asi como estacio-
nes ferroviarias y de 6mnibus; las corrientes y rios, que re
ciben grandes cantidades de desechos domésticos y tambien ez
agua de abastecimiento, principalmente cuando hay sospecha

de una contaminacidn que puede llevar a un brote epidémico.
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Basicamente las muestras para investigacion de Vibrio cholerae,

pueden ser obtenidas de dos formas distintas, una de los cua
les consiste en la toma de una porcion liguida en cuanto a
la otra, en la colocacion de un hisopo de gaza en un local
establecido, durante determinado intervalo de tiempo y reti-

rada de el posteriormente.

5.2.1 - Toma de Muestra por la Tecnica de MOORE modificada -

Hisopo de gaza (Procedimiento)

La Técnica de Moore ha sido ampliamente utilizada para la in

vestigacion de Vibrio cholerae en muestras de residuales vy

aguas superficiales. La principal ventaja de este metodo con
siste en la constante vigilancia del liquido a ser estudiado,
ya que a medida en que se retira 1a mecha, se instala
otra. Por otro lado, las muestras puntuales en que obtienen
porciones de liquido permiten espacios vacios entre una toma
de muestra y otra, habiendo, de esta manera, una probabilidad

menor de poder ser aislado el vibrion.

a) Preparacion de la mecha

Usar atadura de crepé o gaza esterilizada. La atadura es do-
blada 5 veces en el sentido y sus dimensiones finales seran
de 23 cm de largo x 36 cm de ancho. A partir de una base in-
ferior de 23 cm, cortar 5 tiras de 4,5 cm de largo y 26 cm &
ancho dejéndose, por tanto, 10 cm en lé parte superior sin
cortar, donde sera fijado el hilo de nylon (3m) para servir
de soporte a la mecha. Envolver €l papel "Kraft'" y autoclave

ar a 121°C durante 15 minutos (Figura 1 y 2).

b) Colocacion de la mecha
La mecha debera ser instalada en los puntos de muestreo de
forma que quede inmersaen el agua cloacal y el hilo de nylon que

de firmemente atado en una estructura fija en el punto de

muestreo.

c) Retirada de la mecha

Retirar la mecha en el periodo determinado (de 3 a 4 dias),
tomando las medidas de seguridad necesarias. Para ello proce
der de la siguiente forma:

identificar las muestras, anotando correctamente la fecha

1
iﬁ‘
-
1
1
1
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«1
«1
«1
«1
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de la toma de muestra: numero de muestra, fecha, local,

lluvias, etc.;
retirar la mecha e introducirla en el recipiente de mues-
treo (saco plastico o frasco), conteniendo 300 mL del me —
dio de transporte Cary&Blair (Formula Yy preparacion item
8.3, pag. ).

. cerrar el SaCO”pléStiCO 0 el recipiente de muestreo y acon

dicionar en caja apropriada para el transporte.

Observacion: La persona indicada para la ejecucion de ésta ta-
rea debera ser debidamente enterada y adecuadamente prote-
gida de modo de evitar problema de contaminacidn. El uso d
guantes, mascaras Yy botas debe ser obligatorio. Despues de
la toma de muestra retirar los guantes y colocar en solu-
cion desinfectante. Cuando se vaya a retapar un frasco ¢}
cerrar el pléstico, no tocar con guantes sucios pues el ma
terial es altamente contaminado y puede causar riesgos a
la salud del muestreador y altécnico de laboratorio duran-

te la manipulacion de 1la muestra.

d) Transporte y conservacion de la muestra (mecha de gaza)

Las muestras colectados y transportadas en medio de Cary &

Blair no necesitan de refrigeracion, mientras que para munici-
pios distantes donde el transporte es automotor, se recomien
da refrigerar 1la caja de transporte para mantener una tempe-
ratura aproximada de lOOC a 2OOC.

Las muestras conservada en medio de Cary&Blair deben ser pro

cesadas preferencialmente dentro de um periodo de 24 2 72 horas daglésckéla
toma, salvo en condiciones Yy situaciones especiales.

e) Cuidados de seguridad

a) Usar, para transporte dos sacos plasticos conteniendo 1las
mechas cajas con tapa de material adecuado posible de ser
autoclavado y sometido a un proceso de desinfeccion ade-—
cuado en el laboratorio.

b) Después de colocado las mechas en sacos plésticos, colo-

carlas individualmente dentro de otro saco pléstico auto-
clavado.
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c) Después del uso, la bata de mangas largas debe ser auto-

clavado antes de ser llevada para lavar,.

Obs.: Las batas utilizadas para el muestreo deben ser guar
dadas en armarios separados de pertenencias de uso perso-
nal.

d) Durante 1la colocacion de 1las mechas en los sacos plasticos
si ocurren salpicaduras de residual en la ropa de protec-
cion del muestreador, usar un desinfectante adecuado (hlpo
clorito de sodio al 2% o similar).

ARRRERRAREEREEY

e) Despues del muestreo, retirar la ropa de proteccion y co-
locarla en el saco plastlco para posterior desinfeccion
en el laboratorio.

f) Después de quitarse los guantes, lavar y desinfectar las
manos con un desifectante adecuado.

g) Antes de quitarse los guantes contaminados, después del
manejo de la mecha, el mustreador no debe tocarse otras

partes del cuerpo.

f) Materiales de seguridad necesarios

a) Capucha con visor pléstico, de tejido adecuado, descarta-
ble, para la protecion de 1la cara de las salpicaduras de
agua, en el momento de la retirada de 1a mecha y colo
cacion en el saco plastico con el medio de transporte.

b) Batas de mangas largas, de tejido de algodon o similar so
bre el cual es colocado un delantal de tejido adecuado,
descartable, longitud hasta abajo de las rodillas para pro
teccion de 1a parte anterior del cuerpo.

c) Guantes descartables de tramo largo con elastico.

d) Zapatillas descartables O botas se necesario.

5.2.2 - Toma de Muestras Liquidas

La toma de muestras de agua debe ser realizada segin Guia de
Muestreo y Conservacion de las muestras de agua (CETESB/SEMA-
1988), considerando que para las muestras de agua dulce debe
ser adicionado dos cucharaditas de te de cloruro de sodio (a
proximadamente 10 g) por litro de muestra (concentracidén fi-
nal de 1% de NaCl). La adicidn de cloruro de sodio proporcio

nara una mayor viabilidad de 1las células de V.cholerae,

POONDNON000N0000000CC0DOOEQQ
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Transporte y Conservacion

Despues del muestreo, las muestras de agua deben ser enviadas
al laboratorio lo mas répido posible. El tiempo ideal entre
el muestreo y el inicio de 1la prueba es de 6 a 8 horas, con-
siderandose que el tiempo limite no debe exceder de 24 horas.
Para las muestras que no pueden ser entregadas en el labora-
torio dentro del periodo de 8 horas transcurridas entre 1la to
ma de muestra y el inicio del 1la prueba, se debe ajustar el
PH a 9,0-9,2 con hidrdoxido de sodic IN (NaOH) y adicionar te
lurito de potasio en una concentracién final de 1:200.000
(0,005 g de telurito de potasio por litro de muestra). La EL
nalidad de la adicion de telurito €s inhibir el desarrollo ¢
otras bacterias que puedan interferir 1la deteccion de

V.cholerae. Transportar en refrigeracion ( 4 a IOOC).

Volumen de la Muestra
El volumen de la muestra para la pesquisa de V.cholerae de-
be ser concentrado, dependiendo del tipo y caracteristica del

agua a ser analizada, mientras tanto un volumen minimo es re-

comendado:
Agua residual o cloacal.............. Teececesseeseaees.l100 mL
Agua superficial...................................... 5 L

Agua de consumo PIOMENID 4 5 » 66 5 5 % 506 % 5 v m ;0 0w e 65 65 55 b e m o 10 L
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6. METODOS DE CONCENTRACION DE VIBRIO CHOLERAE

Los vibrios son excretados por las heces de pacientes infec-

° bacterias/gramo de heces), en-

tados en gran numero (108—10
tretanto ellas s diluyen en varios tipos de aguas, existien-
do por tanto la necesidad de usar tecnicas de concentracion

para obtener exito en el aislamiento. Ese procedimiento es re
forzado si consideramos los individuos asintomaticos y conva
lescientes que excretan los vibriones, en cantidades reduci-
das (102—103 bacterias/gramo de heces) y de forma intermiten
te, siendo necesario analizar grandes volumenes de agua para

la deteccion de Vibrio cholerae.

La concentracion de Vibrio cholerae em muestras ambientales

puede ser obtenida por diversas metodologias tales como: tie-
rra de diatomaceas adsorcion en hidroxido de aluminio, membra-
na filtrante, centrifugacion, Tecnica de MOORE, etc., y la
seleccion del método adecuado va a depender del tipo de mues-
tra a ser analizada y de la capacidad analitica del labora-

torio.

Las tecnicas mas comumente utilizadas para el analisis del

Vibrio cholerae son la técnica de membrana filtrante y la

Técnica de MOORE modificada.

El método de concentracion que utiliza la membrana filtrante
tiene la ventaja de poder procesar grandes volumenes de agua,
principalmente para aguas con baja turbidez, aumentando la
probabilidad de aislamiento del Vibrio. Por otro lado, la
Técnica de MOORE, permite una vigilancia constante de la mues

tra, no existiendo espacios vacios entre un muestreo y otro.

6.1 - Procedimiento atraves de la Tecnica de Membrana Fil-

trante

Colocar sobre la meseta de trabajo el material necesario en

la ejecucion del analisis a saber:

a) Frascos de presion, conectando la bcmba de presién positi
va; -

b) Porta filtro de 142 mm 6 293 mm de diametro, previamente

esterilizado y conectado al frasco de presion;
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Filtro de membrana estériles con 142 mm 6 293 mm de diémg
tro y 0,45 um de porosidad;

Un erlenmeyer de 250 mL, conteniendo 100 mL de agua pepto
nada alcalina de doble concentracidn;

Pinza y tenaza con las extremidades sumergidas en alcohol;

Mechero de Bunsen.

