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INTRODUCCION 

Debido a la alta incidencia de padecimientos 

gastrointestinales en nuestro pe.fa y en otras par

tes del mundo, ha surgido la necesidad de incremen

tar el estudio de las diferentes etiologfas que loe 

originan. 

Las enfermedades diarreicas agudas ocupen los 

primeros lugares como causa de muerte, principal -

mente en nif'los. 

Las bacterias responsables de la mayorfa de 

las enfermedades diarreicas agudas, en adultos y 

en niftos menores de dos afl.os de edad, pu.eden ser 

asrupadaa dentro de dos rubrosr las invasivas que 

penetran 1 daiian la mucosa del intestino 1 las no 

invasivas o productoras de enterotoxinas, que no 

causan dafio detectable en la mucosa intestinal. 

En el grupo de las bacterias invasivas encon

tramos ar Shigella, Salmonella, Vibrio parehemolyticus 

y Campxlobacter !!!!!.!• 

Dentro de las bacterias productoras de ente

rotoxinas tenemos ar Vibrio cbolerae, Clostridium 

perfrinsena·~ Sta:pvlococcus aureus ":! Bechericbi:a .221!• 

·'"I 
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Escherichia ~ enterotoxig&nica ocupa los pri

aeroa lugares como causa de morbilidad 1 mortalidad 

en •'neo (8,.39). Por tal raz6n, la identificacidn de 

este aicroorganiamo adquiere gran importancia; sin 

embargo, los procedimientos empleados para su ca.rac

ter1zac1:6n no son accesibles a la ma.y-oría de los la

boratorios de diagndstico rutinario (19). 

La serología es el mltodo que miis se emplea para 

tipificar diferentes cepas de .!• ~· Los antígenos 

de superficie o, K y H utilizados para la caracteri.

zacidn seroldgica, dependen del cromosoma; por el cos 

trario, la capacidad para elaborar enterotoxinas es

t4 condicionada por la presencia de un pl4smido con

~ugattvo (Ea.t)~ sin embargo, se ha visto que la cara~ 

terfatica de producir enterotoxina no estd distribuf

da al azar 1 que ciertos serotipos estdn implicados 

en la capacidad para aceptar el pl4sm1do En.t. No obs

tante, debido a que no todos los serotipoa se han 1-

dentUicado plenamente, que verían dependiendo del 

alrea geogr4fica. y además, que el udo de este proce

dimiento implica un alto costo, se dificulta la id8!l 

tUicac:ldn de cepas· enterotoziglnicas por los antí~ 

noa de superficie; por tal razcSn, ba surgido la nece

sidad de introducir mftodos adicionales accesibles 

que faciliten su caracterizacidn (25,26,39). 
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Desde tiempo, atr&s, se sugiri6 el empleo de pru.! 

ba11 bioqu!micas para identificar biotipos y, Jlllts re

cientemente, el uso de pruebas de resistencia frente a 

di~erentes productos qu!micos o resistotipos, para la 

caracterizaci6n de cepas bacterianas (16,41). 

El m~todo de biotipificacidn tambi~n se ha su 

gerido para identificar cepas de !• .221:! enteroto -

xig,nicas basados en el hecho de que los serotipoe 

imp1icados en la produccidn de enterotoxina, tienen 

un patron fermentativo establecido, ademAe de otras 

características fisiol6gicas. Estas observaciones su

gieren que s6lo ciertos grupos serofermentativoe es -

pecielee, son capaces de poseer el pl~smido que co -

difica para la producci6n de enterotoxj¡na. 

De ser cierto lo antes mencionado, se considerd 

en esta investigacidn que el empleo de los biotipos, 

junto con otras pruebas como reaistotipoa y la senei..

bilidad a antimiorobianos, resultarían de utilidad ~ 

ra la caracterizaci6n de cepas de !• .2fil productoras 

de enterotoxinas en laboratorios de diae;n6stioo ruti

nario. 

. :¡ 
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l.- GUiliRALIDADES 

l.1.- Importancia de las diarreas. 

La.e enfermedades diarreicas agu.das, han encabe

z.ado las causas de muerte a trav'e de largos per:!o -

dos de desarrollo del mundo. 

Las diarreas no respetan razas, fronteras, ni .!! 

dades; son los pueblos pobres e insalubres sus prin

cipales v!ctimas, y loe nifios los mds afectados. El 

costo de la atencidn m~dica, la p~rdida de vidas y su 

influencia negativa en el avance y desarrollo de los 

pueblos, es evidente. Las enfermedades diarreicas a

grupan una serie de ~adecimientos de diversa !ndole, 

siendo la etiología i.nf'ecciosa la inda importante por 

eu car4cter contagioso. 

La etiolog!a de las enfermedades diarreicas es 

muy di.versa; la multiplicidad de agentes que inter

vienen complican su estudio, al mismo tiempo que di

ficultan su prevencidn. A pesar de los adelantos lo

grados en el esclarecimiento de la etiología de las 

gastroenteritis y alhi con el empleo de las mejores 

tlcnicae de diagndstico,. no se puede determinar el. 

agente etioldgico en todos los casos, aproxi1DB.demen

te en un 2~ se identifica a una bacteria patdgena 
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conoc~da, entre e1 25 y 50~ se puede identificar & 

un virus y en cerca de un 25 a 5~ la causa no ae 

llega a conocer (23,39). 

Actualmente ee sabe que ciertos microorganismos, 

hasta hace poc~ considerados como flora intestina¿ 

habitual, pueden causar diversos padecimientos diarre_! 

coa,. (13) lo cual puede estar condicionado por lo· at
guientec ee sabe que el eatdmago normal carece de 1111.

croorganiemoe por la acci6n be.ctericida del iioido clCl!' 

hfdrico y en el intestino delgado la cifra de microo~ 

ganiBlllOa es ll!llY' baja en la~ primeras porciones, pero 

aumenta a medida que ee alcanza la parte terminal del 

fleon;. en cambio, en el colon, la. poblacicSn. puede 11~ 
gar a wui cifra cercana a 1010 bacterias/g heces (37). 

Lo· anterior eet4 regulado por diversos factores, como 

sons movimiento• periet~lticos, aecrecidn glandular, 

factores nutricionalea (disponibilidad de nutrientes 

para la mW.tiplicacicSn bacteriana), cantidad de an~! 

cuerpos en. el lumen intestinal y factores ecoldgicos 

m.crobianos (competencia, antagonismo o simbiosis).· 

(31). Cuando ae altera cualquiera de estos mecanismos 

puede presentarse l.a colonizacidn del intestino del-· 

gado con mi.croorganiamoa entkicoa, lo· cual repercu

te en diversos afnd.romea diarreicos y de mala absor

ci&i. 
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mente sobre la lactosa; la mayoría fermenta la salici

na, no as!. el adonitol e inositol. Los aminodcidoe l! 

sina, arginina y ornitina aon descarboxiladoa por la 

l!lilyor!a d& las cepas (18). 

F.11 cuanto a sus características antig'1ticas, se 

sabe que posee tres tipos de antígenos o, K ~ H. 

El antígeno o se encuentra localizado en la pa

red celular, constituyendo· parte del complejo· lipapg 

ltsacdrido, es termoestable 1 el el primer antígeno. 

que se determina cuando se qui.ere tipificar una ce

pa de Escherichia ~J este antígeno no puede dife

renciarse del resto de la fraccicSn antig'111ca de la 

endotoxina. 

Se conocen 148 ent!genoe O que van del Ol. al 

0148 (18). 

El ant!geno K o de envoltura, es termol4btl, de 

naturaleza protefca, dificulta la aglutinaci&r con: 

sueros específicos anti O, por encontrarse rodeando 

a la o'1ula. Se conocen 3 var:l:edades de este antigeno . 

llamadas L, B, A. s·e han identificado hasta la fecha 

91 diferentes tipos de este antígeno que van del n al 

191 ( 31). 



El antígeno H o flagelar es de naturaleza protej 

ca., termoldbil y no estlf presente en todas las cepas. 

Se conocen 51 grupos de antígenos H y ven del Hl al 

H5l. ( 31). 

1.3.- Escherichia s.2.!! como e.gente causal de diarreas. 

Los estudios realizados hasta la fecha• mu.estran 

que las cepas de Escherichia coli que causen enfer -

medad en el hombre pueden dividirse en 3 gruposr 

- Eacherichia ~ enteroinvaaiva, que tiene la caie 

cidad de invadir las cflulaa del epitelio intestinal y 

producir un cuadro·semejante a la disentería bacilar 

producida por Shigella. Presenta antígenos somAticos 

eapecfftc.oa comunes con diferentes especies de Shigel.la.-

1ara su determinacidn se usa la prueba de Serlny, uti

lizad& pera identificar Shisella; se pueden emplear m.J 

todos aeroldgicoa, ¡>ero, latos presentan limitaciones 

para el diagndstico, ya que no hay una relacidn plena 

entre el poder invasivo y el serotipo (34,38,39,48). 

