
v. Examenes de alimentos y de muestras ambientales 

Tradicionalmente, el agua se considera como el vehfculo mlls importante 
para la transmisi6n del c6lera. Hacia 1860, despues de los estudios de John 
Snow y otros investigadores, qued6 claro que las fuentes de agua contami­
nadas con aguas residuales, como sistemas municipales de abastecimiento 
de agua, rios, arroyos 0 pozos eran la principal via de transmisi6n de la en­
fermedad. El contacto con alimentos contaminados puede tambien propagar 
el c6lera, aunque los alimentos mas asociados son los pescados y mariscos. 
En una epidemia, generalmente el agua y los alimentos se contaminan con 
cepas de V. eholerae 01 procedentes de heces humanas. Asi, pOl' muchos 
afios se crey6 que el linico reservorio de V. eholerae 01 era el intestino hu­
mano y que la supervivencia del microorganismo en el ambiente era limi­
tada. Sin embargo, durante los liltimos 20 afios, investigaciones efectuadas 
en Australia y en los Estados Unidos han demostrado que cepas de V. 
eholerae 01 no toxigenicas y productoras de toxina pueden formar parte 
del ecosistema aculltico de manera natural. Estos datos apoyan la idea de 
que las cepas toxigenicas y no toxigenicas de V. eholerae 01 pueden tener 
un reservorio ambiental, 10 cual tendrla repercusiones importantes en rela­
ci6n con los esfuerzos para combatir y erradicar el c6lera. 

AI igual que otros miembros de la familia VtbrimuIeeae, V. ch{)lerae 01 
puede sobrevivir POI' periodos prolongados en ambientes acullticos, y mu­
chos 10 consideran como una especie nativa de aguas salobres y de estua­
rios. Diversos factores biol6gicos y fisicoqufmicos, como el contenido de 
nutrientes, la salinidad, la temperatura y el pH, pueden infIuir en la multi­
plicaci6n, supervivencia y distribuci6n de V. cholerae en los ambientes acuati­
cos. El tiempo de supervivencia de V. cholerae en el agua puede ir desde 
horas hasta meses. La capacidad de V. cholerae para producir quitinasa 
puede tambien ayudarle a sobrevivir en estuarios donde abundan el planc­
ton y otras especies marinas constituidas en parte por quitina. V. cholera. 
01logr6 sobrevivir en diversas especies de plancton recogidas en Bangla­
desh, donde el c6lera es endemico. Otras biotas acuaticas, como los jacintos 
de agua de Bangladesh, tambien se colonizan con V. cholerae y favorecen 
su multiplicaci6n. Esta relaci6n con el plancton puede constituir un aspecto 
ecol6gico importante de V. cholerae 01 en las regiones de c6lera endemico 
de Bangladesh, y se ve respaldada pOl' el hecho de que los periodos de 
auge estacional del plancton coinciden con epidemias de c6lera en ese pals. 
Sin embargo, aunque las masas de agua naturales probablemente sirvan 
como reservorios ambientales y como medio de transmisi6n a los seres hu­
manos, no siempre han dado buenos resultados los intentos de aislar V. 
cholerae de lagos, rios, arroyos y estanques en zonas donde la enfermedad 
es epidemica. 

A. Transporte de las muestras 
Debido a que V. ch{)lerae sobrevive mejor en las muestras mantenidas a 

4 ·C que en las congeladas, es conveniente conservar las muestras refrigera­
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das colocandolas en una caja aislada con bolsas de material refrigerante 
congeladas (que pueden adquirirse en el comercio 0 impl'ovisarse). Si las 
muestras se refrigeran con hielo en lugar de bolsas de material refrigeran­
te, el agua de deshielo no debe trasminarse a las muestras ni gotear del 
recipiente. Esto se evita colocando el recipiente que contiene la muestra en 
bolsas de plastico impermeables que se puedan cerrar perfectamente. Tam­
bien debe evitarse surnergil' las muestras en hielo para evitar su congela­
miento parcial. 