Preparacion del porta filtro

a)

b)

Retirar la parte superior del porta-filtro y con una pin-
za flameada y enfriada, colocar una membrana filtrante es
teril centralizandola sobre la parte inferior del porta -
filtro;

Acoplar la parte superior del porta-filtro, teniendo el

cuidado para no danar 1lg membrana;

Filtracion de la muestra

a)

b)

c)

d)

Homogenizar la muestra y verter cuidadosamente el volumen
queé va a ser examinado en el frasco de presion (previameg
te descontaminado);

Cerrar el frasco de presién, conectar una bomba de presién
positiva y proceder a la filtracion a una presion de 147,1
kPa;

Desconectar la bomba al finalizar la operacion. Abrir la

valvula de seguridad del frasco de presion y del porta-
filtro;
Retirar la parte superior del porta-filtro, teniendo el

cuidado para no danar 1ga membrana y transferir la membra-
na para 100 mL de agua peptonada alcalina de doble concen

tracion (APA) e incubar a 350C - 37OC, durante 6 a 8 horas.

6.2 — Tecnica de MOORE modificada ( ver item 5.2.1 )
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7. PROCEDIMIENTO DE AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE VIBRIO
CHOLERAE

Antes de iniciar el trabajo, desinfectar la meseta del labo-

ratorio, usando desinfectantes que no de jen residuos.

Colocar sobre la meseta el siguiente material:

Frascos y sacos plésticos del muestreo, conteniendo la mues
tra que va a ser analizadag

Erlenmeyers conteniendo agua peptonada alcalina de doble
concentracién, previamente identificados con el numero de
la muestra;

Asa de inoculacién, mecheros de Bunsen, Placas de Petri
conteniendo medio agar de TCBS, mascaras quir&rgicas y pi-
petas de 10 mL esteriles.

Nota: Colocar mascara quirﬁrgica y guantes durante la manipu

lacion de los sacos plésticos con la muestra de desecho.

7.1 - Enriquecimiento y Aislamiento

a) Procedimiento
1) Procedimento con la muestra obtenida a traves de la Téecni-

ca _de MOORE.
Abrir cuidadosamente el saco pléstico externo conteniendo

la muestra. Con auxilio de una pipeta esteril unida a un
pipeteador d seguridad o pera de goma, perforar el saco
interno, homogenizar bien la muestra ¥y transferir 10 mL para un
erlenmeyer de 125 mL, conteniendo 10 mL de agua peptonada
alcalina(APA) de doble concentracion. Incubar a 3570~

37OC, durante 6 a 12 horas.

2) Procedimento con la muestra obtenida a traves de la técnif

ca de membrana filtrante.

Transferir la membrana conteniendo la muestra para un er-
lenmeyer conteniendo 100 mL de agua peptonada alcalina
(APA) de doble concentracion. Incubar a 35°% - 37°%, du-

rante 6 a l2 horas.

3) Procedimiento para la incubacion directa

Inocular 900 mL de la muestra de agua en 100 mL de agua

peptonada alcalina (APA) 10 veces concentrada o 450 mL de
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agua en 50 mL de APA 10 veces concentrada. Incubar a
35°% - 37 C, durante 6 a 12 horas.

Después del periodo de incubacion, retirar cuidadosamen

3

te el erlenmeyer de 1la incubadora, evitando 1a agitacion.

Con auxilio de un asa de inoculacion debidamente flame
ada y enfriada, coger el material de 1ag superficie del

medio de enriquecimiento (APA) y sembrar en dos placas

de agar TCBS conforme lo descrito abajo:

-Depositar el indculo en un punto de los bordes de la
placa conteniendo el medio selectivo y diferencial TCBS
girar la placa e iniciar el esparciamiento del indculo
en la superficie del primer cuadrante, teniendo cuida-
do para que la parte curvada del asa toque apenas la
superficie del medio evitando danar e] agar;

Girar nuevamente 1la placa, flamear el asa de inocula-
cién, enfriar y continuar el €sparciamiento en el 29
Cuadrante a partir del inoculo del 1¢ cuadrante;
Proceder de esta manera hasta completar 1a Siembra en
toda la superficie del agar, con 1la finalidad de obte-
ner aislamiento completo en el 4° cuadrante;

Cerrar e incubar las placas en posicion invertida R a
35% - 37°% durante 18 - 24 horas.

Paralelamente a 1la siembra en las placas y con auxilio

de una pipeta esteril unida a una pera de goma o de un

pipeteador & seguridad, transferir l a2 mL del mate-
rial de 1la superficie del medio de cultivo para 2 tubos
de ensayo, conteniendo 10 m[ de agua peptonada alcalina

(APA) de simple concentracion (2¢ enrlqueolmlento)

Incubar los tubos de ensayo (APA) inoculado a 35°%- 37 C
durante 6 g 12 horas;

A partir del crecimiento superficial del 29 enriqueci-
miento en APA sin agitar los tubos, inocular 2 placas de
agar TCBS segun el item 6Lk

Con todos los cuidados de asepsia y utilizando un . asa
de inoculacidn debidamente flameada v enfriada, selec-
Cionar del agar TCBS, 10 colonias Llplca de V.cholerae
amarillas(sacarosa positiva), con halo brillantes y con
veéxas; y transferir para al medio de Rugai Lisina Moti-
lidad (IAL) medio de "Kligler Iron Agar" 6 TSI. La ino-

4 )
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culacin de los medios de seleccion es hecha por puncion

a profundidad y estrias en la superficie inclinada, N
la incubacion es realizada a SSOC - 37OC, durante 18 -
24 horas;

Después del periodo determinado de la incubacion efec-

tuar la lectura de los resultados;

Resultado en los medios de descarte:

SEREREREREEEE

sacarosa
glucosa ( acido sin gas )

+
+
LDC + ( lisina decarboxilasa )
Motilidad +

HZS -

Indol + ( 86 % )

Lactosa -

LTD - ( L-triptofano desaminasa )

Ureasa -

. Lectura de las caracteristicas bioquimica del V.cholerae en
el medio " Kligler Iron Agar ": N
Apice
- lactosa negativa: evidenciada por la coloracidon rosa en

00

el épice del medio;

Base

- glucosa positiva: evidenciada por la coloracion amarilla
en la base del medio;

- gas negativo: ausencia de burbujas en el medio;

- sulfuro de hidrégeno negativo: ausencia de la coloracion

negra en el medio;

. Tapon de algoddn con reactivo de indol

- indol positivo: coloracion roja o rosa en el tapon

Lectura de las caracteristicas bioquimicas del V.cholerae en

el medio IAL:

Fase inferior

- Motilidad positiva: crecimiento difuso a partir de 1la
puncién;

- Lisina-descarboxilasa positiva: color violeta ( en las

PCOOONDNONO0NNONOQOOCO QOO O
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Lisina-descarboxilasa positiva: color violeta (en las primeras

-,

horas de incubacion el medio adquiere coloracion amarilla, mas
despues del periodo total previsto para la incubacion el medio

readquiere el color violeta inicial).

Fase superior: (superficie y profundidad)

- triptofano desaminasa negativa: no se verifica el color casta

no en la superficie inclinada;

— Sacarosa positiva: coloracion amarilla en la surperficie de 1la

fase superior (apice);

- glucosa positiva: evidenciada por la coloracion amarilla en la

profundidad de la fase superior;

- gas negativo: ausencia de burbujas en la profundidad y fase su

perior;

- sulfuro de hidrogeno (H2S) negativo: ausencia de la coloracidn

negra en el medio.

Tapén de algodén con reactivo de indol:

- indol positivo: coloracidn roja o rosa.

1) Realizar 1la prueba de oxidasa apenas con los cultivos que
presentasen reacciones caracteristicas de V. cholerae en el
medio de TAL y Kligler Iron Agar y descartar los tubos res-

tantes.

Nota: La prueba de la oxidasa no debe ser realizada directamen-
te del medio IAL siendo necesario repicar 1los cultivos
previamente para el agar de conservacion 6 agar gelatina

con 1% NaCl.

m) Prueba de la oxidasa: con un asa de inoculacion de platino,
debidamente flameada y enfriada, retirar del medio de Kli-
gler o preferiblemente del agar de conservacion o agar gela

tina con 1% NaCl un pequeno inoculo del cultivo de 18-24 ho-

25




n)

ras y tocar el filtro embebido en solucion de clorhidrato de
N, N, N, N' tetrametil-p-fenilendiamina al 1% 1la reaccion
positiva es evidenciada por el desarrollo de una coloracion
pﬁrpura intensa en aproximadamente 30 segundos si ninguma
reaccion discreta se desarrolla en el periodo de dos minutos

de observacion se considera la prueba como negativa.

Proseguir con los cultivos que presentaron reaccion de oxida
sa positiva y descartar los restantes. Repicar las colonias
oxidasa positivas para el agar de conservacion 6 agar gelati
na 1% NaCl y realizar las pruebas serolégicas a partir del

medio de Kligler Iron Agar o IAL.

7.2 - Pruebas Serolégicas

Para realizar la prueba de sueroaglutinacion polivalente con an-

tisuero 01 proceder como se describe abajo:

a)

b)

e )

d)

Introducir en cada tubo de Kligler o0 IAL con un cultivo en
prueba, una pequena cuantidad de algodon hidrofilo. Para se
guir utilizando una pipeta Pasteur, adicionar a los tubos

cerca de 5 gotas de solucion fisiolégica.

Con la punta de 1la pipeta Pasteur, pasar suavemente el algo-
don en 1la superficie del medio de cultivo desprendiendo el
crecimiento bacteriano y obteniendo una suspension densa del

cultivo en la solucion fisiolégica.

Con ayuda de la pipeta Pasteur, escoger un inoculo de la sus
pencion del cultivo y distribuir una gota en cada una de dos
cuadracos de una placa de vidrio con cuadriculado en su su-

perficie de 2 cm x 2cm, adaptada a una caja de Huddleson.

Adicionar a una de las gotas de suspension una gota de suero
polivalente anti - V. cholerae 01 y a la otra una gota de

solucion fisiolégica.

Efectuar una homogenizacion del suero 6 de la solucion fisio

logica con una suspension bacteriana usando pequenos pali-

26
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llos ce vidrio, asa de inoculacion o palillos de madera este
riles y haciendo movimientos circulares durante 2 a 3 minu-

tos.

Proceder a la lectura, comprobando si ocurre 6 no aglutina-
cion si la bacteria en prueba fuera V. cholerae 01 ocurrira
reaccion antigeno-anticuerpo que sera visualizada por la
aglutinacion del cultivo en el cuadrante con suero y ausen-
cia de aglutinacion en el cuadrante con solucion salina a
0,85%. Si el cultivo en prueba fuera rugoso, habra aglutina
cion con el suero y con la salina en este caso un cultivo de
bera ser enviado a un laboratorio de referencia para exame-

nes especificos.