- Escherichia ~ enteropatcSgenao .Estos microorganismos 

por lo· general no poseen toxinas, ni. son invasivos; su 

patogmicidad depende aparentemente, de otros factores 

de virulencia adn no bien establecidos. Dentro de este 
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grupo se encuentren aerotipos caracter!sticoa que par

ticipan en el afndrome conocido como diarrea epid~mica 

del reci~n nac~do. La identificaci~ en el laboratorio 

ae hace por serología, recomendando efectuarse principa! 

mente en brotes de diarrea epid&mica en cuneros, en do::_ 

de en ocasiones se observa una mortalidad elevada que 

puede llegar hasta el 5~ o Intts {34,38,39). 

- Eecherichia ~ enterotoxigkiica. Son cepas de 

Eecherichia ~ que elaboran dos tipos de enteroto

xinasr una termoldb:U (M) y otra termoestable (ST), 

1as cuales pueden presentarse en forma simult~nea o 

por separado. Estas toxinas son capaces de producir 

diarrea activando la adenilato ciclasa o la guanila

to cicla.ea, dependiendo de la toxina involucrada.

Los mltodos de laborator~o de que se dispone, no eatdn 

al. al.canee del laboratorio ordinario. En l.oa de inves

t igaci6n o centros especializados, se util.izan tres 

tipos de pruebas, basados en la acci6n ~ ~ de l.aa 

toxinas m y ST en diversos modelos animal.es, en la 

actividad:!!!~ de la toxina m, en cul.tivoe de 

tejidos, as! como en la capacidad antig~nica. de di.cha 

toxina (6,48). 

De los tres grupos menciona.dos, Escherichia .5.5!!! 
ent erotoxighlica es la que se presenta. con mayor fre

cuencia en nuestro pafs, causando grandes problemas 
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de morbilidad y mortal~dad, lo cual hace necesario i;!l 

cr1mentar los estudios sobre este microorganismo con 

el!. fm de encontrar m4todos factibles a cualquier la

boratorio, que ayuden a solucionar este problema.. 

L.4.- Escherichia ~ enterotoxig~nica. (Antecedentes) 

Al descubrimiento de este microorganismo (1886) 
!ligui6 una etapa durante la cual se realizaron minu -

ciosas investigaciones, encaminadas a probar la rela

cicSn del colibacilo con las diarreas infantiles. Los 

trabajos de la escuela francesa sobre el tema son no

tables; cabe destacar los de Lesage (1897) y Nobecourt 

(1899), quienes sostenían el papel patcSgeno de Escherichia 

~ en este tipo de padecimientos. Hacia 1910 dicha ~ 

posicicSn quedcS olvidada;: durante los 30 a 35 años si -

guientes, ecSlo en íorma esporádica se intentcS demostrar 

su participacicSn en laa enteritis (43}, como eucedi6 

en 1923 en que hubo fundados indicios de sus relacio-

nes con caeos de di.arrea. infecciosa. 

Bn 1945. Bray demostr6 la asociacicSn de un tipo 

eeroldgico espec!fico de Escherichia S,21! con un bro

te de diarrea (Bacterium coli napolitanum}. En 1946, ---- - _______ ....; 
en el Hospital!. Infantil de la Ciudad de •éxico, Vare

la, Aguirre y Carrillo aislaron del cadáver de un lac-
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tante de 2 meses de edad, una cepa de Escherichia ~ 

que fue causante de la gastroenteritis y muerte de e

se niflo; dicha cepa posefa un antígeno eoni4tico que 

cruzaba con el antígeno "O" de salmonella adelaide, 

d~dole el nombre de ]• ~ Gomez ( 9). · 

De 1945 a 1951, diversos investigadores, particu

larmente en Inglaterra, aislaron algunas cepas de 

Escherichia s.g!! de casos de diarreas infantiles. En 

1951, Kauffman y Dupont recogieron estos cultivos u

tilizando el esquema seroldgioo propuesto por el pri

mero en 1947, y demostraron que las cepas correspon

d!an a 2 tipos espec!ficoes !• .22!! OlllrB4 y·j. i21:! 
0551B5; sin embargo, los mecanismos de patogenicidad 

estaban pobremente entendidos en parte, debido a la 

incapacidad para reproducir la enfermedad humana en 

animales de experimentacion (43). 

En 1952, Olarte y varela observaron que la cepa 

de !~ ~ Gdmez, y la bacteria aislada. por Bray (Bas_ 

terium ~ napolitanum), as! como la cepa Be.cterium 

tipo Giles y Songster y!• ~ serotipo OlllrB4 de 

Kauffman y Dupont, estaban relacionadas con brotes e

pidlmicos de diarrea en lactantes (22,39). A partir de 

este descubrimiento se identificaron serotipos res -

ponaables de producir diarrea tanto en reci6n nacidos 

como en nií'1os y adultos; Neter 1 col. designaron a es

tas cepas de Eecherichia ,s.2!! causantes de diarrea, co 



mo enteropatoghlicas (EEO), para dif'erenciarlas de 

las cepas relacionadas con infecciones extraintestin.,!! 

les (14). 

!hompson en 1955 fue, al parecer, el primero en 

reconocer semejanzas entre Vibrio cholerae y Escherichia 

~ ya que eren capaces de elaborar enterotoxinae; i

nicialmente latae se aislaron de animales muy jdvenes 

con diarrea severa. Un año mita tarde, en Calcuta, se 

hicieron estudios en pacientes adultos con cuadros 

diarreicos semejantes a los producidos por Vibrio 

cholerae y en quienes se aisl6 Escherichia .2..2!!, prin

cipalmente~ las observaciones realizadas previamente en 

animales hicieron pensar que estas bacterias aisladas 

en Calcuta podrían ser les responsables de esos casos de 

diarrea (7). 

Con el empleo de las t'cnicas utilizadas para la 

demostraci6n de enterotoxinas elaboradas por Vibrio 

cholerae, se pudo probar que lae cepas de !• ~ ai~ 
ladas de esos pacientes tambi~n eran capaces de sint.! 

tizar enterotoxinas (6). 

En estudios posteriores se mostr6 que Escherichia 

~requiere, ademlts de su capacidad para producir 

toxinas, propiedades accesorias de virulencia, como 

es su capacidad de adhesidn a la 11111coea intestinal, 
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la cual es mediada por ant!genos espec!ficoa localiza.

dos sobre la superficie celular y denomina.dos factores 

de colonizaci6n. Algunos de &atoa han sido caracteri

zados con detalle, como sonr el K88 y 987P en cepas 

porcinas~ K99 en bovinos y cepas ovinas y CPk./l y OPA:/II 

identificados en cepas enterotoxiglnicas de huma.nos. 

En 1980 Levine demostr6, que cepas en las que eu 

papel pat6geno se b.ab!a demostrado por inoculaciones 

experimentales en voluntarios humanos, carec!an de C'Pk/I 
y CPA/II; en estas cepas pueden estar implicados otros 

factores de colonizacidn como promotores de la adheren

cia y colonizacidn a la mucosa del intestino delgado.

Esto ha sido apoyado por estuüios realizados en Bangl~ 

desh, en los que se sugiere la existencia de otro pos! 

ble factor de colonizacidn al que denominaron fimbria 

(3,43,51). 

1.5.-Toxinas producidas por!• ~ .. 

Diversos estudios realizados en el h-ea veteri

naria y en la investigacidn del cdlera, condujeron. al 

descubrimiento de 2 tipos.de enterotoxinas que pueden 

eer diferenciadas por su capacidad de resistencia al 

calor; estas toxinas han sido denominadas toxina te!: 

moeatable (S'f) y toxina termol4bil (I/r) (6,32). 
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La capacidad para elaborar amboe tipos de entero

tozina1 radica en la preeencia de material genltico 

enracroaoed1mico (plllamido), el cual ea relativamente 

fdcil de transferir a cepas con caracterfsticae parti

culares que actu4n como receptoras (6,22,34,50). 

1.5.:t.- Toxina '.hrmolaibil (Dr}. 

Es una exoto:rina, aunque gran parte de ella se 

encuentra en el espacio peripl,smico de la bacteria; 

es de naturaliza protefca con un contenido mur pobre 

en l!pidos y carbohidratos, es termolábil, se des -
' o 

~ru:re generalmente a 60 e durante 30· minutos; tiene 

un peso molecular aproximado de 95,000d aunque se 

pueden considerar valores di.f'erentes dependiendo de 

l~s mftodos utilizados en su obtencidn (6,49). 

Se ha visto que los cultivos con a&itacidn y en 

un amplio volumen, favorecen su produccidn (6); adem,s, 

loe medios deben contener diversos amino,cidoe y un m_! 

dio basal de salee y glucosa. Entre estos encontramos 

el medio de Soya Tripticase, CAA y CAYE 2, siendo este 

dltimo con el que se obtienen mejores reeult!dos (35). 

La toxina termol,bil de Eecherichia col:li. ea si --
milar en mu.chos aspectos a la toXina producida por 

Yibrio choleraer de entre '•tos se pueden seflalar au 



mecanismo de aooidn ~ m,g, las condiciones de cultivo 

requeridas para la produccicSn .!a ~' la labilidad 

al calor, que no son dializablea, que se precipitan con 

sulfato de amonio y tienen capacidad antig&Ilica (7,28, 

34,38,39). 