B. 	 Seleccl6n de los metodos de alslamlento para las muestras 
amblentales 
La selecci6n del metodo de aislamiento depende del tipo de muestra 

que se va a cultivar. Las muestras procedentes de aguas marinas y de es­
tuarios pueden contener muchas otras especies de Viln-io que crecen igual 
que V. elwlerae en el agua peptonada alcalina y en el agar TCBS. Estas 
muestras se diluyen en incrementos decuplos hasta 10-3 para reducir el mi­
mero de microorganismos competidores. La incubaci6n en agua peptonada 
alcalina a una temperatura elevada (42 ·C) inhibe el crecimiento de algunos 
microorganismos competidores, particularmente otros vibriones que no se 
multiplican bien a esa temperatura. POl' 10 tanto, puede facilitarse el aisla­
miento de V. elwlerae 01 a partir de muestras de agua de estuario 0 de 
mar debido a que los competidores principaies se inhiben a esa tempera­
tura. Si los recursos de laboratorio 10 permiten, es aconsejable preparar 
duplicados de las diluciones e incubarlos a 42 ·C. AI contrario, las muestras 
provenientes de agua dulce 0 de aguas residuaies, que contienen menos vi­
briones y microorganismos semejantes a estos, generalmente no requieren 
diluci6n antes de cultivarse ni incubaci6n a 42 'C. 

C. Aisiamiento de \I. cho/erae a partir de aguas reslduales 
La vigilancia mediante el hisopo de Moore constituye una Mcnica prac­

tica y eficaz para detectar V. cholerae en aguas residuales (Figura V-I). 
Los hisopos se montan can facilidad y, cuando se colocan en las caiierfas de 
entrada de un sistema municipal de aguas residuales, pueden detectar in­
fecciones por V. clwlerae en zonas donde la vigilancia epidemiol6gica de las 
enfermedades diarreicas no ha logrado detectar c6lera. La sensibilidad de 
la tecnica no depende de la distancia que existe entre la fuente de infecci6n 
y el sitio donde se toman las muestras. EI empleo de este metodo para ob­
tener muestras de las principales caiierfas de entrada de un sistema comu­
nitario de aguas residuales constituye una manera sencilla de determinar si 
existen en la zona infecciones POI' V. elwlerae 01. En los parrafos siguien­
tes se describen el montaje, la colocaci6n y la manipulaci6n subsecuente de 
los hisopos de Moore para la vigilancia de V. elwlerne en aguas residuales. 
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Se deja el hisopo de Moore en el sitio de 
muestreo durante 24 a 48 horas 

Se coloca el hisopo de Moore en 300 a 

500 ml de APW, y se incuba a una 


temperatura de 35" a 37 "C 

du rante 6 a B horas a 


AgarTCBS 

Medio no selectivo • 

Antisueros polivalentes 
contra V. cholerae 01 

.. 


Pruebas opcionales 

de tamizaje 0 


preliminares 


Del hila mucoide 

De la oxidasa 


KIAoTSI 

Arginina 0 lisina 


Antisueros Ogawa e Inaba 

Prueba de produoci6n 
detoxina 

Figura V-1. Tecnica del hisopo de Moore para obtener muestras de aguas residua­
les 0 agua, a fin de aislar V. cholerae. 

aSI al cabo de 6 a 8 horas de incubaci6n 81 agua peptonada alcalina (APW) no sa puede sern­
brar mediante estriaci6n, S8 resiembra a las 18 horas en otro tuba de APW, se incuba durante 
6 a 8 horas y sa siembra por estriaci6n en agar TeSS. 
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Material (para 10 muestras) 

• 	 10 hisopos de Moore 
• 	 100 m de hilo de pescar de nyl6n (resistencia tensiJ de 11,35 kg 0 

mayor) 
• 	 1 nevera portatiJ con aislamiento ("cooler") y bolsas de material refri­

gerante congeladas para el transporte 
• 	 10 recipientes adecuados de cierre hermetico (de 500 a 1.000 ml) 

• 	 10 pares de guantes de latex 
• 	 3 a 5 litros de agua peptonada alcalina (vease la f6rmula de esta en el 

Capitulo XI). 

MontaJe de los hisopos de Moore 

Los hisopos de Moore se elaboran cortando tiras de gasa de algod6n de 
120 cm de largo por 15 cm de ancho; la gasa se dobla 0 se enrolla varias 
veces a 10 largo y se ata firmemente el centro con hilo de pescar. Es opta­
tivo envolver los hisopos en papel grueso y esterilizarlos en el autoclave 
antes de usarlos (Figura V-2). 