Los cultivos de V. cholerae 01, deben ser sometidos a prue-
bas serolégicas para la determinacion de los serotipos Inaba
y Ogawa y pruebas complementarias para la determinacion del
biotipo (E1l Tor y clasico) (Tabla 1), los cuales son co-
munmente realizados por los laboratorios de referencia de

Vibrio a nivel Estatal y Federal.

- Diferenciacion entre vibrios y otros organismos oxidasa po
sitiva ( Tabla 2 )

Prueba de la cuerda (String test): con un asa de inoculacion

debidamente flameada y enfriada transferir un pequeno inocu-
lo del crecimiento en el agar nutriente inclinado a una 1ami
na conteniendo una gota de solucion acuosa al 5% de desoxico

lato de sodio y mezclar.

- reaccion positiva: la suspension pierde la turbidez y se

forma un hilo mucoso cuando se levanta lentamente el asa.

- reaccion negativa: ausencia de la formacion del hilo des-

pues de 2 minutos. El resultado de la prueba de la cuerdano
interfiere en el seguimiento de 1la investigacion sirviendo

apenas para ayudar al diagnéstico.
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b) Prueba para comprobar la actividad de las descarboxilasas (Base

de Descarboxilacion segun Moeller)

Con un asa de inoculacion debidamente flameada y enfriada,

retirar una pequena cantidad del crecimiento del agar nu-

24 horas e inocular en un tubo con

[1

triente inclinado de 18 -
medio para la prueba de descarboxilacion de la lisina, un tu

-
.
‘@-1
“1
“1
o
“1
“1
6(1
“I
-
“1
“1
Gfﬂl

bo para la descarboxilacion de la ornitina, otro tuho con el

medio para la prueba de la hidrolisis de la arginina y un

ningun aminoacido, fun-

€

cuarto tubo conteniendo la base sin

cionando como control de la prueba. Adicionar a cada uno de /

los tubos algunas gotas de parafina liquida esteril, a fin
de formar una fina capa en la superficie. Incubara.35—-37%3y

observar diariamente durante 4 dias.

Efectuar a lectura considerando:

— decarboxilacion de la lisina: coloracion purpura (alcaliniza-

cion del medio) prueba positiva.

- decarboxilacion de la ornitina: coloracion purpura (alcalini-

zacion del medio) prueba positiva.

- hidrolisis de la arginina: coloracion amarilla (acidificacion

del medio) prueba negativa.

- control: coloracion amarilla (acidificacion del medio) fermen

tacion de la glucosa.

Nota: El1 tubo control debera permanecer siempre acido (amarillo)

en todo el periodo de observacion.

01\ﬂ(')(\ﬁ‘ﬂﬁﬂ‘Uﬂﬂﬂ(\{\ﬂ{\ﬂﬂﬂ(\0{\00‘\‘\(\1\(\0
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Tabla 1 - Diferenciacion entre V.cholerae biotipo cholerae (cla-

sico) y El1 Tor.

Pruebas de Laboratorio

Y' cholerae

Biotipo E1 Tor

K. cholerae

Biotipo cholerae

Observaciones

Hemolisis de eritroci-
tos de carnero - Agar

sangre 5%

(+)

(-)

- Existen bioti
tipo El Tor
(-)

Hemaglutinacion (1 go-
ta de suspension espe

sa de bacterias + 1 go

ta de suspension a
0,25% de eritrocitos
de gallina)

(+)

(-)

- Cultivos vie-
Jjos de bioti-
po  cholerae
pueden ser po
sitivos.

- Existen bioti

po E1 Tor que
no son hema-

glutinantes.

Prueba de Voges-Pros-
kauer (VP) (en
de MRVP de 18 - 24 ho-

ras)

medio

(+)

(=)

— Puede ser va-
riable princi
palmente para
el biotipo El

Tor.

Sensibilidad al sulfg

- Mejor medio

to de Polimixina B (-) (+) para la prue-
(discos con 50 unidades) resistente sensible ba Mueller -
Hinton.
Sensibilidad al fogo (-) (+)
Clasico IV resistente sensible -
El Tor 5 (+) (=)
Sensible resistente -
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Tabla 2 - Diferencias entre vibrios y otros géneros oxidasa

positiva®

) Propiedades del género

Caracteristica Vibrio Aeromonas Pseudomonas Plesiomonas
Oxidasa + + + +
Glucosa (Oxidacion) £ s + +
Glucosa (Fermentacion)acido + + - +
b
gas - v - -

. , . b b
Lisina decarboxilasa + \ \ +
Ornitina decarboxilosa + - Vb +
Arginina dehidrolosa - + Vb +
Manitol - + Vb -
Inositol - - Vb +
Sensibilidad al agente
Vibriostatico 0129 + - - +
Prueba de la cuerda + Vb - -

a_

@)

Estas caracteristicas se aplican a la mayoria de las especies del género,
mas existen excepciones.

Variable,

Prueba para verificar la fermentacion de carbohidratos

Para las pruebas de fermentacion, los tubos conteniendo el me
dio de Hugh & Leifson (OF) con glucosa, manitol e inositol
(1%) son previamente colocados en bano de maria durante apro-
ximadamente 10 minutos para la remocion del oxigeno existente
én su interior y enfriados rapidamente antes de su uso. Ino-
cular el cultivo de la prueba por el procedimiento de puncion
o0 profundidad. Luego, de 1la inoculacioﬁ, adicionar algunas
gotas de aceite o parafina liquida estéeril a fin de formar
una capa de aproximadamente 5 mm sobre la superficie del me-
dio. Incubar a 35°C y observar diariamente durante 14 dias.

Efectuar la lectura considerando:




- -

d)

e)

lerae (clasico) y V. cholerae biotipo Eltor. Colocar los dis
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a) coloracion amarilla: fermentacion del azucar.

b) coloracion verde: ausencia de fermentacion.

Prueba de Oxidacion de la Glucosa segun Hugh & Leifson (OF)

Para la prueba de oxidacion se inocula el medio de Hugh &
Leifson con glucosa por el procedimiento de puncion con una
profundidad de 2 a 3 mm. Incubar a 35°C y observar diariamen

te durante 4 dia.

Efectuar la lectura considerando:

a) coloracion amarilla: oxidacion del azucar.

b) coloracion verde: ausencia de oxidacion.

Prueba de la sensibilidad al agente Vibriostatico 0/129

Para la prueba de sensibilidad al agente 0/129 (2,4 - diamino

- 6,7 - diisopropyl pteridina fosfato), preparar los caldos

de cultivo para la prueba en BHI de 14 a 16 horas a 35°C, e
inocular por '"spots" las placas de agar nutriente conteniendo
0/129 en concentracion de 150 mg/mL. Paralelamente realizar
placas controles sin el agente vibriostatico. Los cultivos
que presenteran crecimiento en la placa control y ausencia de
crecimiento en la placa conteniendo 0/129, son considerados

sensibles al agente vibriostatico.

Sensibilidad al Sulfato de Polimixina

Para esta prueba, se puede usar discos impregnados con 50 mg

de polimixina B o incorporar 15 ug/mL de antibiotico sl medio

de Mueller Hinton.

A partir del cultivo de prueba (en caldo nutriente con 2 a 4
horas de incubaoioﬁ), inocular placas medio de Mueller - Hin-
ton, con ayuda de una espétula esteril. Seckbenkmwersﬂempneplg

cas contral con cultivos conocidos de V. cholerae biotipo cho

cos de polimixina haciendo una leve presion sobre el medio de
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cultivo y dejérlos durante aproximadamente 1 hora a 4°C. Des
pués, incubar a 35°C durante 18 horas. E1 V. cholerae bioti-
po cholerae (clasico) es sensible a esta concentracion de »o-
limixina presentando un halo de inhibicion alrededor del dis
co. EIl biotipo Eltor es resistente al antibiétipo en esa con
centracion y no presenta nunguna zona de inhibicion alrededor

del disco.

PRRRARARARERE R

g) Prueba de Voges- Proskauer

Inocular un tubo con el medio de MRVP con el cultivo a probar
e incubar a 35°C durante 24 horas. Transferir 1 mL del culti
vo para un tubo de ensayo. Adicionar 0,6 mL de una solucion
de alfa naftol y 0,2 mL de una solucion de hidroxido de poté—
sio al 40%, agitandose después de cada adicion. Las reaccio-
nes positivas ocurren inmediatamente en alrededor 5 minutos y
es indicada por la aparicion de una color rojo. El1 desarro-
llo de una coloracion anaranjada o amarilla en algunas prue-

bas se considera una reaccion negativa.

7.4 - Clasificacion de Heiberg

El V. cholerae seguﬁ el patron de fermentacion de manosa, arabi-
nosa y sacarosa, puede ser clasificado en 8 grupos de Heiberg di
ferentes (Tabla 3). Los grupos I y II son los mas comunmente a-

sociados con las epidemias del colera.

Nota: Para la prueba de fermentacion utilizar al medio de OF

con manosa (1%), sacarosa (1%) y arabinosa (1%).

POV ODLPTVLROPTV OO

7.5 - Diferenciacion bioquimica de las especies del género Vibrio

En determinados circunstancias se hace necesario una identifica-

cion bioquimica mas completa, para la diferenciacion de V. chole

rae de las demas especies del genero Vibrio, siendo en este ca-
so utilizada las pruebas bioquimicas recomendadas por Colwell,

R.R. (1984).
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Tabla 3 - Vibrio cholerae - Grupos Bioquimicos de Heiberg
Grupo Manosa Sacarosa Arabinosa
L + + _
IT - + _
ITT + + +
Iv - + +
\Y + - _
VI — - _
viré + - "
virré = " .
a) Smith & Goodner (1965).
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Técnica de Moore-Medio
de Transporte Cary &
Blair o agua Peptonada
de doble concentracion

Filtro de Membrana
0,45 um

l

Inoculacion Directa

Agua Peptonada Alcalina
de doble concentracig?
6-=8 h 35 - 37C

Agar TCBS
18-24 h 35 - 37°%C

|

Agua Peptonada Alca~.
lina de concentracion

simple 5
6-8 h 35 - 37°C

Agar TCBS
18-24h 35 = 37°C

Kligler 0 IAL

Serologia
Suero Polivelente
anti-V. cholerae O1

| +

Serologia para la
determinacion de los

18-24 h 35 - 37°C
Oxidasa*
Agar Nutriente
18-24 h 35 - 37°%
I _
Serie Bioquimica

serotipos Inaba y Ogawa

* E1 prueba de oxidasa no debe ser realizada directamente del medio IAL.