La toxina ILr de Escherichia E.2!! se encuentra 

formada por 2 eubunidadest una subunidad A con peso 

molecular entre 25,000 a 30,000 daltone 1 una subuni

da4 B con peso aproximado de ll,780 daltons. La subuni 

dad A est4 oonstitufda a su vez por dos unidadee de -

nominadas A1 '1' A2 con peso aproximado de 23,000 1 

5,000 daltons respectivamente y unidas entre s! me -

diente un puente disulfuro. La sublmidad B, llamada 

tambi'1l coligenoide, está formada por 5 unidades mon,g 

m'ricaa con tendencia a la polimerizacidn, agregadas en 

forma de anillo, que es la dnica forma geom&trica esta

ble de agregacidn. Existen 2 formas de la subunidad B· 

determinadas por electroforesis en geles de poliacril,! 

mida con dodecil sulfato de sodiot una de corrimiento 

rápido denominada R y otra de corrimiento lento llamada 

e~ La forma R se convierte en la forma e por incubacidn 
o o en galactosa, entre 30 ~ 50 o. Se considera que la sus 

unidad A: eatd unida e insertada parcialmente en el ~ 

llo B por la porcidn k2 (21,43,45). 



El mecanismo de accidn que se ha sugerido para 

esta enterotoxina, se relaciona con au capacidad de eJL 

tillul.ar la adenilato ciclasa en c&lulas grasas y en. 

cllu1as del epitelio de la 1D11Cosa del intestino del -

gado, ocasionando un incremento en la concentracidn 

de adenosin 3'5' mono fosfato c!clico (Al!PC), el cual 

estimu.l.a la salida de líquidos y adem~e tien un ef ec

to inmediato sobre el transporte de electrolitos. 

Para que la toxina Ilf de !.• S,2ll ejerza su accidn,. 

se presentan los siguientes eventos& 

En primer lugar se requiere de un receptor sobre 

la superficie de las c&lulas intestinales, el cual se 

sabe es el gangli6sido GM1 (galactosil N-acetil galac

tosaminil-eie.losil-galactosil-glucosil-ceramido), el 

que pertenece a loe ganglidsidos formados por comple

jos gl~colip{dicos que se encuentran en la membrana 

plasmática de las c•lulas; la subunidad B se une rá

pic!a e irreversiblemente a este receptor •. El siguiente 

paso es un per!odo de unidn celular de 15 a 30 min de

pendiendo de la temperatura; en este lapso ocurren cam 

bioa conf ormacionales, que dan como resultado la expo

aicidn de regiones hidrofdbicae ocultas de la subuni

dacl, las que son capaces de uriiráe a proteínas hidro-· 

tdbica1 o componentes lipídicos de la membrana plaa

m•t1ca;; por este mecanismo se logra, ya .sea la for -
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macidn de un canal hidrof dbico a trav&e de la membra.-

na, por el cual puede pasar la eubunidad A, o bien 

una interaccidn hidrofdbica que facilita la entrada 

hasta la membrana interna. En cualquiera de los casos 

'i_ 111 libera de A2 por una reduccidn intracelular con 

glutatidn; una vez que ha ocurrido esto se estimula la 

adenilato ciclasa por un mecanismo dependiente de ni

coti.nBmin-adenin-dinucledtido (NAD). El resultado es 

el incremento de AMPc, responsable de una prolongada 

secrecidn de flu!do isotdnico, disminucidn en la abBO,! 

cidn de sodio y cambio en el transporte neto de cloro 

(8,17,34,38). 

1.5.2.- Toxina Termoestable (~). 

La toxina termoestable de Escherichia ~ no 

muestra similitud en estructura, especificidad celu

lar o modo de accidn con la toxina termolábil (8,24,30). 

Se d~scribe como una mol~cula de bajo peso molecB 

lar que se encuentra en un rango de 1,800 a 5,100 daltons, 

41 constitucidn. lipoprote{ca, termoestable, que soporta 

temperaturas hasta de looºc durante 15 min; poco antig'

nica, la agitacidn vigorosa y la aereacidn favorecen su 

aumento en el medio de cultivo (2,6). 

Para su obtencidn se recomiendan medios que con-



tengan aminoácidos tales como: prolina, serina, áci

do asp&rtico y alenina, así como vitaminas, 'cido olej 

co y ácido láctico; por otro lado, se observa un efec

to represor con glucosa, gluconato ~ piruvato (2). 

Tanto su estructura como su modo de acción no son 

bien conocidos (l,2,45). 

Actlta en forma diferente a la toxina IJr, ya que 

por ser una mollcula mucho m4s pequeffa, no se une al 

ganglidsido Glf:i.• Estimula la guanilato ciclasa, au -

mentando la concentracidn de guanosin 3'5' mono fos

fato cfclico (GIPc); este incremento produce un e -

fecto iDaecliato sobre el transporte de electrolitos 

en el intestino. El contenido de electrolitos ·del 

flufdo producido por el intestino delgado es, no 

obstante, idlntico al que se observa en la respuesta 

a la enterotoxina termolábil o a la enterotoxina del 

c6lera (8,44,46). 

1.6.- Identificacidn de cepas enterotoxiglnicaa. 

111 el cuadro de la siguiente hoja se muestran 

loa m•todos utilizados para la deteccidn de las ente

rotoxinae producidas por Eacherichia .2.21!• 
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Prueba 

Modelos anima.leer 

Asas ligadas de conejo (!leon) 

Conejo recicfo nacido (intragt(strica). 

V!a intrad&rmica en conejo 

+(18 hrs) ot(6 hrs) 

.... .. 

.. -
Ratdn reci'n nacido (intrag~strica) 

P•rfusidn !!! viva. en rata (yeyuno) + .. 

Cultivo de lfejidoin 

Y~l! (Tumores adrenales en ratdn) 

CHO (Ovario de hameter chino); 

VIRO (Rifldn mono verde africano 

Serodiapdeticoc 

+ 

+ 

aLt (RadtoinlNno an.U.isis) + 

ELISA (InmunoabeorcicSn enzim!tica): "' 

( 34' 39:,40 ,.42) 

.:r.a mqor!a de las pruebas mencionadas requieren 
de manipulaciones 1 mat1rial mur complejo,· ademds 

de que la ma7or!a de loe laboratorioe no cuentan con 

las condiciones adecuadas para llevarlas a cabo. 

La prueba de aea ligada de conejo ea la que me-. 

nos manipulaciones especiales requiere, de modo que 

ea la m4e empleada en aquello• laboratorios en los 

que las otras prueba.e no son factibles. Bst~ prueba 

-
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consiste en observar los efactos ocasionados por 

las enterotoxinas en segmentos ligados del intestino 

delgado del conejo y otros animales. Estos segmentos 

se dilatan por el efecto de la toxina al estimular la 

adenilato ciclaea. Para que la pruaba resulte confia

ble, es necesario inclu!r un contr.ol positivo que co.a 

siete en un filtrado bacteriano de una cepa producto

ra de toxina y un control negativo constitu!do por 

medio de cu1tivo o filtrado de un cultivo no produ~ 

tor de toxina. Los resultados dptimos de esta deteJ: 

ainacidn se observan a las 18 horas cuando se trata 

de toxina IJr 1 a las 6 horas cuando se requiere id~ 

tificar cepas productoras de toxina 'fl. 

l. 7 .- Biotipos. 

En virtud de los problemas que se tienen en la 

identificaci~ de cepas· de !.• .!:.2ll- procluctoras de 

enterotoxinas, tanto por el costo, como por la dt -

ficultad de las tfcnicas, se plantea la necesidad. de 

buscar mftodos de laboratorio que cubran este propcS

ai to. 

Loa estudios realizados por Davia en 197-7 con 

cepas de Escherichia coli aisladas de tract.o urinario, 

mostraron que con el uso de pruebas bioqu!micas es -
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tandarizadas (fermentacion de carbohidratos y desear 

boxilacidn de amino4cidos), ee posible dar un perfil 

bioqu!mico de cada cepa o, mejor dicho, lo que se co

noce como \Dl biotipo (10). 

Las investigaciones realizadas por Pwnela B. 

_Orichton and n.o. Old en 1979, reafirman lo señal!: 

do p:or Davis, al obtener resultados que fueron re

producibles 1 altamente discriminativoa con cepas de 

Escherichia .2.21!.aisladas por ellos. Estos autores SJ:! 

gieren que las pruebas de descarboxi1acidn de la r
ornitina, L-eorbosa, D-rafinosa 1 sacarosa resultaron 

altamente discriminativas (10). 

En este mismo afio, lllerson y col., encontraron u

na relacidn entre las caracter!sticas fenotfpicas d• 

!• ,S.2ll. y los serogrupos productores de enterotoxi

~as, observando aerobiotipos comunes en cepas que pr.2 

duc!an ambos tipos de enterotoxinas (33). 

En el aft.o de 1980, D. c. Old y col. evaluaron la 

tlcnica de tipificacidn utilizada por Chrichton y Old 

(1979h estos autores encontraron 43 diferentes bio

tipos entre 156 cultivosr. el estudio fue altamente 

reproducible, 1 mostrd que puede ser empleado en la

boratorios en los que la serotipificacidn no es f~ -

ci:l de realiHr (41). 
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En este mismo aflo, D. Raie y col. realizaron un 

estudio con cepas obtenidas en Brasil, encontrando 

al igual que Merson et al (1979), una relacidn entre 

loe serotipoa y los perfiles de fermentacidn de sus 

cepas ( 27). 