Coloeadon de los hisopos de Moore 

Para que la vigilancia sea eficaz, se colocan los hisopos de Moore en las 
principales calienas de entrada de la planta de aguas residuales 0 de otros 

Figura V-2. EI hisopo de Moore es un disposnivo sencillo para muestrear aguas reo 
siduales y agua contaminada con II. cho/erae. 
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puntos centrales del sistema. Se valora cuidadosamente el sitio de coloca­
ci6n del hisopo para evitar las condiciones que puedan impedir la recupera­
ci6n de microorganismos de V. cholerae. La colocaci6n debe ser cornente 
arriba de cualquier vertedero de desechos septicos 0 de aguas residuales 
recicladas parcialmente tratadas, para evitar la posible contaminaci6n con 
desechos t6xicos. Se suspende el hisopo en las aguas residuales que van a 
someterse a prueba. En el caso de las caiierfas de entrada accesibles solo 
por un pozo de inspecci6n, se ata al extremo del hilo un trozo de alambre 
para evitar que el hilo se corte al colocar la tapa del pozo. EI hisopo debe 
dejarse colocado durante 24 a 48 horas. 

Recogida de las muestras 

Se recomienda usar guantes de latex y cambiarlos entre las tomas de 
las muestras para evitar la contaminaci6n cruzada. Cuando los hisopos de 
Moore, inc1uido el hilo que los sostiene, se retiran del sitio de muestreo, 
deben colocarse en recipientes de cierre hermiitico y tamaiio adecuado. Se 
rotulan los recipientes anotando el nombre del sitio de la toma y la fecha. 
Las muestras se transportan 10 antes posible al laboratorio en una caja de 
hielo (cooler) con bolsas de material refrigerante congeladas para evitar el 
probable sobrecalentamiento (vease la secci6n A del presente capitulo, 
donde se dan las instrucciones para el transporte de muestras). Si se preve 
que vayan a transcurrir mas de 3 horas entre la recogida de los hlsopos y 
la llegada allaboratorio, los hisopos se colocan en agua peptonada alcalina 
antes de transportarlos, para asegurar asi la recuperaci6n 6ptima de V. 
cholerne. AI llegar allaboratorio se agregara inmediatamente agua pepto­
nada alcalina (300 a 500 mI) a las muestras, si es que esto no se hlzo en el 
sitio de recogida. EI hlsopo de Moore y la muestra de agua que lleva im­
pregnada deben constituir cerca de 10% a 20% del volumen total de la 
muestra a la que se agrega agua peptonada alcalina, con el objetivo de ob­
tener la relaci6n 6ptima de la muestra con el caldo de enriquecimiento para 
lograr la recuperaci6n. Se incuban las muestras a una temperatura de 35 • 
a 37 ·C durante 6 a 8 horas antes de sembrarse en placas, como se descri­
be en la secci6n F del presente capitulo. 

D. Aisiamiento de V. cholerae a partir de muestras de agua 
Todas las muestras de agua se recogeran en recipientes esteriles y se 

transportarlln refrigeradas allaboratorio (vease la secci6n A de este capi­
tulo) para evitar el calentamiento. Por 10 general, cuanto mas grande es la 
muestra de agua, mayores son las probabilidades de aislar V. cholerae. Otra 
forma de mejorar las probabilidades de aislamiento consiste en recoger y 
procesar muchas muestras. La selecci6n del metodo de aislamiento depen­
dera del tipo de muestra de agua que se va a cultivar, y de la salinidad de 
la fuente de agua, que sera el factor decisivo. Por ejemplo, el agua de las­
tre de un barco, una fuente demostrada de V. cholerae, debe cultivarse por 
el mismo metoda que el agua de mar. 
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1. 	Tecnlca de cuHlvo dlrecto 

Se agregan 450 ml de agua a 50 ml de agua peptonada alcalina concen· 
trada lOx. Un metoda alternativo consiste en hacer una diluci6n de 10-' de 
la muestra en agua peptonada alcalina 1 x (por ejemplo, 10 ml de agua en 
90 ml de agua peptonada alcalina). EI Ultimo metoda es particularmente 
util para las muestras muy contaminadas. Si se cultivan muestras de agua 
de estuario 0 de mar, se deben hacer dos diluciones (decimal) adicionales en 
agua peptonada alcalina para obtener diluciones de 10-2 y 10-3

• Se pueden 
hacer diluciones adicionales hasta 10-' si se desea enumerarlas (vease mas 
adelante la tecnica del n11mero mas probable). Se incuban todas las dilu· 
ciones a una temperatura de 35" a 37 "C y se siembran al cabo de 6 a 8 
horas como se describe en la secci6n F de este capitulo. Si los recursos del 
laboratorio 10 permiten, se prepara un duplicado de las diluciones para in­
cubarlos a 42 "C. Cuando se cultivan muestras de agua dulce, quiz;( no sean 
necesarias las diluciones ulteriores ni la incubaci6n a 42 "C para favorecer 
el aislamiento, ya que el numero de microorganismos competidores (en par­
ticular Viln-io spp.) tal vez sea considerablemente menor que en las aguas 
marinas 0 de estuario. 