Figura 2

- Esquema del Procedimiento
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8. METODO DE QUANTIFICACION DE V.CHOLERAE

Determinacion de Vibrio cholerae en muestras de agua por la

técnica de tubos maltiplos (NMP)

La cuantificacion de Vibrio cholerae en una muestra dada puede

ser efectuada por la determinacion del numero mas probable,

a través de la tecnica de los tubos mﬁltiplos. Esta técnica con
siste en la inoculacion de volUmenes en disminucion de 1la mues-
tra en medios de cultivo ad-cuado para el crecimiento de los or-
ganismos investigados, siendo cada volumen inoculado en cada
serie de tubos. A través de Sucesivas diluciones de 1la muestra,

son obtenidos in oculos Cuya siembra ofrece resultados negativos
én por lo menos un tubo de 1la serie en que los mismos fueron ino
culadosy la combinacion de resultados positivos Yy negativos.per-
mite una estimacion dr la densidade original de las bactérias
investigadas (NMP), & través de la aplicacion de céalculos de pro-

balidad.

Para la determinacicn del numero mas probable de Vibrio cholerae

€n muestras de aguas los volumenes inoculados son normalmente su
periore- a los utilizados para los indicadores de contaminacion

bacteriologlco Ya que el Vibrio cholerae =se encuentra en meno-

res densidades en estas nuestras. (ver item 5). Los volumenes
mas comunmente utilizados para aguas superfiales son 1000, 100 Yy
10 mL, en serie de 3, debido al alto costo de los medios nece-

sarios para anélisis de Vibrio cholerae. Los volUmenes de 1000

¥y 100 mL son concentrados en membrana filtrante para inocular les

en medios de enriquecimiento (APA).

8.1 - Procedimiento del Método

a) Preparar el material necesario para realizacion de cada mues

tra v disponerlo en 1la meseta em ordem:

- 3 erlernmeyers de 300 mL conteniendo 100 mL de agua pepto-

nada alcalina para volumenes de 1000 mlL de muestra.

. 3 erlenmeyers de 250 mL conteniendo 50 mL de agua peptona-

da alcalina para volumenes de 100 mL de muestra.

. 3 tubos de 18x180 mm conteniendo 10 mL de agua peptenada
alcalina de doble concentracion para volUmenes de 10 mL de

muestra.

35
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Procer.2r a marcar c¢os erlermeyers, anotando el numero de 1la
muestra, el volumen seleccionado de la muestra a ser inocula-
da, la fecha y las posiciones cue cada uno de los dos erlerme
yers ocupar en la serie de 3, con los letras A, Byv C (ver fi

gura 4).

Para la serie de 1000 mL: homogenizar la muestra, medir un vo-
lumen de 3 litros y verter cuidadosamente ene€lfrasco de vacio,
ya conectado a la bomba de vacio vy al porta filtro de 142 mm,
conteniendo membrana filtrante de 0,45 um de porosidad. Co-
nectar la bomba de vacio y proceder a la filtracion. Después,
desconectar la bomba y retirar cuidadosamente la parte supe-
rior del porta-filtro y con ayuda de una pinza y una tenaza,
cuyos extremos fueron flameadas, doblar la membrana al medio
y cortarla en 3 partes iguales. Colocar cada una de las par-
tes (concentracion corespondiente al volumen de 1000 mL) en
los erlermeyers conteniendo 100 mL de APA, cortando cada peda
ZO en tiras bien pequeﬁas. Homogenizar bien para el despren-

dimiento del material de la superficie de la membrana.

Para serie de 100 mL: homogenizar la muestra, medio un volu-
men de 100 ml, y proceder a la filtracion en el porta filtro

de 47 mm y membrana de 0,45 um de porosidad como sigue:

. Retirar la parte superior del porta-filtro y con una pinza
flameada y enfriada, colocar en la base el soporte del £il

tro, una membrana estéril de 0,45 um de diametro.

Volver a colocar la parte superior del porta-filtro, tenien
do cuidado para no danar la membrana. Ajustar y enroscar

bien.

. Verter cuidadosamente al porta filtro 100 mL de la muestra,

evitando que el agua resbale.
. Conectar la bomba de vacio y proceder a la filtracion.

. Despues de la filtracion de la muestra, enjuagar el porta
filtro tres veces, con porciones de 20-30 mL de agua de di-

lucion estéril.
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. Desconectar la bomba de vacio 2l finalizar la operacion. T

vitar que la membrana este excesivamente seca.

- Retirar la parte superior del porta-filtro y con azuxilio de
una pinza flameada y enfriada, retirarig membrana y colocar
la en un erlenmeyer conteniendo 50 mL ce APA, cortando en

tiras pequenas.

. Volver a colocar la parte superior del porta-filtro v lavar
con 20 a 30 mL de agua de dilucion estéril ¥ proceder a la

filtracion de los volUmenes mas de 100 mL.

e) Para la serie cde 10 mL: Homogenizar la muestra v transferir 10
mL para cada uno de los 3 tubos conteniendo 10 mL de agua

peptonada de concentracion doble.

o
N—

Después de la inoculacion de todos los volUmenes de la mues-
tra (1000, 100 y 10 mL) incubar los erlermeyers y tubos a 35°¢
37°C por 18/24 horas.

g) Para continuar, proceder segun los items 5.1c a 6.2g2.

8.2 - Calculo y Expresion de los Resul tados

La densidad de Vibrio cholerae se expresa como el NMP de Vibrio

choderae por 100 mL, el cual es obtenido a través de la tabla es-
pecifica, en cue son dados los limites de confianza de 95% para

cada valor de NMP ceterminado.

La tabla 4 presenta el NMP para varias combinaciones de resulta-
dos positivos y negativos, cuando son inoculados 2 porciones de
10 mL, 3 porciones de 1 mL y 3 porciones de 0,1 mL de la muestra.
ilientras tanto, esta tabla también puede ser utilizada cuando vo-
limenes mayores y menores de la muestra son inoculados. Z=n ste
caso, se procesa un cédigo formado por los numeros de erlenmevers

¥ tubos con resultados positivo para Vibrio cholerae obtenido en

los tres series consecutivas inoculadas, verificandose el valor
de NMP corespondiente a él. E1 NMP/100 mlL sera dado a través de

la siguiente férmula:




38
MMP correspondiente al cédigo X 10
mayor volumen inoculado
Si se consideran los siguientes ejemplos:
Volumenes Serie . NUmero Calculo MMP/
decimales Codigo del del
inoculados A B C codigo MMP 100 mL
1000 mL + + + 3 - - -
100 mL + - + 2 93 93x 10 0,93
1000
10 mL - - - 0 - - =

1111555085838 88¢

r)ﬂ0ﬂ0!1000!?Dﬂﬂhﬁﬂﬂﬂﬂ(\\\000(\0{)09‘7\
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3 Litros de la nuestra

concentracion en MF 142 mm
, 0,45 pm|

1L
1L

1000 mL

1L

yATAY

MUESTRA

<

100 mL 1oo mL 100 mL
A B c
100 mi,__
MUESTRA

v d

(
(

10 éL _J__

JoL

D

10 mL 10 mL 10 ml,

\
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100 nL agua peptoneadsa

47 ‘mm

0,45 um

ncuber 35 - 37°C
18 hores
|
[
Agar TCBS IAL O Kligler
35-37°C 18 he 35-372C 24 hs

Oxidese

Serologia

Figura 4 - Esquema de procedimiento (NMP)
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Tabla 4 - Indice de NMP y limites de confianza de 95% son utiliza
dos inoculos de 10 mL, 1 mL y O,1 mL en series de 3 tu-

j115150358383131

bos.
Ne DE TUBOS CON REACCION POSITIVA DE: TDICE 9%;%&@3“
3 de 10 mL 3 de 1 mL 2 de 0,1 mh NVP/100 mr,| MINTIO MAXIMO
0 0 0 <3 - _
0 0 1 3 <0,5 9
0 1 0 3 <0,5 13
1 0 0 4 <0,5 20 g
1 0 1 7 1 21 po:
1 1 0 7 1 23 e
1 1 1 11 3 36 -
1 2 0 11 3 36 pe
2 0 0 9 1 36 pe
2 0 1 14 3 37 =
2 1 0 15 3 44 =
2 1 1 20 7 89 =
2 2 0 21 4 47 G
2 2 1 28 10 150 =
3 0 0 23 4 120 =
3 0 1 39 i 130 “
3 0 2 64 15 380 i
3 1 0 43 7 210 -
3 1 1 75 14 230 c:
3 1 ° 120 30 380 >
3 2 0 93 15 380 :
2 2 1 150 30 440 ;
3 1 2 210 a5 470 e
3 3 0 240 36 1,300 =
3 3 1 460 71 2,400 c
A 3 2 1,100 150 4,800 =
3 3 3 22,400 - - -
G
)
)
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9. Medios de Cultivo

9.1 - Medio de Transporte Cary - Blair

Medio semisolido para conservacion de muestras fecales. FE1 PH al
calino y la presencia de cloruro de sdédio favorecen la superviven
cia de V. cholerae que puede permanecer viable hasta 22 dias en
este medio. E1 tioglicolato de sddio actua como agente reduc
tor, manteniendo un bajo potencial de oxidaoioﬁ—reduccioﬁ, previ
niendo la formacion de peroxidos en el medio, que normalmente son

letales para los microorganismos.

OBS.: Las muestras que son transportadas en medio Cary Blair no

necesitan de refrigeracion.

9.2 - Agua Peptonada Alcalina (APA)

Medio 1liquido utilizado para el enriquecimiento de Vibrio chole-

rae de pH alcalino (8,6) que favorece el desarrollo répido de

Vibrio e inhibe el crecimiento de otras bacterias.

El periodo de incubacion no debe ser largo (8 a 12 horas), para

que no haya predominio de otros microorganismos. ]

9.3 - Agar TCBS (agar tiosulfato citrato sacarosa sales biliares) y

iledio selectivo diferencial mayormente utilizado para el aisla-

miento de Vibrio cholerae y otros vibrios patégenos. E1l Vibrio

cholerae utiliza 1la Sacarosa, acidificando el medio y producien-
do colonias amarillas, debido al cambio de los indicadores de

PH, azul de timol y bromotimol. # ‘

Las sales biliares incorporadas al medio actuan en la inhibicion
del crecimientc de la mayoria de las bacterias gram positivas.
El citrato de sodio retarda el desarrollo de los microorganismos

gram positivos y sirve para restringir algunos organismos gram

negativos que son incapaces de utilizar citrato de sodio como
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fuente de carbono. E1 tiosulfato de sodio y el citrato férrico,
permiten la diferenciacion de los vibrios de las bacterias pro-

ductoras de sulfuro de hidrdgeno (HZS)'

9.4 - Agar Kligler con Hierro (Kligler Iron Agar)

Glucosa (dextrosa) - E1 X. cholerae fermenta 1la glucosa, con pro
duccion de écido, el que determina 1la aparicion de una colora-
cion amarilla al medio, segun el cambio del indicador de pH. En
la superficie del medio, la proliferacion es muy abundante y 1la
acidez resultante de la fermentacion de 1la glucosa es neutraliza
da por los productos del metabolismo proteico, 1lo que determina
la aparicion del color rojo. En la base del medio, donde el cre
cimiento es menor en relacion a la superficie, los productos del
metabolismo protéico no son suficientes para neutralizar 1a aci-

dez permaneciendo 1la coloracion amarilla del medio.