Eate m&todo ha sido realizado en cepas entero

toxig~nicas, sdlo como parte complementaria de la 

caracterizacidn por serotipos. Sin embargo, por la rJ. 

lacidn existente entre biotipoe y serotipoe, actualmea 

te la biotipificacidn adquiere gran relevancia, como 

un mltodo prometedor en la identificacidn de capas e.a 

t erotoxigmicae. 

Las pruebas mencionadas consisten en observar 

loe cambios ocurridos en un medio de cultivo debido 

a la actividad metabdlica del microorganismo. 

1 .. 8.- Reaistoti:pos. 

En general la tipificacidn plena de especies 

bacterianas se encuentra restringida al uso de la ª.!. 

rolog!a, la fagotipia o, en algunos casos, a la suecel?. 

tibil.idad a la colicina. Hasta el momento, un recurso 

poco estudiado es el relacionado al efecto diferen

cial que ejercen algunos compuestos qufmicos (org&l! 

• 
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coa e inorg&nicoe) sobre cepas de especies bacteria

nas y que se conoce con el nombre de resistotipia. 

El principio de este procedimiento consiste en 

la diferenciacidn de cepas bacterianas, por el gra

do de resistencia o susceptibilidad a la accidn de 

diferentes substancias químicas, 

Este ••todo lo describieron Elek y Higney en 

1970. Aplicado en cepas de .!• .!?fil, cauantes de es 
feriledades de tracto urinario, did resultados que 

concordaron con los serotipos encontrados. Un proc! 

dimiento similar se emp~ed con Shisella soneii. 1 los, 

relUltadoa obtenidos corresponcUeron con la tipifi

cacidn por colicina y con la epidemiolog!a (i5,16). 

En 1974, el m•todo de resistotipificacidn lo e5 

learon Elek y Moryson para diferenciar cepas de 

StaphJlococoue aureue obtenidas de diferentes hos -

pitales. En. este estudio encontraron una alta varia

bilidad en lae caracter!sticaa gen4ticas, dificul

tmdose la tipificaoidn; sin embargo, tambim obser

varon algunos resistotipos caracterfsticos que daban 

resultados paralelos con datos obtenidos por la tip! 

ficacidn con fagos. Esta investigaci&l confirm6 que 

la resistotiptficacidn se puede emplear como un m'

todo de uso epidemiold¡ico, aplicable a la diferenci! 
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cidn de una extensa variedad de especies bacterianas. 

Bll 1980, Old 7 Chrichton obeerv~on esquemas de 

resiatotipificacidn altamente selectivos en 156 cepas 

de !· .!:.21!· causantes de enfermedades del tracto uri

nario. Dichos autores demostraron la estabilidad de 

las características resistotípicas, al realizar re

petidamente el estudio a diferentes intervalos y o]? 

tener resultados altamente reproducibles (41). 

Este procediml.ento fue utilizado tambiln por 

eetos utorH con cepas de Escherichia ~. de dif,! 

rentes flu!dos del cuerpo 1 observaron resultados a1-

tamente satisfactorios al estudiar reeistotipos,, 

encontrando que existe una relacidn entre latos y e1 

uso de bi~tipos. Un hecho importante de esta.invest~. 

gacidn consistid en que, al presentarse cambios en 

loa biotipos, ocurrían cambios en los resistotipos (9). 

Loe Htudios realizados hasta la fecha, ·11111estran: 

que el principio es v4lido 1 puede, probablemente, ser 

extendido a cualquier microorganismo y usarse con pr_a 

pd11itoe epidemioldgicos. El mftecto. ea simple 1 pro -

porciona un sistema dtil para la tipificaoidn de bac

terias. cuan.do lata no puede realimarse satisfactori.! 

•ente por los mltodos existentes ('16). 
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1.9.-Sensibilidad frente a diferentes antimicrobia-

nos. 

Debido a que se sabe que existen grandes varia-· 

ciones en cuanto a la susceptibilidad a diferentes an

timicrobianos dentro de una misma especie, en muchas 

ocasiones se hn intentado diferenciar cepas por este 

mltodo con fines epidemioldgicOIJ; sin emb&rgo, tales 

caracter!aticas no pueden emplearse como una base de 

tipificacidn, ya que estos compuestos on ampliamente ~ 

tilizados con fines terap~uticos, lo cual induce a la 

seleccidn de mutantes resistentes y los resultados no 

son reproducibles. 

No obstante todo lo antes mencionado, al!unos in 
veatisadores afirman que cuando este m'todo se util! 

za en conjunto, con biotipos y resistotipos, puede 

ayudar a una completa tipificacidn de cepas (9,41). 
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2 .- lfliBkJO EXP!llDm'f1L 

2.1.- •aterial. 

2.1.1.-1aterial de uso comdnc 

ksa bacterioldgica 

lechero de Bunsen. 

Porta objetos 

Caja Petri. 

tubos de ensa1e (12x75, 13zlOO, l.6xl5o· mm) 

!ubos ele ensa1e con tapdn de rosca de JJ6xl50mm 

!ubos para centrffuga de .50 mi. 

Jlatracee Erlenmey.er de 250 1 500 ml. 

ptpetae graduadas de l 1 5 ml. 

Pipetas· Pasteur 

JerinB&e de 1,3,20 mi. 

fabla de sujecidn para conejo. 

Hisopo a 

2.1.2.- Bquipo 

IU.Croecopi.O 
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Placa agitadora 

Oentr!fuga 

Balanza analítica 

Equipo Millipore 

Equipo para cirug!a 

2.1.3.-•aterial Biol~gico 

S'e estudiaron li.75 cepas de !• W! aisladas 

de coprocullt:Lvo1s.. 

2.i..3.2.- Cepa 4e !• S2!! productora de enterotoxinac 

1:51 proporcionada por el Departamento de Bco

los1a Humana, Laboratorio de Bacteriolog!a.. 

Pacultad de •edicina, tm.All. 

' Se empiearon cone~oa machos Nueva Zelanda bl&a 

coa de 2.5 a 3.0 Kg. proporcionados por el Biotero de 

la Pacultad de ledicina, Ol'fd. 

2.1.4.-Kedioa de cultivo 
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kgar eosina-alNl de Ketileno-liactoaa-aacaroea C•erok) 

2- .. 1.4.2.- Para identificacidn 

kgar citrato Seg .. Simlllons 

kgar Hierro Kl.igler 

Agar Hierro Tres Az'1cares 

2 .. 1.4.3.- Para conservacidn de cepas 

C•erck) 

(Merck) 

C•erckl 

Medio para conservacidn de cepas 

.2.1.4.4.-Para produooidn de enterotoxina 

Caseinpepton-Sojamehlpepton-Bouillon C•erck) 

(30) 

Medio CkYB·2 (35) 

2 .. 1.4.5.- Para caracterizaoicSn de cepas 

Biotipou 

Baee de Rojo de Penol (Bioxon): 

Caldo Nutritivo C•erok) 
.. 

Bacto Desoarboxilasa Base Koeller deshidrata-

da (Difco) 



Beshtotipoas 

Caldo BHI C•erck) 
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•edio base para reeietotipos 

Sensibilidad frent& a diferentes antimicrobianosr 

Caldo Nutritivo (merck) 

•edio Base Agar ~eller Hinton (Merck) (29,41) 

2.1.5.- Reactivos 

2.1.5.1.-Para antesteaia del conejo 

Pentotal s6di.co 3 mg/'Xg. 

2.1.5.2.-Para aislamientos 

Colorantes de Gram 

2.1.5.3.-Para Biotipoai 

•al tosa 

Dulcitol 

Adonitol 

Oelobiosa 

.(-L-Raminosa 

Sacaroea 

(Kerck) 

(•erck) 

(•erck) 

(Merck) 

(Sigma) 

(lerck) 
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D-Sorbitol (Difco-) 

Trealoea (Merck) 

Salicina (Difco). 

D~ilosa (Difco) 

D (+)-Rafinoea.5H20 (O.P. National BiocheJD! 

cale Oorp.) 

Lactose.-H
2
o 

L (+)-Arabinosa 

Ornitina HOl 

Lisina HCl. 

L-Arginina HOl 

(Merck) 

(Merck) 

(Merck) 

(Takeda) 

(ION Pharmaceuticale Inc. 

lif e lcience Group Pl&iview 

N. Y-.) 

2.l.5.4.~Pera resistotipos 

Solucidn Salina Isotdnica 

Tria (hidroximetil aminometano) (Merck) 

Pucsina b4aica (Sigma) 0.0014~ 

Verde de malaquita (Merck) 0.003 '/. 

Nitrato de plomo 

( Hoffmszm-Broworth, S.A.) 

0.0017~ 

0.0375 "' 

0.019~ 

0.004~ 
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Arsenato de sodio (Baker) 0.75 '/> 0.9375 ~ l .. Ol 

"' 
.A:cido bdrico (T,cnica. 

Qu!mica S/P) 3.0 ,,. 3.75 'fo 4.05 '/. 