2. 	Tecnlca del flHro de membrana 

La tecnica del filtro de membrana es mas apropiada para el agua clara 
que no contiene detritus ni cieno. Si se utiliza para agua turbia, puede ne­
cesitarse un agente clarificante, filtro 0 prefiltro para eliminar particulas 
suspendidas. Se filtran 100 a 300 ml de la muestra de agua (0 una cantidad 
mayor si es posible) a traves de un filtro de membrana de 0,22 a 0,45 I'm 
(MiI1ipore). Se coloca el filtro en 100 ml de agua peptonada alcalina en un 
matraz. Se incuba a una temperatura de 35" a 37 "C por 6 a 8 horas y se 
siembra en agar TCBS. Si 10 permiten los recursos dellaboratorio, se pre­
para una muestra duplicada para incubarla a 42 "C. De manera altemativa, 
el filtro puede colocarse directamente en la supert\cie de una placa de agar 
no selectivo (por ejemplo, T,Nb HIA), incubarse por 3 horas a una tempe­
ratura de 35" a 37 "C, transferirse a una placa de agar de TCBS y, por 
11ltimo, incubarse durante 18 a 24 horas a una temperatura de 35" a 37 "C. 
Si se cultivan muestras de aguas marinas 0 de estuario, hay que filtrar 
muestras de agua mas pequeilas 0 diluirlas adecuadamente colocando los 
filtros en vol11menes mayores de agua peptonada alcalina. 

3. 	Hisopo de Moore 
Se puede utilizar el hisopo de Moore para el muestreo de agua y de 

aguas residuales, pero solo es ventajoso para usarse en rios y fuentes de 
agua corriente; no ofrece ventaja alguna sobre otros metodos de muestreo 
de fuentes de agua estacionaria. Como se hace con las aguas residuales, el 
hisopo de Moore debe dejarse en el sitio de muestreo durante 24 a 48 ha­
ras. (Vease la secci6n C de este capitulo, donde se dan instrucciones para el 
montaje, la recogida de la muestra y el examen del hisopo de Moore.) 
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4. Trampa de Spira 

En el metodo de muestreo con la trampa de Spira el agua se filtra a 
traviis de una gasa de algod6n. La gasa se eoloea en un fraseo grande de 
plastieo (poI' ejemplo, un fraseo de medio de eultivo mierobiol6gico de 500 g 
u otro recipiente equivalente) con un orificio de 2 em de diametro en el 
fondo (Figura V-3). EI tamaiio del orifieio en el fondo del fraseo es impor­
tante; si es demasiado grande, el f\ujo del agua expulsara la gasa, y si es 
muy pequeiio el agua pasara muy lentamente. La gasa de 30 em de aneho 
se empaea en el fraseo dobhindola en capas, de tal manera que euando se 
vierta agua poria boca del fraseo atraviese la gasa y salga pOl' el orifieio 
de 2 em en el fondo. Para evitar que el agua se desvie alrededor de la gasa 
en lugar de filtrarse, esta debe plegarse adeeuadamente en capas. Se usara 
sufieiente gasa (aproximadamente de 120 a 180 em) para formar una paca 
firme pero todavia compresible que ocupe eerea de las dos tereeras partes 
del volumen del fraseo. La esterilizaci6n de las trampas de Spira es opta­
tiva; si se esterilizan, se envuelve eada fraseo en papel de estano 0 de es­
traza y se esteriliza en el autoclave. Poria boca del fraseo se vierte el agua 
que se va a muestrear y se deja eseurrlr pOl' el fondo. EI trozo de gasa se 
retira observando las normas de la asepsia, y se eoloea en un matraz 0 

fraseo que eontenga 100 ml de agua peptonada alcalina lOx. Se ag.·ega sufi­
eiente agua de la fuente para obtener un volumen final de 1 litro. Se ineuba 
a una temperatura de 35' a 37 'C durante 6 a 8 horas, y se siembra en 
agar TCBS. 