Lactosa - E1 V. cholerae no fermenta 1a lactosa, permaneciendo

inalterable el épice del medio (coloracion roja).

Sulfuro de hidrogeno (H2s) - E1 V. cholerae es incapaz de redu-
cir el tiosulfato a sulfuro de hidrégeno por tanto, no habra

formacion de sulfato férrico resultante de la combinacion del
ion hierro presente en el sulfato ferroso amoniacal con el sulfa

to de hldrogeno responsable del ennegrecimiento del medio.

Gas - El1 V. cholerae no produce gas, por tanto no presentara nin

guna formacion de bubujas en el medio.

Indol - E1l V. cholerae produce una enzima triptofanasa, siendo
por tanto, capaz de degradar el aminoacido heterociclico tripto-
fano y formar el indol. La formacion de indol es verificada por
la presencia de color rojo en los tapones del medio de Kligler

que contiene el reactivo para dimetilaminobenzaldehido.

nnnﬂooﬂoooooooooooonn«ouoooooo09000£J££1£S£3§jjjj
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9.5 - Medio de Rugai y Lisina-Motilidad (IAL) segun PESSOA &
SILVA

a) Fase inferior: lisina y motilidad

Lisina - E1 V. cholerae descarboxila este aminoacido g tra-
ves de la enzima L-lisina descarboxilasa, dando formacion de
la amina respectiva cadaverina. La amina formada neutralizg
da la acidez del medio broveniente de la fermentacion de 1a
glucosa y 1o alcaliza 1lo suficiente para hacer que el indica

dor purpura de bromocresol vire a color violeta con este pH.

Motilidad - E- V. cholerae posee flagelo, presentando, por
tanto, crecimiento difuso en agar semisolido.

b) Fase superior: Rugai
- glucosa (dextrosa) - (ver item 7.4).

- gas (ver item 7.4).

- sulfuro de hidrogeno - (ver item 7.4).
- indol - (ver item 74 )
- L-triptofano desaminasa (LTD) - el V. cholerae no posee el

L-triptofano desaminasa, siendo incapaz de desaminar el TriB
tofano y producir el acido indol pirﬁvico, por tanto, el
épice de IAL se presentara azul.

Ureasa - EI1 K. cholerae es ureosa negativa, por 1la tanto no
degrada la urea en amonio (NHB) y dioxido de carbono (Cog),no
presentando color azul en la parte inferior, caracteristica
de las bacterias ureasa positiva.

Sacarosa - El V. cholerae fermenta 1a sacarosa; por 1la tanto,

la parte profunda del IAL se observara de color amarililo.

9.6 - Oxidasa

El V. cholerae tiene citocromo-oxidasa, enzima que oxida el ci-
Y. cholerae

i ori i . la seguien-
trocromo-c en la cadena respiratoriia, de acuerso a g
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te reacolon
> citocromo—c + 2 H' + 1/2 O2 citocromo 2 citocromo-c + HZO
—_—>
(reducido) oxidase (oxidado)
En este test, el citocromo-c oxidado, tataliza la oxidacion de

tetrametil-p-fenilenodiamina, observandose la aparicioﬁ de un co-

lor azul.

PN O NN DD DDA DN N e o
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En la preparacion de medios de cultivo, se utilizan de preferencia
medios deshidratados, de la me jor calidad posible . ©No obstante

pueden ser preparados en el laboratorio, cuidando que los ingnxﬁeg
tes utilizados deban ser de grado bacteriolégico, el color,
olor y consistencia deben mantenerse inalterables vy sin presentar
sustaencias bactericidas ni bacteriostéticos inespecificos u otros
carbohidratos fermentables Queé no sean los requeridos para el
eénsayo y proveer los nutrientes necesario para asegurar el cresci

miento de los microorganismos en estudio.

9.7 — Medios de Cultivo Deshidratados

Agar Kligler con Hierro ("Kligler Iron Agar")
Agar TCBS ('"TCBS Agar")

Base de Moeller para la descarboxilasa ("Bescarboxylase base Moe
ller")

- Medio basal para oxidacion Yy fermentacion ("OF Basal Medium")
. Mediopara 1a prueba de Voges-Proskaeur ("MR-VP Medium'")

Medio de transporte Cary y Blair (”Cary and Blair Transport Me-
dium")

Medio de Mueller Hinton (Mueller Hinton Medium)

9.8 - Sueros

Antisuero polivalente para V. cholerae 01
Antisuero V. cholerae Ogawa

Antisuero X. cholerae Inaba

9.9 - Preparacion de Medios de Cultivo

Medio de transporte "Cary y Blair"



FAN
[0))

Formula:

Tioglicolato de 8010 soswsvnsvisssass avsmesomesnnessans 1,5 g

Fosfato dibasico de sodio anhdro (NagHPO4) ............. 1,1 g

Cloruro de s0dio (NACl) vt vererueeeeeeenneeneneenennnnas 5,0 g

BOBT o a6 0 5 006 5 % 615 % 5 506 5 55,5 % 008 6 o s o @ @0 m wia e s i s ol W i e 5,0 g

Agua destilada ... eeeeeeeeeeeeeeeseeeonoooeeoaceseees 991,0 mL

pH final después de esterilizacion: 8,4 + 0,2

Preparacion:

Pesar 12,6 de medio deshidratado "Cary and Blair Transport Me -
dium" y agregar 991 mL de agua destilada fria dejéndolo en repo-
so durante aproximadamente 15 minutos. Calentar, agitando frecu-
entemente hasta disolverlo completamente y sin llegar a la tempe-
ratura de ebullicion. Estabilizar en bano-maria a 50°C. Agregar
asepticamente 9 mL de una solucion de cloruro de calcio al 1% (esté
ril). Homogenizar y esterilizar el medio en vapor fluente duran-
te 15 minutos o en bano-maria, dejando el recipiente medio abier-
to, cerrandolo inmediatamente después de esterilizado. Distribuir
asépticamente 300 mL en bolsas plasticas de 20 litros. Sellar y

almacenar en la oscuridad a una temperatura de 2 a 8¢C.

Obs.: Este medio de transporte puede ser utilizado por un largo
tiempo después de preparado (18 meses o mas) preservandolo

de manera adecuada.

Agua Peptonada Alcalina (APA) (concentracion simple)

Formula:

PODUOTIE. & sisis 5 o 58 5 616 5 5 6.6 5 516 5 & 816 % 5 5116 o o0 910 12 o1 9179 & = w170 ' = i'n w o 6 10,0 g
Cloruro de S0dio (NaCl) vttt teensenenneeeeennnnnneens 10,0 g
Agua degbllads ciswsosvnsasissssstsiisnnsmmenne namenm 1000,0 mL

pH final: 8,8 + 0,2 a 25°C

nﬂﬂﬂﬂﬂno0ﬂnﬂoooooovnooowtmv00w00000££££3jjjjjjjjj



Preparacion:

Pesar la peptona y el cloruro de sodio y agregar 1000 mL de agua
destilada.dejéndolos €nreposo aproximadamente 15 minutos Calen-
tar agitando frecuentemente hasta que el medio se disuelva comple
tamente, sin alcanzar la temperatura de ebullicion. Distribuir vo
lumenes de 10 mL en tubos de ensayo de (16x150) mm. Taponar y es

terilizar en autoclave a 121°(C durante 15 minutos.

Agua Peptonada Alcalina (APA) (concentracioén doble)

Férmula:

PEPEONA e 20,0 g
Cloruro de sodio (NaC1) .o 20,0 g
Agua destilada ...........iiiiiiiiieeiiin 1000,0 mL
PH final: 8,8 + 0,2 a 25¢°C

Preparacion:

Pesar la peptona, el cloruro de sodio y agregar 100 mL de agua

destilada fria, de jando en reposo aproximadamente 15 minutos. Ca
lentar agitando frecuentementelmstalacompleta disolucion del me-
dio, sin alcanzar 1a temperatura de ebullicion. Distribuir vola-
menes de 10 mL en tubos de ensayo de (18X180) mm. Ajustar el pH
Yy esterilizar en autoclave a 121¢°C durante 15 minutos. Al momen-
to de usar asepticamente colocar el contenido de cada tubo (10 mL)
eén erlenmeyers estériles de 125 mL.

Obs.: Ajustar el PH con NaOH (1N) antes de autoclavar (40g de
NaOH para 1000 mL de agua destilada).

47




agar TCBS (Agar tiosulfato, citrato, sales biliares y sacarosa)

Formula:

Extrato de levadura .csceisecsnscssossncsssnsos
Peptona proteasa (o Peptona) .....eeeeeeeeen.

Citrato de sodio (Na3 C6 H5 07) ..............

Tiosulfato de sodio (Na2 S, 03) .............
Bilis de buey deshidratada .eesssesesinesssss
SACArOSA  t e e eeesoescssoscsssassssssssssocascescs
Cloruro de s0dio (NaCl) .eeeeeeeeeceocanenens
Citrato FErriCO  tiiuviirieeeeneneennnneennnens
Azul de bromotimol ....ceeecooccscscccscocasss
AZUl de EIMOLl sesnsvosvsssvosnsnanssaessacesvs
N o= T

volig deST11ada seosnsssnsonssovnsvon s e eE s wie e

pH final: 8,6 + 0,2 & 2520

"No autoclavar'".