Sulfato de cobre (Baker) 0.07 ,,. o.875 

"' 
0.07 1-

m-bisulfito potisico 
(Baker) l.O 'fo 1.25 1- l.3 'fo 

Acetato de cadmio (Baker) 0.4 'fo 0.5 ,,. 0.4 ,,. 

m-.Amino f enol ( Eastman 

Organic Chemicala) 3.6 1> 4.5 ,,. 3.81 ,,. 

p-amtno fenoJ. (Eastman 

Organic Ohemicala) 3.6 f. 4.5 'fo 4.86 'fo 

Cloruro de cetilpiridinio 

(Cepacol, Xerrel) 0'.0125 "' 0.015 ,,. 

2.1.5.5.- Para sens~bilidad frente a diferentes antimi-

crobianoss 

Ampicilina (Bristol) 25 j(_f!lm1 

Cloramf enicol (Parke Davis) 25 /(_g/ml 

Eanalld.cina (Bristol) 25 J(gjml 

Aci4o Nalidíxico (Sidney Rous) 50 J(gjml 

latreptomicina (Lakeside) 100 J{s/ml 

Tetraciclina (Sigma) 25 ~g/ml 
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Gentamicina (Scheramex, S.A. de C.V.) 12.5 1g/ml. 

Nitrofurazona (Kruje.) 50 ~g/ml.. 
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2.2.- l~todos· 

2.2.1.- Aislamiento e Identifica.cidnr 

Se es~udiaron 70 coprocultivos, obtenidos 

de la Clfnica 32 del DISS 7 de un laboratorio priva

do, de los cuales se tomaron sdlo colonias caracterí,!_ 

ticas de !• .2.2!!• resembri:tndolas por estría de aisla

miento en medio de EllB, se incubaron a 37ºc durante 24 

horas. 

Una vez obtenido el desarrollo, se realiz6 tin

cidn de Gram y algunas pruebas bioquímicas (Kligler, 

SIII, Citrato de Simmons) a col.onias aisladas, con el 

objeto de identificar!• coli. 

2.2.2.- Conservacidn de cepas. 

Las cepas identificadas como !• .5,2!! se sembr,! 

ron en medio de conservacidn (Ver ANEXO) por estría de 

superfice, a partir del tubo de Kligler. Se incubaron 
o a 37 C 24 horas y se mantuvieron en refrigeracidn a 

4ºa durante el tiempo del estudio. 

2.2.3.-· Prueba de asa ligada en íleon de conejo. 

rara la produccidn de toxina por cepas de .E• .2,2!! 

se preparan matraces de 250 o 500 m1 conteniendo 25 y 
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50 ml del medio de CAYB 2 o Triptioase Soya respecti

vamente; al mismo tiempo se preparan tubos de 16x150 

mm con 5 ml del medio que se haya elegido anteriorme,e 

te. Se esteriliza a l!.20°c, 15 min. 

Las cepas a probar se resiembran a partir del mJ! 

dio de conservacidn en EMB, se incuban a 37ºc 24 hrs.; 

se toma una asada del desarrollo obtenido y se siem

bre en los tubos con 5 ml del medio CAYE 2 o Tripti

case Soya, se incuban a 37ºc, 24 horas d durante 3 
horas con agitacidn, de estos tubos se toman o.5 a 

l ml con pipeta eet~ril y se transfieren a los matr,!_ 

ces que contienen 25 1 ~O ml del medio. 

Los matraces se colocan en una placa agitadora o 

en un bafio con agitacidn a 37ºc y 400 rpm durante 18 

horas. 

El contenido de los matraces se vierte a tubos 

de centrífuga de 50 ml 1 se centrifugan a 4,500 rpm 
o . . 

a 4 e dw·ante 45 minutos, el sobrenadante se filtra 

utilizando equipo Millipore en condiciones de. ester,!. 

lidad, recibUndolo en tubos esUriles. A partir del 

filtrado libre de bacterias se lleva a jeringas un 

voldmen de 2 ml. 

Se prepara un control positivo 7 uno negativo. El 
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positivo ae trabaja, igual que las cepas a probar; 

el control negativo lo constituye medio de cultivo 

estlril. 

Una vez hecho lo anterior, ee procede a realizar 

la Ciru8!a, para lo cual se siguen loe siguientes pa-

sos. 

Se coloca al conejo de la cepa Nueva Zelanda, (el 

cual se mantuvo sin alimento por lo menos 24 horas an

tes de realizar la prueba) sobre la tabla de eujecidn 

en poeicidn dorso ventral, sujetando primero la extr~ 

midad posterior izquierda, continuar con la anterior d.! 
racha, seguir con la extremidad posterior derecha y f,! 

nalmente la extremidad anterior izquierda. Se le hace 

inhalar &ter durante 30 a 45 seg. Se realiza la. tric,2 

tom!a en la regicSn vent~al, se ~eetesia al animal. con 

pentotal sddico (3 lllf/Xg) de la siguiente manerai Se 

baja una de sus orejas. y se desinfecta el ih-ea de la 

vena margina1 en direccidn al crecimiento del pelo, se 

mantiene presionada la vena con el dedo medio e índice 

1 H tensa la oreja con el pulgar 1 el anule.r, levan -

tando ligeramente el anular, se introduce la aguja en 
o . . 

un dn¡ulo de 45 con respecto a la vena, se fija la a-

guja con loa de4os 1 se introduce lentamente el incScu

lo. Se coloca la torunda sobre la aguja antes de re -
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tirarla (tener cuidado de no llegar al cuarto plano 

de la anestesia, ya que el. animal puede morir). (47) 

Una vez anestesiado el animal se desinfecta la 

regi6n ventral con Alkil dimetil bencii amonio (zol

vacsol), se precede a realizar la cirug1a utilizando 

el material quirdrgico necesario, el cual ha sido pr! 

viamente esterilizado. 

Se hace una insicidn en la l:!nea media de la re

gidn ventra1 de aproximadamente 7 cm con bistur:! pro

visto de hoja No. 22, incidiendo primero piel, ense -

guida ~ejido conjuntivo y una vez expuesta la capa 

muscular se corta leta con tijeras para dejar expue.! 

ta la cavidad peritoneal. 

Al llegar al peritoneo se identifica y expone el 

intestino delgado en el cual se va a trabajar. Se lo

caliza le. y&lvula ileocecal y 7 cm por arriba de &e

ta se practica una ligadura, a partir de ah! se ligan 

segmentos alternados de 10 1 3 cm aproximadamente con 

hilo de seda OO. 

En cada conejo se hacen de 10 a 12 segmentos de 

10 cm y cada una de estas porciones largas se inocula 

con el filtrado contenido en las jeringas previamente 

preparadu • 
.. 
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tJna vez terminado el trabe.jo se procede a intro

ducir el intestino delgado, se sutura con hilo cat

gut 00 cerrando el plano muscular con sur;jete conti

nuo, despu&e se procede a suturar piel con bilo de 

ae4a 00, uniendo piel y tejido conjuntivo simultánea

mente con puntos separados. 

Se desata al animal y se mantiene sin alimento 

de 18 a 24 horas al cabo de las cuales se sacrifica 

con aspiracidn de cloroformo. 

Se coloca nuevamente en la tabla de sujecidn, 

se abre 7 se examina el intestino delgado tomando C.2 
mo asas positivas aqu,llas en las que el ac\h:nllo de 

l!quido tiene un voll!men de entre 0.5 y l ce toman

do en cuenta tambiln, que el control positivo y ne

gativo dieron el resultado esperado. 

Iias cepas que resulten positivas se marcen y gua:: 
dan en el tubo de conaervacidn a 4°c, se les realiza 

nuevamente la prueba y si &eta es positiva se guardan 

para estudios posteriores y las que resultan negativas 

en lata segunda prueba pero que en la primera ocasidn 

fueron positivas se separan y se siguen conservando. 

Las cepas que resulten negativas desde la prime

ra prueba se desechan, conservando adlo algunas de 
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ellas para los estudios comparativos poeteriores. 

2. 2.4.- Biotipoa 

Se prepara caldo con base de rojo de fenol adi

cionada con el o.~ del carbohidrato correspondiente y 
Base de Moeller adicionada con l.°" del amino,cido re,! 

pectivo. 

Se colocan 3 ml de cada uno de ellos en tubos de 

12 x 75 mm y se esterilizan a 10 lb durante 15 minutos. 

Preparaci6n del 1n6culo. Se siembran a partir del 

medio de conservaci6n tubos que contienen 3 ml de ca! 

do nutritivo estlril 7 se incuban 24 horas a 37ºc; con 

este cultivo se inoculan los 13 carbohidratos y 3 aJD! 
nolcidos empleados con pipeta Pasteur ( 2 a 3 gotas), 

se incuban a 37ºc y se leen a las 3, 6, 24, 48, 72 

horas para carbohidratos y pera el caso de aminoáci

dos hasta las 120 horas. 

2.2.5.-Resistotipoa 

Se prepara el siguiente materialc 

Tubos con 27 ml del medio baae para resisto-
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tipos (•edio para antibidticos /1 2 l~ nula concentra

do). 

Bquipo •illipore 

'fuboa con 1 ml de BHI 

Tubos con 9 ml de SSI 

Hisopos est'1-iles 

Esterilizar a 15 lb 15 min. 