Figura V-3. La trampa de Spira se utiliza para fi~rar grandes volumenes de agua a 
traves de una gasa de algod6n, a fin de aislar V. choleras. 
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5. Tecnlca del numero mas probable 

EI metoda del mimero mas probable utiliza una serie de diluciones mUl­
tiples hasta que no haya crecimiento para calcular la cantidad de microbios. 
Es uti! en situaciones donde la densidad de microorganismos es sumamente 
baja y en donde los posibles competidores complican otros metodos de enu­
meraci6n. Este metodo, al establecer un gradiente de concentraciones de 
V. eholerae, se puede utilizar para localizar la fuente de contaminaci6n. La 
estimaci6n de la cantidad de microorganismos V. eholerne en el agua se 
puede hacer por el procedimiento del nlimero mas probable, que consiste 
en una serie de replicaci6n de 3 a 5 tubos y tres diluciones que utiliza el 
enriquecimiento en agua peptonada alcalina seguido de inoculaci6n en agar 
TCBS. Sin embargo, si el agua que se muestrea esta muy contaminada con 
aguas residuales, para alcanzar un punta final puede ser necesario di!uir 
hasta 10-'. Si 10 permiten los recursos dellaboratorio, se prepara un lote 
de diluciones por duplicado para incubarlos a 42 "C. En la obra Standard 
Methode for the Examination of Water and Wastewater, publicada por la 
Asociaci6n Estadounidense de Salud Publica, se describen los procedimien­
tos para el metoda del numero mas probable. 

E. Aisiamiento de V. cholerae a partir de muestras de allmentos, 
sedimentos y otras muestras amblentales 

Ademas del agua, los alimentos contaminados pueden servir como ve­
hfculo para la transmisi6n del c6lera. Los alimentos que por 10 general se 
asocian con transmisi6n del c61era son los pescados y mariscos (particular­
mente moluscos y crustaceos obtenidos de aguas contaminadas), leche, 
arroz cocido, lentejas, papas, frijoles, huevos, pollo y hortalizas. Frecuente­
mente, ostras y peces recien capturados se cultivan como muestras centi­
nela para fines de vigilancia epidemiol6gica. Es probable que los intestinos 
y, en menor grado, la piel de los peces recien pescados, contengan maS ba­
cilos del c61era que el tejido muscular, pero la carne del pescado que se 
descama y limpia en el mercado puede dar un cultivo positivo debido a la 
contaminaci6n cruzada durante el proceso de limpieza y el almacenamiento 
en hielo. 

Para vigilar la incidencia y las caracterfsticas ecol6gicas de V. eholerae 
01 en diversos ecosistemas y la importancia de estos como reservorios en 
la transmisi6n del c6lera, se pueden estudiar sedimentos, plantas acuaticas 
y plancton, asf como otras muestras ambientales. 

1. Preparacl6n de las muestras de allmentos, sedimentos y otras 
muestras amblentales 

Las muestras deben mantenerse en refrigeraci6n (4 "C) hasta que se 
cultiven (vease la secci6n A en este capftulo). Observando las normas de la 
asepsia, se pesa una muestra de alimento de 25 g en un vasa de licuadora 0 

en una bolsa separadora de bacterias ("stomacher bag") (vease la Figura 
V-4). Se cortan las muestras grandes en pedazos pequeiios antes de tritu­
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Muestra de 25 g en 225 ml 
de APW (10·') 

Sa preparan dos dlluciones decuplas 
en APW (10.2, 10·3 ) 

Se incuban diluciones de APW de 
1(),,', 1Q'2 Y10-3 a una temperatura de 

35° a 37 D~ durante 6 a 8 horas b 

AgarTCBS 

t •
Agar gelatina Agar gelatina 

con 1 % de NaCle con 0% de NaCle 

/ 
Antisueros polivalentes 
contra V. cholerae 01 -

Pruebas opcionales 

de tamlzaje a 

preliminares 


Caldas li No y T,N,d 

Hllo mucoide 


Oxidasa 

KIAaTSI 


Arginina 0 lisina 


Antisueros Ogawa e lnaba 

+ 

Prueba de produa:i6n 

de toxina 

Figura V-4. Procedimiento para aislar V. cholerae a partir de alimentos 0 muestras 
ambientales. 