Preparacion

Pesar 89,0g de medio deshidratado "TCBS Agar'" y agregar 1000 mL de

ooooooooo

5,0 g
10,0 g
10,0 g

agua destilada fria, dejando en reposo durante aproximadamente 15

minutos. Calentar, agiténdolo frecuentemente hasta

disolucion, sin alcanzar la temperatura de ebullicion.

siu completa

12 a 15 mL en placas Petri de (15x100) mm, previamente esteriliza

das. Las placas con agar TCBS deben mantenerse refrigeradas (2 a

8eC)

El medio TCBS no debe autoclavarse.
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Distribuir
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Agar Kligler con Hierro
Formula:

SELTEET G0 QEFTIE 5w xomws © 5 55 50 e n o g s 3,0 g
Extracto de levadura ........................... .. 3,0 g
PEDEGLIA  0sn v ma w5 55 5 s w5505 e 5915 4 3 e e 15,0 g
Peptona Proteasa ............coiiiiiiiiiiniii 5,0 g
LACLOSa .. 10,0 g
GIEBBSB oo wua s 55 s as 5 505 B e 8 55 b = s o e s g 1,0 g
Sulfato ferroso FeSO4) ........................... 550 g
Tiosulfato de sodio (Na2 S, OS) ................... 0,3 g
e T 0,024 ¢
ABAT v 12,0 g
Agua destilada ......iiiiiiiiiiiiiiii 1000,0 mL

PH final: 7,4 + 0,2 g 259%¢

Preparacion:

Pesar 55,0 g de medio deshidratado "Kligler Iron Agar" y agregar
1000 mL de agua destilada fria, dejéndolo €n reposo aproximadameg
te 15 minutos. Calentar agitando frecuentemente hasta disolverlo
completamente, sin alcanzar la temperatura de ebullicion. Distri
buir volumenes de 6 a 7 mL en tubos de ensayo (12x120) mm. Tapo-
nar con algodon hidrofilo y esterilizar en autoclave a2 121°C du-
rante 15 minutos. Después de esterilizado y aun caliente, im-
pregnar el tapén con reactivo para indol. Dejar enfriar, incli
nando de tal manera que la base sea aproximadamente de 1/3 de al-

tura del fondo del tubo. Mantener refrigerado (2 a 8eC).
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Agar nutriente modificado (agar manutencion)

Formula:

EXTrEct0 de CaTTNE veswannmsaes s ans oo o wesy soies o s siies s 4,0 g
PEDLTONEA . i oo aieie usemasasssnsonssoisssisesssdssissanss 10,0 g
Cloruro de s0dio (NaCl) teeeeeeeeeaoeoosssasasassosscs 5,0 g
AGEY o st e s o bsm wioe s o & 6 fid 5 66 6 & 606 55 6l & & Se @@ @en @ @ HE W Ee 15,0 g
Agua destilada ...eeeeococoosooososssssssosscssscsssscs 1000,0 mL

pH final: 7,4 + 0,2 a 25°C

Preparacion:

Pesar los ingredientes y agregar 1000 ml de agua destilada fria,
dejando en reposo durante 15 minutos aproximadamente. Calentar,
agitando frecuentemente hasta la completa disolucion del medio,
cuidando de no alcanzar la temperatura de ebullicion. Distribuir
volumenes de 6 a 7 mL em tubos de (12X120)mm. Ajustar y esterili-
zar en autoclave a 1219C durante 15 minutos. Deaxés de esterili-
zar el medio aun caliente, colocar los tubos en posicioﬁ incli-

nada hasta que el medio se solidifiocue.

Medio para detectar la actividad de decarboxilosa (base de Mueller

para descarboxilasa)

Formula:

PEPEONA swmew s sien e oo e e s ase i v d s oo e aie s s s o sl o oo 5,0 g
EXtracto de CArfNe ... e.eeeeececcecscscsoossssssssassscaes 5,0 g
GlUCOSA it eeoeeeeeceeoososoeeesesosososasasssacscssss 0,5 g
Pﬁrpura de bromocCresSol ...ceeecscsccccoccssscosssses 0,01 g
ROJO Cresol it i ittt eeeeeeeeeeeeeeesaosenssasssssssns 0,005 g
PIFIOBRE] sosiasssavnsmsassngspndisodssssisssss e s 0,005 g
Agua destTilada . ueeeeeeeeeeneeeeeseocooscasaasceens 1000,0 mL

pH final: 6,0 + 0,2 a 2585C
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Preparacion:

Pesar 10,5 g de medio deshidratado "Descarboxylase Base Moeller"
y agregar 1000 mL de agua destilada fria, dejando en reposo apro-
ximadamente por 15 minutos. Calentar agitando frecuentemente has
ta la completa disolucion del medio, cuidando de no alcanzar la
temperatura de incubacion. Dividir el medio en tres partes de
300 mL y una cuarta parte de 100 mL. A 1g primera parte agregar
3,0 de L-lisina. A 1la segunda parcion 3,0 g de L-arginina y a la
tercera parte 3,0 g de L-ornitina (concentracion final de los ami-
no acidos 1%) . La cuarta parte sera el control, por la tanto no
llevara minguin aminoacido. No €S necesario el ajuste del pH pa-

ra la lisina y la arginina. Para 1la ornitina, que es altamente écida,

ajustar el pH 6,0 + 0,2 con solucion nornal de hidroxido de soaio

(NaOH-1N) .

Distribuir volumenes de 3 mL en tubos de ensayo de (12x120) mm,
Taponar y esterilizar en autoclave a 1219C durante 15 minutos. Man

tener en refrigeracion (2-82(C).

Medio OF oxidacion y fermentac;én H
Formula:

Triptona .o e e 2,0 g

Cloruro de sodio (NaCl) ...vvuuiuuuuuennnnnnnnnonnn. .. 5,0 g

Fosfato dibasico de potassio (KEHPO4) ............... 0,3 ¢

Azul de bromotimol .............i.iiiiieae 0,08 g

ABBL e 2,0 g

AgUA deStIlada  t.vviiniiiiiiitrnnnnrennntr ey 1000,0 mL

pH final: 6,8 + 0,2 a 252C

Preparacion:

Pesar 9,4 g de medio deshidratado "OF Basal Medium" y agregar 1000
mL de agua destilada fria, dejando en reposo durante 15 minutos
aproximadamente. Calentar agitando frecuentemente hasta la com-

pleta disolucion del medio, cuidando de no alcanzar la temperatu
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~a de ebullcion. Distribuir volUmenes de 100 mL en matraces de
250 mL y esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Esta
bilizaralatemperatura de 50°C y adicionar para 100 mL de medio_
esteril, 10 mL de una solucion del azlUcar a ensayar al 10%. Ho
mogenizar y distribuir volUmenes de 3 a 4 mL en tubos ce ensayo
de (12x120) mm estériles, tamponados con algodon cardado. Mantener

los tubos en posicion vertical hasta gque el medio solifique.

Nota: La solucion de azlUcar debe esterilizarse por filtracion por

1embrana de 0,22 um esteril.

Medio de Voges—-Proskauer (VP)

Formula:

PRDTOME uremuses s ums s 56 e ume s fek 5 5EE 5 S6E DS 08 %5 oo 8§ b 7,0 g
Fosfato de potasio dibasico (K2HPO4) ................ 5,0 g
GlUCOSa vttt ittt noeeeeeeeeeeenoeeneaseencocnnanenans 5,0 g
Agta deSTI1aUE8 s vas 5665 6 s aeamenennsnisssonssseonss 1000,0 mL

pPH final después de la esterilizacion: 6,9 + 0,2 a 25°C

(P00 000000000 eDPPLOeePeY

Preparacion:

Pesar 17,0gde medio deshidratado "M R-V P Medium" y agregar 1000
mL de agua destilada dejando en reposo durante 15 minutos aproxi-
madamente. Calentar agitando frecuentemente hasta la completa di
solucion del medio cuidando de no alcanzar la temperatura de ebu-
llicion. Distribuir volumenes en autoclave a 121°C durante 15 mi

nutos. Mantener en refrigeracion (2-82C).

NHOHOHHOHONNNOOHDDNHNH O D
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Medio de Mueller Hinton
Formula:
INFUSiON d€ CAIME  uvvvvinnnneeeeesensenn e, 300,0 g
Hidrolisado de caseina .........c.ccvvuuuuninnnnnn . .. 17,5 g
BLMAGOI 1ot 3w 5% & 5 55 w0 w5 616 5 559 8 5 vm m 5 £ k6 e ek g o 1,5 g
T 17,0 g
Agua destilade  ...iiiiiiiiiii i e e e 1000,0 mL

PH final después de la esterilizacion: 7,4 + 0,1 a 25°C

Preparacion

Pesar 38,0 g de medio deshidratado "Mueller Hinton Medium" y agre
gar 1000 mL de agua destilada fria, dejando en reposo durante a-
proximadamente 15 minutos. Calentar, agitando frecuentemente, haE
ta la completa disolucion del medio, cuidando de no alcanzar la
temperatura de ebullicion. Si es necessario ajustar el pH en 7 54
con solucion normal de hidréxido de sodio (NaOH - 1IN). Esterili-
zar en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Después de esterili
zado, distribuir asepticamente volumenes de 15 mL en placas de Pe
tri de (15x100) mm.

Agar nutriente para agente vibriostatico ‘0129 (150 ug/mL)

Formula:

Caldo nutriente n® 2 (0X01G) vuvvevuernsnnenennnnnnn., 25,0 g
Cloruro de s0dio (NACLl) vuuuuiunnenenennnennennnnnn, 15,0 g
SN G s o g4 5 % s M E SIS K R 6 E e e e N R B B B B S i 15,0 g
501UGao 0129 (17,5 ME/ML . v v essee e oo e 20 mL
ABUA deSTIlada. e s v tennnnennnneeennnnnnnmn 1000,0 mL
Preparacion:

Pesar los componentes del medio Yy agregar 1000 mL de agua destila
da fria, dejando en reposo durante aproximadamente 15 minutos. Ca
lentar, agitando frecuentemente, hasta la completa disolucion del

medio cuidando de no alcanzar la temperatura de ebullicion. Este
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rilizar en autoclave a 1219C durante 15 minutos. Estabilizar el
medio a 50°C y agregar asepticamente 20 mL de una solucion de
17,5 mg/mL del agente vibriostatico 0129. Homogenizar y distri-
buir asepticamente volumenes de 15 ml en placas de Petri de
(15x100) mm.