Tubos con las diferentes sustancias a la concen

tracidn deseada. Se esterilizan las soluciones·por fi! 

tracidn en Millipore. 

Una vez que se tiene lo anterior se colocan 3 ml 

de cada sustancia en cajas de Petri y se adicionan 

los tubos que contienen los 27 ml del medio base, se 

agita con movimientos rotatorios y suaves y se deja 

solidificar en una superficie plena. Cada una de las 

cajas tiene capacidad para 8 cepas. 

En los tubos que contienen 1 lll de BHI se inocu

la una asada de las cepas a probar tomada del medio 

de conaervacidn y se incuben 18 horas exactamente, 

ae lea auega 9 ml de SSI 'estfril 1 se mantienen en 

refrigeracidn mientraa que no se inoculen. C'm esta 

4ilucidn ae obtiene un buen desarrollo confluente. 
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Se procede a sembrar las cajas introduciendo un 

hisopo a loe tubos que contienen el microorganismo a 

p~eba 1 can &ate sembrar una estría recta en cada u

na de las cajas con las dif erentea sustancias. 

Se incuben 24 horas a 37ºc 1 se observan resul

tados (Inhibici6n del desarrollo o crecimiento norma!. 

de la bacteria). 

2.2.6.-sensibilidad frente a diferentes antimicrobi_!! 

nos. 

Se preparen matraces con Ease de Mueller Hin

ton 1 tubos con l m1 de caldo nutritiva., hie-opos y 

equipo Millipore. Se esteriliza a 15 lb 15 min. 

&e preparen diluciones de los diferentes antimi

crobianos y se filtran en Equipo Millipore, se adicio

na la cantidad necesaria de cada uno de ellos a la base 

de llueller Hinton (la cual debe estar a 45º aprox.) S,! 

g'1n la concentraci6n deseada, se homogeniza perfecta

mente, se vierte a cajas de Petri y se deja que soli

difique en una superficie plana. . 

Para esta prueba se prepard un cultivo bacterio

ldgico de 18 horas utilizando el mililitro de caldo 

nutritivo y haciendo diluciones hasta una densidad e-
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quiva1ente a la del tubo de O.~ en la escala de Xco 

Parland. 
' 

Bl procedimiento de sembrar y leer resultados es 

el mismo-que· para -resistoti.pos. 

'·.·" 
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3 •- R!SUilrADOS: 

Se estudiaron 175 cepas de B. coli, las cuales se 

probaron por el m'todo de asa ligada en conejo, logrd.!! 

dose la identificacidn de 24 cepas enterotoxiglnicas; 

de ellas sdlo 13 dieron m's de una vez positiva la pru.! 
ba ( 2 de btas se obtuvieron al f'inal del estudio, por 

1o que no fue posible trabajarlas en conjunto con las 

primeras cepas). Se labor6, por lo tanto, sdlo con 11 

cepas. 

Iiaa cepas enterotonséicas se trabajaron en ºº.!! 
junto con las no enterotoxig&nicas aisladas en este 

trabajo, para poder efectuar un estudio comparativo 7 

ver si existen diferencias entre ellas. 

Para las pruebas metabdlicaa se usaron 13 carbo

hidratoe 1 3 aminot!cidas • Se observaron resultados re
petitivos cuando el experimento se realizd a diferentes 

intervalos. Esto se maestra en las !fablas I 7 II. 

Analizando los resultados se pu.do ver que ciertas 
cepas presentan patrones de fermentacidn aimil.ares, lo 
cual nos permitid agruparlas en 6 y 7 biotipos para las 

cepas enterotoxig&nicas y no enterotox:Lg4nicas respec

tivamente. Estos resultados se muestran en las Tablas 

III 1 IV. . ~' ' 
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En las pruebas de resistencia se trabaj6 con 4 

productos químicos inore;lfntcos y 7 orgánicos a tres 

diferentes concentraciones {con el f{n de observar 

la llltxima diferencia entre cepas toxig,nicae y no t.2 

xiglnicaa) •. Los resultados se muestran en las tablas 

Y, vr, IX, X, XIII 'T XIV y al igual que para biotipos 

se pudieron agrupar en 5, 4 y 6 diferentes patrones 

pera las cepas productora& de enterotoxina y 4, 4 1 5 

resistotipoe pera las cepas no enterotoxiglnicas, para 

las 3 concent~aciones estudiadas. Eéto se observa en 

las ~ablas VII, VIII, XI, XIX-, '1Y 1 XVI. 

In el caso de laa pruebas de sensibilidad a di

f trentes antimicrobianoa se trabajd con 8 productos 

41f erentes. En este estudio se observaron 5 marcado

res de resistencia para laa cepas enterotoxig,nicas 

7 4 para las no enterotoxighicaa. 



lfABU l 
--

PRUEBAS PARA C.ARBOHIDBA'fOS Y AUHOAOIDOS IR OBPAS BlftEROfOXIGIRIOAS 

DI !•Oherichia !!!!! 

1EBllENTAOION DBr DESCAllBOXILAOIOM DBr 
CEPA 

ADO ARA DUL LAC MAL RAP RAI SAO SAL SOR tRE XIL CBL ARG LIS ORN 

151 • (+) ** .. 
(+) **+ **+ + + + + + + + 

POLI H (+) *+ ~ • + + ... •+ + ( +) 

33P *+ ( +) * • + **+ **+ •+ •+ + + + + .. * ** *+ ** .. 
(+) ... **+ + + CFllDO + V + + + + + 

1980 
.. ** **+ (+) (+) **+ **+ + + + + 

46A * .. ** ** "+ ** *+ + + + + .. + + + + + t 
279 * * **+ + ( +) (+) **+ ••• *+ + + + + 

46P •+ (+) * ** ** ( +) ... •+ **+ + + + + + + 

344 *+ • + **+ + **+ + ( +) **+ •+ **+ + + 

276 •+ • ** **+ •+ + + + + + + + 

281 .. • ** (+) •+ •+ + + + + + + + 

* Po1itivo 4e•4• la• 3 hora• + 
**+ Po1itivo 4e•4• l•• 6 hora1 

+ Poeitivo a l•• 24 hora• 
(+) ~01itivo retar4•4o 48 o 72 hora1 
V Reaccidn variable 

,·,.:. :.·. 



'tABLA I1 

PRUEBAS PARA CARBOHIDRA'fOS Y AllINOACIJ>OS l2' CEPAS NO PMJ!ROfOXIGENICA:S 

DE E•cheriohia coli -
P'EltMENTAOION Dlr. DESCABBOXILAOION DEa: 

CEPA' 
ADO ARA DUL LAC MAL RAP RAM SAO SAL SOR TRE XIL CEL ARG LIS ORN 

·17 * **+ ** **+ *+ **+ + + + + + + 

525 *+ V ** **+ **+ **!to + + + + 

201 ** **+ **+ + + + (+) **+ **+ **+ + + 

476 * **+ **+ ** (+) *+ **+ + + + + + 

110 ** **+ **+ ** (+) **+ **+ **+ + + + + + + + 

183 **+ **+ **+ ** **+ **+ **+ + + + + 

466 V **+ **+ **+ **+ (+) **+ **+ *+ • + + UI 

429 "+ **+ **+ (+) **+ + V **+ **+ + + + 

274 **+ + + **+ **+ **+ **+ + + 

278 ** **+ **+ (+) **+ **+ .... + + + + 

95 **+ **+ **+ **+ **+ **+ (+) + + 

* Positivo deede la• 3 hora• + 
**+ Po•itivo deede la• 6 bor•• 

+ Po•itivo a la• 24 hora• 
(+) Po•itivo retardado 48 o 72 hora• 
V Reacci6n variable 



!ABM %11 

IIOf IPOS DI CIPAS BN'faOfOUGINIOAS 

J>I l!ºll!l'i•bi• !!U 

PJ!BllBNfAOION Dlr DESOAIBOllLAOION DEt 
BiallPO 

.ADO ARA J)tJL LAO llAL RAP RAM SAO SAL SClt ftl XIL LIS ORtf 

A a•4 *+ V *+ ... + V ... (+) .... ... ... + + 

B .. 2 •+ .(+) *+ ... (+) ... ... **+ ••+ + + 

a ••2 + •+ *+ ... + (+) **+ •+ + + 

J) ••1 (+) •• *:+- •+ + **+ ... + (+) .... 
1 ••1 + ... . 