-Se pueden prepasar diluciones por duplica.do en agua peptonada aJcalina. e inrubasse a 42 OC. 
bSi al cabo de 6 a 8 horas de incubaci6n 81 APW no S8 puede s8mbrar por estriaci6n, S8 
subcuttiva a las 18 haras en otro tuba de agua de APW, S9 incuba durante 6 a B haras y 
entenees sa 510mbrs por estrias en agar TeSS. 
eSa pueden utilizar los medias de agar T,No y T1 N, como attemativa del agar gelatina con 
NaCI al 0% y 1%. 
clColonlas slsladas en agar TCeS pueden subcuhivarse en un medio no selectivo para lIevar a 
cabo pruebas de crecimiento en NaCI al 0% y 1% (par ejemplo, agar gelatina con 1% de 
NaCl. agar T,Na. 0 agar de infusi6n de coraz6n) y despues en caldos TINo Y T1N,. 
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rarse. Se agrega una pequefia cantidad de agua peptonada alcalina al reci­
piente y se trituran por completo. Acto seguido, se agrega mas agua 
peptonada alcalina para obtener una cantidad total de 225 ml (dilucion 
10-1

). En el caso de sedimentos y otras muestras ambientales que no requie­
ren triturarse, se pesa una muestra de 25 g y se coloca en 225 ml de agua 
peptonada alcalina (diluci6n 10-1

). Si los recursos 10 penniten, se preparan 
muestras por duplicado (para incubaci6n a una temperatura de 35· a 37 ·C 
y tambien a 42 ·C). Se preparan dos diluciones decuplas (10-2 y 10-') en 
agua peptonada alcalina de las muestras de alimento molido, de plancton 0 

sedimento. Si se preparan muestras por duplicado, ambas deben diluirse. 
Se pueden hacer las diluciones de 10-' si se desea hacer el recuento de V. 
cholerae. Para mayor informaci6n, consllltese el Bacteriological Analytical 
Manual (Administraci6n de Alimentos y Medicamentos de los Estados 
Unidos). 

2. Preparacl6n de muestras de ostras 

Para hacer cultivos a partir de ostras, se retira y combina la carne de 
10 a 12 de estos moluscos, inc\uyendo el \lquido de la concha. Se licua todo 
para mezclarlo muy bien. Se agI·egan 25 g de esta mezcla a 225 ml de agua 
peptonada alcalina (diluci6n de 10 -1

). Se preparan dos diluciones decuplas 
(10-2 y 10-3

) de las ostras en agua peptonada alcalina. Al prepararse mues­
tras por duplicado, ambas deben diluirse. Debido a que ciertos componen­
tes de la came de la ostra son t6xicos para V. cholerae 01, se procesan solo 
pocas ostras en cada ocasi6n y se diluyen las muestras tan pronto como sea 
posible. Ello pennite diluir los microorganismos competidores asf como los 
efectos bactericidas de la carne de ostra sobre V. cholerae. Un conjunto de 
diluciones por duplicado incubadas a 42 ·C mejora mucho las probabilidades 
de aislar V. cholerae; por ella se recomienda enfaticamente cuando se culti­
van ostras, inc\uso mas que con otros tipos de muestras de alimento. 

F. Incubacl6n en agua peptonada alcallna 
Se incuba el agua peptonada alcalina (con las tapas de todos los frascos 

y tubos de diluci6n poco apretadas) a una temperatura de 35· a 37 ·C duran­
te 6 a 8 horas. Si se preparan diluciones por duplicado, el segundo juego de 
frascos y diluciones se incuba a 42 ·C durante 6 a 8 horas. Despues de la 
incubaci6n, se siembra en agar TCBS mediante estriaci6n utilizando una 
asa grande 0 dos mas pequefias de la porci6n superior del caldo, inc\uida la 
superficie, puesto que los vibriones migran preferentemente a esta zona. 
Nose agite ni se mezcle el tuba antes de resembrar. Si despues de 6 a 8 
horas de incubaci6n el agua peptonada alcalina no se puede subcultivar, a 
las 18 horas se resiembra en otro tuba de agua peptonada alcalina. Este 
segundo tubo se subcultivara en agar TCBS despues de 6 a 8 horas de in­
cubaci6n. Las placas de TCBS se incuban durante 18 a 24 horas a una tem­
peratura de as· a 37 ·C. 
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En algunas circunstancias puede ser conveniente incubar agua pepto­
nada alcalina durante 18 horas. En caso de alimentos y ostras congelados, 
se incuba el homogeneizado en agua peptonada alealina durante 6 a 8 ho­
ras, y se resiembra en agar TCBS. EI homogeneizado original se rein cuba 
par un total de 18 horas, y se resiembran las muestras en agar TCBS. 