Medio de Rugai y Lisina-motilidad (IAL), segun PESSOA & SILVA

El medio de cultivo completo esta constituido de cuatro fases:

a) interfase (vascar)
b) fase inferior (lisina-motilidad)
c) fase superior (medio de Rugai & AraGjo)

d) tapoén (con reativo para indol) (ver item 8.4)

Interfase (vascar, vaselina-carnauba)

Formula:

Vaselina liquida ..... e e e 90,0 mL
Cera de CarNaUDa vt v teen e et eeeeee e e e e, 18,0 g
Preparacioﬁ:

Pesar 18,0 g de cera de carnauba y agregar 90 mL de vaselina 1i-
quida. Calentar hestala completa fusion de la cera. Retirar del
fuego y vaciar sobre una nlaca de acrilico perforada. Dejar en-
friar, retirar el exceso de cera sobre la placa de acrilico con
la punta de una espatula. Guardar a temperatura ambiente. Al mo
mento de uso, dejar la placa en el refrigerador durante 30 minu-
tos. Con ayuda de una barilha de vidrio, retirar la cera de 1los
orificios y colocar en tubos de ensayo de (12X120) mm para que se

forme un anillo vedatorio de aproximadamente 1 mm de espesura.

$3315338991341919




Superior - (medio de Rugai & Araijo)
Formula:
Solucion 1 (base) .uuurrunrnnnnn. .. e e e, 800,0 mL

55

' Fase inferior - Medio de ensayo para decarboxilacion de lisina y

motilidad

Formula:

Extracto de levadura ........ Gt e s e e es s s s s e e s e ecscancnsa 3,0 g

Dextrosa ......c... R v siee W e NI R WS RS HEE B e e e 0,5 ¢

Nitrato de potasio (KNOS) RN SR S W 6 see e e e s e 0,5 g

L-lisina ........ BB E R e e e eean e R 5,0 g

Solucion alcohodlica de purpura de bromocresol 0,2% .. 10,0 mL
Agar ... . 00, © e e e e e e e e e e e s e e e e e e e e 4,0 g

Agua destilada Cere ettt ittt ittt assassssess 1000,0 mL

pH final después de esterilizacion: 6,4 a 25°C

Prevnaracion:

Pesar el extrato de levadura, la dextrosa, el nitrato de potasio y
el agar. Agregar 1000 mL de agua destilada fria; dejar en reposo

durante aproximadamente 15 minutos. Calentar agitando frecuente-

mente, hasta la completa disolucion del medio, cuidando de no al-
canzar la temperatura de ebullicion. Agregar L-lisina. Homogeni-
zary ajustar el pH a 6,4 con solucion de hidrdxido de sodio IN. A
gregar 10 mL de solucion alcohodlica de p&rpura de bromocresol al
0,2%. Homogenizar y distribuir vol(menes de 1,5 mL en tubos de en
sayo de (12x120) mm, en los cuales fue colocado el vascar (interfase).
Taponar con algodon hidréfilo y esterilizar en autoclave a 121°C
durante 15 minutos. Después de autoclaveado las tubos con medio
de cultivo deben conservarse en posicioﬁ vertical para ver la posi
cion de un anillo en la interfase, guardar en bolass plasticas en

refrigeracion (2-82C) durante un periodo maximo de 4 seman :s.

Solucion 2 (solucion de indicedor de sustratos) ....... 14,0 mL
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_ste medio debe ser preparado como sigue:

- preparar la solucion 1 (base), con la siguiente composicion:
Triptona sessaveonss AT EL I Y il W W EIE F e @ W eis 8w sieie w o mis w . 10,0 g
Extracto de carne . siwiie s s a6 E me s R RS NG R e R 6w w e W 2,0 g
Cloruro de sodio (NaCl) «ssesese e e e 5,0 g
Fosfato de sodio dibasico penta-hidratado (NaH2P045H20) 2,0 g
L-triptofano ....... 6w Wi E W e g% wieis e w e s wile s @ 28 s & sieis w B 1,0 ¢
Solucion alcoholica de azul de bromotimol 1,5% «e.ee.. 2,0 mL
Agar ....... o 5 siie @ B Sl W e e ce e e s s e e e e e s e o w s b e 11,0 g
Agua destilada ..... G R E G o @ W wis W W ceeeeccscssasss 1000,0 mL

pH final después de esterilizado: 7,4 a 25°C

Preparacion:

Pesar los reactivos, con excepcioﬁ de la solucion de azul de bromo
timol y agregar 1000 mL de agua destilada fria, dejar en reposo a-
proximadamente 15 minutos. Calentar, agitando frecuentemente has-
ta la disolucion completa del medio, cuidando de no alcanzar la
temperatura de ebullicion. Ajustar el pH a 7,4 con solucion de AL
droxido de sodio 1N. Agregar 2 mL de solucion alcoholica el 1,5%
de azul de bromotimol. Distribuir en matraces. Taponar y esteri
lizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Mantener en refri-

geracion (2-8°C) en la oscuridad.

- preparacion de la solucion 2 (solucion de indicador de sustratos),

con la siguiente composicion.

Citrato de Hierro amoniacal (verde) ..... oo wyvn iswws 2,0 g
Tiosulfato de sodio penta-hidrato (Na28203 5H20) ..... 2,0 g
SaCaroSa  c.iieececacons C et e et cana e e s essas s anuas 80,0 g
DEXLroSa ..ttt ittt eeeeenseeoaccassoonosacssscaasonacose 10,0 g
Urea ..ot eieeeeeeroenanonaas AT A R s e w 40,0 g
Agua destillada iwmsem s e s ames sm mesises somnesen ysns o 85,0 mL
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Preparacion:

Pesar todos los reactivos, colocarlos en un frasco esterilizado de
150 mL y agregar 85 ml de agua destilada esteril. Taponar con ta-
pa de rosca o tapon de corcho. Calentar en bano-maria a 65°C, agi
tando frecuentement hasta que todos los reactivos se disvelvan.
Pasteurizar sumirgiendo frasco hasta el cuello en bano-maria a

652C durante 1 hora.
Mantener en refrigeracion (2 a 82C), en la oscuridad.

Colorantes utilizados en 1la preparacion del TAL

a) Azul de bromotimol (solucion alcohdlica al 1,5%)

Formula:

Azul de bromotimol ...... PR S s e e s eSS 8 o v meE B e 1,5 g
Alcohol etilico absoluto gq.s.p ...... o wouis @ 8 8 T 100,0 mL
Preparacion:

Pesar 1,5 g de azul de bromotimol, colocar en un matraz aforado y
completar a un volumen de 100 mL con alcohol etilico absoluto.
Guardar la solucion en un frasco con trapa de rosca en la oscuri-
dad.

b) Pﬁrpura de bromocresol (solucion alcohélica_alo,Z%)

Férmula:

Solucion normal de hidréxido de soédio (NaOH-1N) ...... 1,0 mL
Agua destilada Sttt et e et ettt ittt et ettt 49,0 mL
P&rpura de bromocresol ...... e et o ae e e e e 0,2 g

Alcohol etilico absoluto QeSeD  eeeen, e 100,0 mL
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Preparacion:

Colocar en un matraz aferido 1 mL de una solucion normal de hidré-
xido de sodio (NaCH-1N) a 49 mL de agua destilada. Esperar medie
hora para estabilizar. En seguida disolver 0,2 g de purpura de
bromocresol en la solucion estabilizada. Una vez disuelto, com-
pletar a 100 mL con alcohol etilico absoluto. Guardar la solucion

en frasco com tapa de rosca en la oscuridad.

Preparacioﬁ del medio TAL

Fundir la base del medio Rugai, Aratjo en bano-maria y estabilizar
a 60-65°C. Adicionar, aséepticamente una solucion de indicador de
substratos. Homogenizar. Distribuir alicuotas de aproximadamen
te 3 mL em tubos de (12x120) mm que contienen lisina y o vascar,
impregnar el tapén con reactivo para indol. Dejar enfriar, incli-
nando las tubos en un angulo de 45°C. Controlar la esterilidad,

incubando a 352C por 24 hores.

9.10 - Soluciones

Reativo para indol

Formula:

p-dimetilamino benzaldehido ......vvoevu... s W RS S R 6 1,0 g
Acido ortofosforico ......... SRR e s B e e e e e e e e 20,0 g
Alcohol etilico abSOlULO  uvvnivinennenenneneenennenn. 50,0 mL
Mpus deslllals H.8:0 ssncnsesnconis s iams sds586s88 b o 100,0 mL
Preparacion:

Pesar o p-dimetilamino benzaldehido y eagregar 50 mL de alcohol eti
lico absoluto. Agreger el acido ortofosforico al agua y adicio-
nal el p- dimetilamino benzaldehido, disuelto en alcohol. Colocar

en frasco con tapa esmerilada o de rosca.
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Para la aplicacion del reactivo para indol en el tapén de algodon

deben seguirse los siguientes pasos:

a) Colocar aproximadamente 10 mL de reativo en una placa de Petri
estéril, mantenida en posicion inclinada, con papeldefihxoestg

rilizado en el fondo;

b) No embeber el tapén de algodoﬁ directamente en el reactivo, to-

cando levemente en el papel filtro.

c) Trabajar rapidamente, con asepsia, de preferencia en ambiente

esteril.

Reactivo para ensayo de oxidasa

Formula:

Clorhidrato de N, N', N',-tetrametil-p-fenilendiamina ce e 1,0 g
Agua destilada ............ T 100 mL
Preparacion:

Pesar 1,0 g de clcrhidratode N, N, N' N' - tetrametil—p—fenilendiami

na agregar 100 mL de agua recieﬁ—destilada, homogenizando bien has
ta la completadisolucion de los reactivos. guardar la solucion en

frascos ambar (oscuro), en refrigeracion (2 a 89C), maximo 2 dias.

Nota: La adicion de acido ascorbico a esa solucion (en la concen-

tracion de 0,1%) retarda 1la auto-oxidacion del reactivo.

Solucion de cloruro de calcio al 1%

Formula:

Cloruro de calcio ...... ettt ettt 1,0 g
Agua destilada .................. B G ool m w s s E NGRS 100,0 mL
Preparacion:

Pesar 1,0 g de cloruro de calcio y disolver en 100 mL de agua des

tilada. Almacenar en frascos hermeticos, previamente esterilizadof
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Solucion fisiolégica o solucion salina
Formula:
Clorurs de S0d16 (NACL)  cw s em s s sio e soamws o sis o 6 siamn swis o »s 8,5 g
Agua destilada ...ccieceececvconcnns I L W e 1000, O mL
Preparacioﬁ:

Pesar 8,5 g de cloruro de sodio v disolver en 1000 mL de agua des-
tilada. Homogenizar biénlwstalauompleta disolucion del cloruro de
sodio. Distribuir volumenes de 50 mL aproximadamente en frascos
de borosilicato o vidrio neutro. Esterilizar en autoclave a 121°C

durante 15 minutos. Guardar a temperatura ambiente.