**+ ... (+) (+) **+ ... O\ 
+ 

' D•l + •+ *+ + + (+) (+) **+ •+ *+ + 

•+ Je1ltivo •••4• 1•• 3 hera1 .. 1••lti•o 4••4• la1 6 hora1 + 
+ lo1ltivt a la• 24 hora• 

( +) P••itivo r1tarda40 48 o 72 hora1 
V Reaooidn variable 



!ABLA IV 

BIOTIPOS DE CEPAS NO mft'ERO!OXIGBNICAS 

DE Escherichia celi 

PERlfmTACION DEs: DESCABBOXILAOION DE1· 
BIOUPO 

ADO ARA DUL LAC MAL RAP. RAM SAC SAL SOR TRE XIL ABG LIS ORN 

A n•2 **+ + + **+ **+ **+ **+ + + + 

B •=l **+ "+ "+ (+) + + V **+ **+ + + + 

e •=2 **+ V + **+ + **+ "+ (+) + 

D n=2 V **+ **+ -+ + (+) **+ "+ **+. + + 

E ac2 + **+ **+ **+ + 

,,,. 
( +) + **+ **+ + -a 

p • ;.1 **+ + **+ -. + **+ + ( +) **+ **+ **+ V + + 

G nsl **+ **+ **+ **+ **+ **+ ( +) + +· + 

* Po•itivo desde la• 3 horH + 
**+ Po•itivo deede la• 6 hora• 

+ Po•itivo a la• 24 hora• 
( +) Positivo retardado 24 o 48 horas 
V Reacct6n variable 



~Alfa&'.' y 

PBUIMS 0Bf8U::DAS COI BL USO DS DIPmllf!IS PRODUCTOS QVDICOS 

· (<BGARIOOS 1 IlfORGAN~OOS)> m OIPAS IN'lDOfO:UGBltlOAS DB J• col& 

NODUC!OS QtJDIICOS 
CIPA 

k B a D E • (J K I J 

15• A B o D 1 (J H I J 
POLI H A B e J) G J 

331' A B e D B G H J 

CERDO A B e D G H I J 

1980 ,. B e D B • G H I J 

461* A B o D 1 G H J .... 
C» 

279 A B e D B G H· I J 

46P A B e D B G H I J 

344 A B e D B G H J 
276 ' B e D B G lf 1 J 

281 k B D s G H' I J 

A • •ucsina bdeica 0.0014• P • Sulfato de cobre o.o~ 
B • Ver4e de malaquita 0.001' G • m-W.aulfito potdsico l.~ 
O • Nitrato 4e plomo 1.62" H • Acetato de cadmio 0.04~ 
D • Areenato de ao4io 0.1~ I • m-amino fenol 3.~ 
B • Ac14o bdrico 3.~. J • p.alllino f 1{101 3.~ 
NOfAr 

Don4e aparecen letrae indica que hubo resistencia 
Loe espacios en blanco indican euecept1bil14a4. 
Eeto ea vdlido para laa 11 tabla• •1su1ent••• 



tABLA· vr 

PRUIBlS OBl'!lfil>AS COI IL USO DB DD!RJlftBS PRODUC!OS QUIUCOS 

(ORGANICOS 1 INORGAHICOS) m CEPAS NO IR'f!ROfODG ilUCAS DB !· coli 

PRODUO!OS QUIIIOOS 
OIP& 

A B e D B ' Q ª' I J 

17 A B a· D B ' G H Ji 

525 A B (f • G B I l 

201 A B Q D • , G H I J 

476 A B e D B , G H I ¡ 

110 A B e D • p G H I 

183 A B e D B p G H I ... 
466 A B e· D B ' G B I - J \O 

429 A B a D B p G H I J 

274 A B a D B G H I J 

278 A B e D B G R I J 

95 A B o E a. J 

~ • Puc•ina b'eica 0.0014- 1 • Sulfato de cobre o.o~ 
B • Verde de malaquita 0.003' Q • m-bieu.lfito pot4aico 1.~ 
C • Nitrato de plomo 1.6~ H • Acetato de caclmio º·º"' D • Areenato de eodio 0.1,, I • m-amino fenol 3.6~ 
E • Aoido bdrico 3.~ J • P-&mino fenol 3.~ 



TA.BU VII 

RESIS'TO!IPOS 0Brll1IDOS CON EL uso DE DIPFJU!NT!S PRODUCTOS QUIIICos· 

(ORGANIOOS E INORGANICOS) EN CEPAS JmTFllO!OXIGENICAS DE B. coli - -
PRODUCTOS QUlllICOS 

RESISTO!IPO 
A B e D E p G H I J 

l n • 5 A B e D E G H J 

2 n ,. 3 A B e D E G H J 

) D • l A B e D G J 
\11 o 

4 n • l A e D G ffl I J 

5 n • l A B e D • p G H I J 

A • ruc•ina bdeica 0.0014~ P • Sulfato de cobre o.o~ 
B • Ver4e de malaquita o.oo~ G • m-b1eulfito pot~aico 1.0~ 
O • Nitrato de plomo 1.6~ H • Acetato de cadmio 0.04,r. 
D • Areenato de sodio 0.7~ I • m-á mino f enol 3.6'(. 
B • Acido bdrioo ).O~ J • p.emino f enol 3.6~ 



fl!D VIII 

BISiftOfIPOS OBURIDOS OOR BL USO DB DIPElftlS !BOJ>UOTOS QUIMIOOS 

(<BGAHIOOS 1 IMOBGAHIOOS) • OBPAS HO •l!BOfOXIGBHIOAS DI!• llli 

B BSIS'f Of IPO. 
A B 

1 n • 3 A B 

2 n • 4 A J: 

3 n • 2 Al B 

4 D • 2 N B 

A • Juo•ina b&•ioa 
B • Ver4e 4• ulaquita 
C •Nitrato 4e ploM 
J> • Are.nato de ao41o 
E • Aci4o bdrico 

o D 

e J) 

(t D 

e J) 

o 

aoJ>UO'rOS QUIJIIOOS 

1 , o 

1 , o 

• , e¡ 

• G 

1 o 

H I J 

H I 

a· 1 J. 

B I J 

ft'. I J 

r • Sulta-o 4e cobre 
G • .. linlti-o potúico 
B:• lo•-•-o 4• ca4111o 
l • .,..a:lno taol 
l • ,_.ld.llo f col 

~ 

... 



!ABLA IX 

PRUBBAS OBrENIDAS CON EL USO DE DIPFll!NTES PRODUO'?OS QUIIICOS 

(ORGANIOOS E INORGANICOS) iW CEPAS BNUllOTOUGP:UOAS DE J• .2.2!i 
. ' 

PRODUOfOS QUIIICOS 
C!P#O 

A B e D B ' G B I J Jt 

151 & e D B J J[ 

POLI H ' e D B J 

33P ' e D B J J[ 

CEJlDO ' e D 1 J. J[ 

1960 A e D E 

46A e D 1 J 
J[ 

UI A N 

279 A D E G J J[ 

46P A D B G J I'. 

344 A D E G J )[ 

276 A D B G J Jt 

281 A D B G J . I'. 

A • •ucaina bdeica 0.00:1.1~ G • m-bieul.fito pot4aico 1.2~ 
B • Verde de malaquita 0.037~ H • Acetato de oad.mio o.~ 
O • Nitrato de plomo 2.02~ I • •amino f enol 4.t;f. 
D • Areenato de sodio 0.937~ J • p.amino fenol 4.~ 
B • Acido bdrico 3.7~ I'. • Cloruro de oetilpiridinio 0.012~ 
P • Sulfato de cobre o.87~ 



'fABLA X 

PRUBMS OBHNIDAS COH BL USO DB DIPJ!REM!S PRODUCTOS QUillICOS 

(ORGANICOS B INORGANICC1.i) EN CIPAS HO ENTDlO?ODGQUCAS DE!• col& 

PIOJ>UC!OS QUI•ICOS 
CEfA 

A B o D B ' G H I J lt 

17 , .. D B G J ¡ 

525 ' ]) E G J K 

201 A D E G J ¡ 

476 & D B G J lt 

110 •• o D B G J ¡ 

183 A e D B G J E "' "" 466 ,. e D • G J J[ . 
429 A· e ]) B G J IC 

274 A e D B G J K 

278 A D 1 G K 

95 ,. e B G J ·K 

A • Puc11na b&aica 0.0017~ G • a-billUlfito pot•a1co 1.2~ 
B • Verde de malaquita 0.037~ H • Acetato ele cadmio o.~ 
C • Nitrato de plomo 2.02~ 1 • .. allino ·fenol 4.~ 
D ,. Araenato ele 104i.o 0.937~ J • P-••tno fenol 

··~ 1 • Ac14o b6rico 3.7~ K • Cloruro 41 cetilpiridia.to 0.012~ 
P • Sulfato ele cobre o.a1~ 



RESl!'fOfIPO 
A 

1 n • 4 1 

2 D • 2 ' 
3 n • 3 ' 
4 D • 2 A 

tlBU n 

RBSIS'f O!IJIOS OBHlflDOS OOR BL USO DI J>DDIMIS lllOJ>UO'!OS: QUIIICOS 

(CllGAIUCOS· B UOIG.dICOS) .• OIPAS lftDOfOXIG•IC.AI DI I• OOli 

HlODuctOS QUIIIOOS 

B a D 1 ' G J! 

o D 1 

e D 1 

D B G 

D E G 

J 

J 

J 

J 

A • "1ce1na blteica 0.0011"' G • a-binlfito pot4eico 
0•037,_ B • Ver4e 4• malaquita H • Acetato de caAmio 

O •.Nitrato 4e plomo 2.02- r • a-aJlino f eno1 
D'• Areenato 4e eo4io 0.9375 J • pmudno t eno1 

J: 

1 

1 

¡ i 

1.2~ 

º·"' 4.~ 
4."' E • Acido ·bdrico 3.7"' 1 • Cloruro de cetilpir14:lat.o 0.012"' 

o.e1~ P • Sulfato de cobre 



TABLA XII 

RESISTOTIPOS ommxnos CON EL uso DE DIP'Flimi!ES PRODUCTOS QUillICOS 

(ORGANICOS E INORGANICOS) 