G. Aisiamiento e Identlflcacl6n presuntlva 
Can frecuencia, cuando se culti van muestras de un ambiente marino a 

estuarino, deben utilizarse metodos especiales para seleceionar las numero­
sas especies diferentes de Vibrio que creeen bien en agua peptonada 
alcalina y en agar TCBS. No existe un procedimiento de selecci6n de V. 
cholera" 01 que sea ideal para cada laboratorio y cada muestra. Ellaborato­
rista debe seleccionar el metodo 6ptimo con base en los recursos disponi­
bles (por ejemplo, la disponibilidad de antisueros), los microorganismos 
competidores presentes en el ambiente que se esta muestreando y la capa­
cidad del medio selectivo en placa para inhibit" su crecimiento. A continua­
ci6n se describe un procedimiento eficaz que utiliza un medio sin sal ade­
mas de pruebas bioqufmicas de selecci6n y pruebas serol6gicas. 

1. Medlos sin sal 

La mayor parte de las especies de Vibrio diferentes de V. cholera" que 
se encuentran frecuentemente en muestras de aguas marinas 0 de estuario 
son hal6filas 0 pOI" 10 menos requieren una cantidad minima de sal en los 
medios de cultivo. Por esta raz6n, la capacidad de V. chole:ra" para crecer 
en medios de eultivo sin sal puede ser una caracteristica selectiva uti!. 

Se pueden seleccionar tres 0 mas colonias de V. chole:rM sospechosas 
cultivadas previa mente en TCBS y proceder a subcultivarlas en dos placas 
de agar gelatina (una con 0% de NaCl y otra con 1% de NaC\) (Figura 
V-4). Veanse en el Capitulo XI, ''Preparaci6n de medios de cultivo y reacti­
vos", las instrucciones especiales para la preparaci6n del agar geiatina. Si 
la reacci6n de gelatinasa no ofrece ninguna ventaja en el proceso de selec­
ci6n, se utilizan el agar T,No (1% de triptona y 0% de NaCl) y el agar T,N, 
(1% de triptona y 1% de NaC\). Las placas se inoculan por 10 menos con 8 
colonias, dividiendolas en 8 secciones. EI in6culo se siembra en linea recta 
en la mitad de cada sector; se inocula primero la placa de gelatina sin sal, 
puesto que V. eholerne nO crece bien sin sal y quiza haga falta un in6culo 
mas grande para ese medio. 

Debido a que Vibrio. spp ha16filo crece solamente en el medio con 1% 
de N aCI, se seleccionan los aislamientos que crecen tanto en el medio con 
0% de NaCI como en el medio con 1% de NaC!. La reacci6n de gelatinasa 
(para V. chol£rae es positiva) puede observarse si se sostiene la placa por 
encima de una superficie negra 0 contra la luz, para apreciar el efecto de 
halo alrededor de las colonias que son gelatinasa positivas. La refrigeraci6n 
de la placa de agar gelatina por 15 a 30 minutos realza el efecto de halo y 
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facilita su observaci6n (vease en el Capitulo IV, "Aislamiento de Vibrio 
clwlerae a partir de muestras fecales", la descripci6n del agar gelatina). 
Las colonias obtenidas del medio de agar con 1% de N aCI se pueden pro­
bar directamente con antisuero poIivalente contra V. clw/erae 01, 0 selec­
cionarse mediante la prueba de la oxidasa y del hilo mucoide, antes de las 
pruebas bioqulrnicas ulteriores. 

Un procedimiento alternativo consistiria en tomar colonias sospechosas 
de V. cholerae cultivadas previamente en agar TCBS y sembrarlas en un 
medio no selectivo (por ejemplo, agar gelatina con 1% de NaCI, agar T,N" 
agar de infusi6n de coraz6n). Se pueden utilizar medios en placa 0 en tuba. 
Las colonias obtenidas en este media pueden inocularse entonces en caldo 
T,N. y T,N, para probar si se produce crecimiento en ausencia de sal, an­
tes de proceder a efectuar otras pruebas. 

