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RESUMEN

A finales del afio 2010, se presento la epidemia de coélera en Haiti y de los casos
clinicos se aisl6 Vibrio cholerae O1 biotipo El Tor serotipo Ogawa. Por la cercania al
territorio cubano de esta epidemia, se hizo necesaria la introducciéon de técnicas
rapidas para la deteccidon de Vibrio cholerae 01/0139 en muestras de agua como parte
de la vigilancia ambiental. Las pruebas microbiolégicas rapidas actualmente
desarrolladas son de deteccion, identificacion o enumeracion de microorganismos en
tiempos mas cortos y con metodologias mucho mas sencillas a las utilizadas de forma
convencional. En el laboratorio de Inmunoepidemiologia del Instituto Nacional de
Higiene, Epidemiologia y Microbiologia de Cuba, se implementaron las técnicas de
inmunofluorescencia directa para la deteccion de la posible presencia de Vibrio
cholerae 01/0139 en muestras de agua. La mayor ventaja que ofrece el método
implementado es la deteccién de la posible presencia de Vibrio cholerae 01/0139 en
estado viable no cultivable.
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INTRODUCCION

Durante las pandemias del siglo XX, el célera se diseminaba del delta del Ganges a casi
todo el mundo. Existen reportes en disimiles latitudes de aislamiento de Vibrio
cholerae, se destacan en el afio 1930 el aislamiento de Vibrio cholerae O1 biotipo El
Tor serotipo Inaba a partir de un caso clinico en la ruta hacia la Mecca, el afio 1948 el
aislamiento de Vibrio cholerae O1 biotipo clasico serotipo Inaba a partir de un caso
clinico en la India y en el afio 1975 el aislamiento de Vibrio cholerae O1 biotipo El Tor
serotipo Inaba a partir de un caso clinico en Bangladesh. Excepto en algunos casos
donde se adquiri6 la enfermedad en los laboratorios, Vibrio cholerae no se identificé en
el continente americano en el periodo comprendido entre 1911 a 1973. En la década
de los 80 aparecieron casos esporadicos en los Estados Unidos de América en el golfo
de México y en Australia. En 1991 el cOlera azoté a América, tanto América del Norte
como del Sur y América Central. La cepa epidémica encontrada fue Vibrio

cholerae biotipo El Tor serotipo Inaba sin existir reportes en el Caribe.?

A finales del mes de octubre del afio 2010, después del terremoto que azotd a Haiti,
comenzaron en dicho pais los primeros reportes de casos de coélera. Se aislé Vibrio
choleraeO1 biotipo El Tor serotipo Ogawa a partir de un caso clinico en el
departamento de Artibonite.? Esta situacion se incrementd, lo cual llevé a la apariciéon
de una epidemia que afect6 a todos los departamentos, hasta el 31 de diciembre del
2012 se registraron 635 980 casos de los cuales fallecieron 7912.3 Por la cercania al
territorio cubano de esta epidemia, se hizo necesaria la introduccién de técnicas
rapidas para la detecciéon de Vibrio cholerae01/0139 en muestras de agua como parte
de la vigilancia ambiental.

METODOS

Las pruebas microbioldgicas rapidas actualmente desarrolladas ofrecen la deteccion,
identificacion o enumeracion de microorganismos en tiempos mas cortos con
metodologias mas sencillas, comparadas con las utilizadas tradicionalmente. Con este
tipo de tecnologia es posible optimizar los recursos disponibles ya que se requiere
menos material de laboratorio y escaso personal técnico, lo que trae como resultado
una mayor productividad.4

En el laboratorio de Inmunoepidemiologia del Instituto Nacional de Higiene,
Epidemiologia y Microbiologia de Cuba se implement6 la técnica de
inmunofluorescencia directa para la determinacién de Vibrio cholerae O1/ 0139 en
aguas. Con estos fines se utilizé el paquete diagnostico para Vibrio cholerae O1 y
0139 de la New Horizons Diagnostics Corporation, EUA que utiliza un anticuerpo
monoclonal especifico del antigeno A del lipopolisacarido O1 de la membrana externa
del Vibrio cholerae O1 (Cholera DFA) y un anticuerpo monoclonal especifico de Vibrio
cholerae 0139 conjugado a FITC (Bengal DFA) los cuales han sido conjugados con
isotiocianato de fluoresceina (FICT) para la deteccidon rapida y simple de Vibrio
cholerae 01/ 0139 en aguas. La técnica implementada es capaz de detectar
concentraciones de Vibrio cholerae 01/ 0139 tan pequefias como 10 000 organismos/
mL_S,G



La mayor ventaja que ofrece el método implementado ademas de lo rapido del
resultado y de la optimizaciéon de recursos materiales y humanos, resulta en la
posibilidad de detectar la presencia de Vibrio cholerae en estado viable no cultivable

( VBNC, en inglés, -viable but non-culturable-). Este estado representa una forma que
permite la supervivencia de bacterias no formadoras de esporas en un ambiente
adverso. En respuesta a situaciones de estrés ambiental en reservorios acuaticos, tales
como la salinidad, poca disponibilidad de nutrientes y bajas temperaturas, Vibrio
cholerae O1/ 0139 adoptan este estado que le permite realizar funciones metabdlicas
y formar colonias, sin que se le pueda cultivar. Si las condiciones ambientales vuelven
a ser favorables, puede revertir al estado cultivable. Vibrio cholerae O1 en estado
VBNC ha producido sintomas clinicos de célera en voluntarios, hecho que confirma que
mantiene su patogenicidad en el ambiente acuatico, aunque las células no sean
cultivables.”

Algunas bacterias patégenas mantienen su virulencia en el estado VBNC, entre

ellas Vibrio cholerae. Los métodos convencionales de cultivo resultan inefectivos
cuando las bacterias se encuentran en dicho estado. La deteccion de Vibrio cholerae en
estado VBNC cobra vital importancia en los periodos interepidémicos por lo cual la
implementaciéon de esta técnica resulta de gran importancia para el desarrollo de la
vigilancia ambiental de Vibrio cholerae.”

CONSIDERACIONES FINALES

Se implementé una técnica para la deteccion rapida de Vibrio cholerae O1 y 0139 en
aguas. Esta resulta de vital importancia en la vigilancia de Vibrio cholerae, es util en la
deteccion de este microorganismo en estado VBNC, estado en el cual las técnicas
convencionales de cultivo no resultan eficientes. En el control ambiental del célera se
requiere a menudo un gran nimero de muestras y los métodos convencionales son
demorados, por lo que el perfeccionamiento de este método por microscopia de
fluorescencia es de importancia sobre todo en situaciones de emergencia, tales como
brotes epidémicos y en periodos interepidémicos para la posible toma de medidas
rapidas y evitar la transmisién del microorganismo. Se hace necesario el desarrollo de
técnicas similares para otras bacterias de trasmision hidrica como Helicobacter pylori,
Escherichia coli y Legionella pneumophila.
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