Solucion normal de hidroxido de sodio (NaOH 1N)

Formula:

Hidroxido de sodio (NaOH) ..eeveeen.. e et 40,0 g
Agua destilada .......... e e e s e e . o o W R R P 1000,0 mL
Preparacioﬁ:

Pesar 40,0 g de hidroxido de sodio. Colocar en un matraz aforado
y adicionar 500 mL de agua destilada. Homogenizar hasta la completa
disolucion del hidroxido de sodio y completar para 1000 mL con

agua destilada. Guardar en frasco hermético en la oscuridad.

Reactivos para el ensayo VP

Solucion de alfa-naftol al 5%

Formula:
Alfa-naftol ......... . wive e m e is w wie e e e e b 6 G W e W e . 5,0 g
Alcohol etilico 2DSOlULO v ve v e evenenenenenns T 100,0 mL

AR AR AR R RS R AR RRLR

PODHOHOO O
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Preparacion:

Pesar 5,0 g de alfa-naftol y diluir en 100 mL de alcohol etilico

absoluto. Preparar la solucion al momento de usar.

Solucion de hidroxido de potasio al 40%

Formula:

Hidroxido de potasio (KOH) ........................ . .. 40,0 g
AUS AEBELLAUA  wu v ransesssonnnrsnnronennsnnsonnnn .. 100,0 mL
Preparacion:

Pesar 40,0 g de hidroxido de potasio y diluir en 100 mL de agua

destilada. Guardar en frasco hermético en la oscuridad.

Solucion 0129 (7,5 mg/mL)

Férmula:

0129 (2,4 diamino-6,7-disopropyl pteridine phosphate). 0,75 g
Agua destilada estéril

Preparacion:

Disolver el reactivo 0129 en 100 mL de agua destilada y esterili-

zar en membrana filtrante 0,22 um. Almacenar en el refrigerador por un
periodo inferior a 30 dias (2 a 82C)

Solucion de deoxicolato de sodio al 0,5%

Deaxicolato de sodio (C24 dﬁg NaO4) ..................... 0,5 g
ABUA deSEIlada  .uuviuuriinrann o bnene e e ey 100 mL
Preparacion:

Pesar 0,5 g de deoxicolato de sodio y disolver en 100 mL de agua

destilada. Guardar en un frasco cuenta gotas.
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Solucion de tiosulfato de sodio al 1,8%
Formula:
Tiosulfato de sodio anhidro (Na25203) S EEEERE NS A e 18,0 g
Agua destilada .............. Cw s e d c e e et 1000,0 mL
Preparacion:
Pesar 18 g de tiosulfato de sodio y disolver en 1000 mL de agua
destilada. Guarder en frasco con tapén de rosca.
Solucion de EDTA al 15%
Formula:
EDTA (acido etilendiamenotetraacético) w...eev.o...... .. 150,0 g
Agua destilada v iveeereeeeeeneeeennoennnnnnnennnii eee. 1000,0 mL
Preparacioﬁ:

Pesar 150,0 g de EDTA y disolver en 1000 mL de agua destilada. A-

Justar el pH 6,5. Guardar en frasco con tapén de rosca.

10. EQUIPAMIENTOS Y MATERIALES

Balanzas

Con sensibilidad en un minimo de 0,1 g al peso de 150 g.

Bano-maria

Zguipado con termostato para temperatura de 55¢2C, con capacidad
adecuada para recipientes que contienen medios de cultivo, cuyea
temperatura debe ser estabilizada antes de su cdistribucion en pla

cas de Petri.
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1. Las balanzas deben ser colocadas en locales adecuados, protegi-
das de vibraciones,humedad Yy cambios bruscos de temperatura,

deben ser mantenidas limpias y usadas bor personal que conozcan
su funcionamiento.

2. Deben hacerse registros continuos Yy periodicos de temperatura v
los termometros usados deben ser graduados con intervalos de es
cala de 0,19cC. Los envases que se coloquen en bano-maria de-

ben ser de acero inoxidable o acero galvanizado.

Destilador de agua o deionizador

Debe obtenerse agua no téxica, libre de sustancias que impidan o
interfieran 1a multiplicaciodn bacteriana. La conductividad debe

ser inferior g 2 umhos/cm2 a 25°C Yy el pH entre 5,5 a 7,5.

Nota: La densidad de bacterias heterotroficas en el agua recién
destilada debe ser inferior a 1000 unidades formadoras de co
lonias por mL (UFC/mL) y a 10.000 UFC/mL en el agua destila-

da almacenada. Este control debe hacerse por 1o menos, una
vez al mes.

Equipos de esterilizacion

Autoclave

Funciona a una presioh de 103 393 Pa (1,05 kgf/cm® o 15 1b3pol?)
produciendo en su interior una temperatura de 121,62C al nivel del
mar.

El recambio delaire & vapor debe durartnréxhn(blxaknn% sien

do recomendable que la temperatura de esterilizacion sea alcanzada
antes de 30 minutos.

Estufa de esterilizacion

Debe mantener una temperatura de (170 + 10°C) durante el periodo
de esterilizacion (minimo de 2 horas) .
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Equipamientoparalaconcentracion en membrana filtrante

Bomba de presion.

De acero inoxidable con capacidad para 5 a 10 litreas.

Porta filtro

De acero inoxidable, con un diametro de 142 mm o 293 mm.

Mangueras de goma

Con buena resistencia a la presion.
Bomba de vacio y presion

Bomba de vacio y presion u otro dispositivo adecuado para produ-

cir una presion de 147,1 Kpa.

Estufa de cultivo termostatizada

Debe mantener una temperatura en el rango de 35 + 0,52C y la hume-

dad relativa entre 75 a 85%.

3. La verificacion de la temperatura debe ser hacha periodicamente
(Minimo 2 veces al dia) con termometros (sumergidos en agua, glice-
rina o aceite mineral) colocados en puntasrepresentativas de la in
cubadora,es conveniente también la colocacion de un termometro de
maxima y minima en la parte central de la estufa. Es conveniente

el uso de un circulador de aire para homogenizar la temperatura.

pH metro

Debe tener una exactitud minima de 0,1 unidades de ph y debe cer

calibrado, por lo menos dos veces al dia, conmenos dos luciones

tampones patron (pH = 4,0; pH = 6,86; 0 pH = 9,18).

Refrigerador

Debe mantener la temperatura en un rango de 2 a 10°C.
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Material de wvidrio
Matraces
De borosilicato ("Pyrex'") o vidrio neutro, adecuados p- la pre-

paracion de medios de cultivo.

Matraces erlenmeyer

De borosilicato ('"Pyrex'") o vidrio neutro, con capacidad de 125mL.

Frascos parae la colecciodn de 1la muestras

De vidrio neutro o plastico autoclavable, atoxico, con capacidad

minima de 5 litros, boca ancha v tapa .

Frascos para la solucion fisiologica

De borosilicato ("Pyrex'") o vidrio neutro, con tapa de rosca que
permitan buen sellaje y estén libres de sustancias toxicas solu-
bles.

Pipetas

Deben ser de borosilicato tipo Mohr, para 5 mL ¥y 10 mL con gradua-
cion de 1/10 y un error de calibracion inferior a 2,5%, con tapén

de algodén.

Pipetas Pasteur

Placas de Petri (de vidrio)

Deben ser &eborosilicato ("pyrex") o vidrio neutro, de buena calidad,

de 100 mm de diametro Yy 15 mm de altura.

Tubos de ensayo

De borosilicato ('"pyrex") o vidrio neutro, con capacidad adecuada.
Py I

Nota: Generalmente se usan tubos de ensayo de (18x180) mm, (16x
150) mm y de (12x120)mm.
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Asas de inoculacion

Alambre de niquel-cromo, platina-iridio o platino, de 0,5 mm de
diametro y 7 a 8 cm de largo, con una circunferencia de 3 mm diame
tro en un extremoc, el otro unido a un mango metalico (cabo de Xo-

lle).

Mechero de Bunsen o similar

Debe funcionar adecuadamente para producir combustion completa.

Caja de acero inoxidable

Para esterilizacion de materiales.

Caja de Huddlenson

Para el ensayo ae aglutinacion raepida, caja de madera pintada de co-
lor negro, excepto um lado que esta pintada de blanco, provista de

una ampolleta y una place de vidrio cuadriculado.

Gradilhes

De tamano acdecuado para colocar los tubos de ensayo utilizados.

Recipiente para pipetas o porta pipetas

Para colocaer y esterilizar las pipetas, de aluminio o acero ino
xideble de teamano adecuado. Ocasionalmente, las pipetas pueden
ser encrueltas individualmente en papel Kraft para la esteriliza-

¢cion.

Hilo de nylon o alambre

Para la fi jacion del plumers de gasa en el lugar de muestres.
Guantes cquirurgicos o descartaebles.

Mascaras quirurgicas asépticas.
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Membranas de éster de celulosa
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Mezcla de nitrato Y acetato de celulosa con porosidadde 0,22 um y

0,45 um (previamente estériles & autocla.

Deben ser de buena cua

licdad, reprentando una retencion total de las bacterias una veloci

dad de filtracidn adecuada.

Rollo de gasa o atadura de crepé (hospitalar)

Debe tener aproximadamente 23 cm de ancho.

Bolsa plastica

Debe ser de plastico transparente, grueso e resistente,

dad de 20 litros (usado en la toma de muestra con plumero de gasa).

Bolsa pléstica autoclavable

Con capacidad de 20 litros.

Papel aluminio

Papel "Xraft"

Pinzas

De acero inoxidable con puntas romas.

Propipeta e pera de succion

Rejilha de amianto

Termometros

Tijeras

De acero inoxidable de punta fina

Tripode

con capaci
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SOBREVIVENCIA DE Vibrio

TABLA N2 10

cholerae EN AGUA DE MAR (IN NATURA)

sobrevivencia

Vibrio cholerae igua de Mar Temperatura
El Tor5 agua costeras préximos 21-31%¢ 6 dias
1,5x10 a la fuente de agua
dulce
4°c >58 dias
E1l Tor Sema y Col. (1979) 30°C >58 dias
10° 32°C a luz| 5 dias
do sol
Bl Tor 5-10°C 58-60 dias
168 Persigan y col.(1967)| 30-32°C 10-13 dias
luz do sol| 10-11 dias
Verao 7-17 dias
Pollitzer (1959) Inverno 47 dias
i revisién de varios es - 7-47 dias
Clasedien tudios realizados en 4OC 9-27 dias
tre 1885 y 1920 Temp.amb. 7-41 dias
37°C 3-12 dias
Sanitation and Disease health
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G. et alii.
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