2. Pruebas bloqufmlcas de seleccl6n 

Las pruebas de serologla en lamina son suficientes para la identificaci6n 
preliminar de V. elwlerae 01. No obstante, puede resultar conveniente 
practicar pruebas bioqulrnicas antes de utilizar los antisueros contra V. 
elwlerae 01 si el agar TCBS utilizado para el aislamiento no es suficiente­
mente selectivo para inhibir competidores como AerommUl8, Pseudomonas 
y Enterobacteriaceae; si dichos competidores son especialrnente abundantes 
en el ambiente muestreado; 0 si las existencias de antisueros son limitadas. 
Las pruebas comprabadas como utiles para excluir micraorganismos diferen­
tes de V. clwlerne son las de la arginina (0 agar inclinado de glucosa y argi­
nina), lisina (0 agar hierro lisina), hilo rnucoide, oxidasa y agar hierro de Klig­
ler (KIA) 0 agar hierro de tres azu.cares (TSI) (vease el Cuadra IV-2 en el 
Capitulo IV, "Aislamiento de Vibrio clwlerae a partir de rnuestras feca\es"). 
Las pruebas bioqufrnicas se deben elegir de acuerdo con su capacidad para 
descartar el maximo n1l.mero de cornpetidores, y variaran segUn los diferen­
tes tipos de rnuestras. Noes necesario utilizar dos reacciones bioqulrnicas 
que descarten al mismo microorganismo. Por ejemplo, si se utiliza la 
prueba de la arginina, no representa ventaja alguna practicar tambien la 
de la lisina debido a que por 10 general descartan los mismos 
microorganismos. 

Las pruebas del hilo mucoide y de la oxidasa se pueden l1evar a cabo en 
un cultivo recien obtenido de una placa de agar gelatina can 1% de N aCI 
(medio de T,N, u otro no selectivo) y se obtiene informaci6n de inmediato. 
La prueba del hilo rnucoide es uti! para descartar las especies diferentes de 
Vibrio, particularmente Aeromonas. La arginina y la lisina se pueden utili­
zar para descartar Aeromonas y ciertas especies de Vibrio. La arginina 
suele ser mas uti! que la lisina, pero la lisina puede uti1izarse si no se dis­
pone de arginina. Los medios KlA 0 TSI excluiran Pseudomonas y ciertas 
especies de Enterobacteriaceae. La oxidasa se puede utilizar para descartar 
microorganismos diferentes de Vibrio, particularmente los de la familia En­
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terobaeteriaeeae. (Vease en el Capitulo VI, "Identificaci6n de Vilma ehole­
rae en el laboratorio", la descripci6n de estas pruebas). 

Las tapas de todos los tubos de las reacciones bioqufmicas deben man­
tenerse flojas antes de la incubaci6n. Esto es particularmente importante 
para los tubos de KIA 0 TSI con plano inclinado, puesto que si las tapas 
estan demasiado apretadas y existen condiciones anaerobias, pueden no 
presentarse las reacciones caracteristicas de V. eholerae. 

3. Aglutlnacl6n en lamina 

Los aislamientos de V. eholerae sospechosos deben someterse a prueba me­
diante aglutinaci6n en lamina con antisuero polivalente contra V. eholerae 
01. Los aislamientos que aglutinen con el antisuero polivalente se notifi­
caran como V. eholerae 01 presuntivo, pero habran de confirmarse me­
diante aglutinaci6n con antisueros monovalentes Ogawa e Inaba. Debido a 
que V. cholerae 01 no toxigenico se encuentra con frecuencia en muestras 
ambientales (particularmente marinas y de estuario), una vez confirmada 
su identificaci6n, todos los aislamientos de V. eholerae 01 procedentes de 
muestras ambientales 0 de alimentos deben estudiarse para determinar si 
producen toxina del c6lera. Los aislamientos que se confirmen serol6gica­
mente como V. eholerae 01 pueden caracterizarse aun mas mediante prue­
bas de hem6lisis, identificaci6n bioqufmica, sensibilidad a los antimicrobi­
anos, biotipo 0 subtipo molecular. (Vease el Capitulo VI, "Identificaci6n de 
Vilma cholerae en el laboratorio", en el que se describen los metodos para 
realizar las pruebas serol6gicas, bioquimicas, de biotipificaci6n, de hem6lisis 
y de sensibilidad. En el Capitulo VII se explican los metodos para detectar 
la producci6n de la toxina del c6Iera.) 
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