R ESISTC7rIPO 
A 

l n ,.. 4 A 

2 n = 5 A 

3 n = 1 A 

4 n = 1 A 

A s Puceina bdeica 
B a Verde de malaquita 
O a Nitrato de plomo 
D = Arsenato de S>dio 
E • Acido bdrico 
P = Sulfato de cobre 

B o 

o 

e 

0.001751> 
0.037~ 
2.0251> 
0.93751> 
3. 7'JI. 
o.8751-

D 

D 

D 

D 

ER CEPAS NO MEROTOXIGFlUOAS DB !• S,2!i 

PRODUCTOS QUIMIOOS 

E p G H I J K 

B G J K 

E G J K 

E G K 

E G J K \JI 

"' 

G • m-bieulfito potásico 1.2~ 
H a Acetato de cadmio 0.5~ 
I • m-amino f enol 4. 5~ 
J • P"'alllino f enol 4. ~ 

.Ka Cloruro de cetilpiridinio 0.0125~ 



!ABLA DII 

PRUBB&S OBTmIDAS' CON EL USO DE DIPERElfrBS FRODUC'?OS QUIMIOOS 

(ORGANICOS B INOBGANICOS). i'H CEPAS J!J¡TJ!llO!OXIGBMICAS DE B. coli --
PBODUCf OS QUillIOOS 

CEPA 
A B e D B ' G B I J 1 

15• A B D B G H I J 1 

POLI H .& D E G J 1 

33P A D B G H K 

CIBDO A B D E G H I J K 

1980 A B D E r G H 

46A A B D E G H JI J 1t 
UI 

E G H I J' lC O\ 
279 A B D 

46P A B D E G H I J K 

344 A B D E G H I J K 

276 A B D E G H I lC 

281 A B D E H I K 

A • rucsine. blteica 0.019~ G •' m-bisulfito potdaico 1.3~ 
B • Verde de malaquita. 0.004~ · H • Acetato de cadmio 0.04~ 
C • Ni trato de plomo 2.91" I • m-amino fenol 3.81~ 
D • Arsennto de sodio 1.01" J • p-amino fenol 4.86 
E • Acido bdrico 4.0~ K • Cloruro de cetilpiridiJllo o.oi5 
r • Sulfato ele cobre o.o~ 



TABLA XIV 

PRUEBAS OBHNIDAS CON EL USO DB DIPEJlmTES PRODUCTOS QUIMICOS 

(ORGANICOS E INORGANICOS) BN CEPAS NO EHTERO'l'OXIGPZUCAS DE !• ~ 

PRODUCTOS QUIMICOS 
CEPA 

A B o D E , G H I J lt 

17 A B D E ' G H I J 1( 

525 A B D E G H I J K 

201 A B D E p G H I J lt 

476 A B D E p G H 1 J K 

110 A B D E ' G H I J ¡ 

183 A B D B ' G H J Jt 
UI 

466 B D E ' G H 1 J Jt ....¡ 
A 

.429 A B D E , G H J lt 

274 A B D E G n J ¡ 

278 A B D E G H l J K 

95 A B D E G H l ¡ 

A • Puoeina Maica 0.019~ G • D-bieul.fito pot«etoo l.~ 
B •Verde de malaquita o.oo4d a • Acetato de cadmio 0.04-
C •Nitrato de plomo 2.91- .1· • ..aat.no f enol 3.Blf 
D .. Arsenato de sodio 1.01~ .. J • p.amino f enol 4.8~ 
B • Acido bdrtco 4.o~ ¡•.Cloruro de cetilpiridinio 0.01~ 
r • Sulfato de cobre o.o~ 



HBLAi XV 

RISIS'lOHPOS OBrJlfIDOS CON IL USO DB DIPDENTBS PRODUO'l'OS QUIEOOS-

(ORGANICOS E I'NORGANIOOS) EN CEPAS BNHRO?OXIGENICAS DE B. coli .- -
PRODUCTOS QUillIOOS 

RESISTOrIPO 
A B o D E , G s· I J 1 

1 n • 5 A B D 1 G H l J 1 

2 n • 1 A B 1 G J 1 

3 n • 1 A D B G H X: 

"' 
4 n = 1 A B D 1 , G 

O> 
H 

5 n • 1 A. D B G H 1 J lC 

6 n = 2 A B D B G H I 1 

A • fue eina bff eica 0.0196~ G • m-bieulfito potdeico 1.31' 
B • Verde de malaquita 0.004~ H • Acetato de cadmio 0.04-
O • Nitrato de plomo 2.91" I • m-amino fenol 3.81-
D • Areenato de 1odio 1,01" J • P-a•ino fenol 4.~ 
E • Acido bdrico 4.0~ IC .: Cloruro de cetilpiridinio 0.01~ 
P • Sulfato de cobre o.o~ 



TABLA XVI 

RE5I5'TOTIPOS OBrmUDOS CON EL USO DE DilERENTES' PRODUCTOS QUIMIOOS 

( ORGANICOS E INORGANICOS') Eli CEPAS NO miTmtOTOXIGENICAS DE~· ~ 

PRODUCTOS QUIMICOS 
RESISTorIPO 

A B e D E p G H I J K 

1 n = 5 lf. B D E ' G H I J K 

2 n = 2 A B D E G H I J K 

3 n = 2 A B D B ., G H J K 
\JI 
IJ} 

4 n=l IL B D E G H J K 

5 n=l A B D E G H I K 

11. • 1uceina blisica 0.0196~ G • m.biaulf ito pot,eico l.3" 
B •Verde de malaquita 0.004~ H • Acetato de cadmio 0.04~ 
C = Nitrato de plomo 2.91~ I • m-amino fenol 3.811> 
D = Areenato de eodio l.01" J • J>-Bmino f enol 4.86~ 
E • Acido bdrico 4.0~ lt = Cloruro de cetilpiridinio o.015~ 
P • Sulfato de cobre o.o.,_ 



'fABI.A XVII 

PATRON DE RESISHROIA A DIPJ!RENTIS AftIIICROBWOS 

CEPA 
Ga km 

15111 

POLI H 

33P 
cmno 
1980 

46A 

279 

46P 

344 

276 

281 

Gm • G entamicin& 
· ICm • l:anamicina 
Nf • Kitrofurasona 
A. nal. • Ac14o nalidf~co 

NOTA1· 

Df Oh'PAS mfTFllOfOXIGJ!JCICAS DB J• coli 

Nf 

Mf 

Nf 

12.5ls/ml 25.0 tS/ml 
50.0 i/ml. 
50.0 l/al 

AMTllICIOBlANOS 

A. nal. 'fe St 

'fe 

'º 
'to 

'º St 

'º 
'º 

'º 
'º 
'º 
te • !etrao::LcliDa 
St • Blltreptoai.oiDa 
Ca • Cloramteniool 
Ap • Aapioiliu 

Cm Ap 

.lp 

.lp ,, 
·•p· 

25.0 l¡/ml 
100.0 ¡/ml 

25.0 's/ml 
25.0 r/ml 

.&p 

La• abrev1a"1araa del an:Uld.crobiano corr11J)OA4i1Dte prHmte• en el cuadro in4:Loan rHiatellC:La. 
:La eu•enoia ele abl'ev::LaWl'u indica Hn•::Lbili414. 
l•to •• v'1i4o para la tabla •1Pi•'-• 

s 



TABU XVIII 

PA'fRON DE RESI5"1'mCIA A DIIPFJU!1~'US AN'UMICROBIANOS 

EN CEPAS NO mTmO'l'OXIGF:JICAS DE!• .s..21! 

ANTIIICROBIANOS 
CBP~ 

Gm b Nf "· nal. Te St Cm Ap 

l7 b Te St Ap 
525 b Te St &p 

201 fe 

476 'fe St Ap 
110 Te 

163 Te Ap. 

466 O\ ... 
429 Ap• 

274 to Ap 

278 &p· 

95 'fe St 

Gm • Gentamicina 12.5 J(g/ml te • 'f etraeiolina 25.0 l(i/'111 
Km • z:anamictna 25,0 ~g/al St • B1treptomicina 100.0 ~l/ml 
Nf • Hitrofurazona 50.0 ~g/ml Cm • Cloramtenieol 25.o 'l/aJ. 
A. nal. • Acido nal.14tz1oo 50.0 g/ial Ap • Ampieilina 25.0 Jl.s/iDl 
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4 .- DISCUSION DE RESUL!rADOS 

Este estudio se realizd con el objeto de eslabl,! 

cer wia difermciacidn entre cepas de!• ~· produ,g 

toras y no productoras de enterotoxina. 

Como se menciond en loe resultados, a pesar de 

que en este trabajo se logrd aislar 24 cepa.e enter,2. 

toXig4Dicae, sdlo e~ trabajd con aqu,llae que moetr!; 

ron la capacidad de retancidn del plásmido que codi

fica para la produccidn de enterotoxina, ya que para 

nuestro f!n era importante trabajar con cepas que noe 

dieran seguridad en cuanto a su capacidad enterotoJ!. 

g•nica, para poder dar caracter!sticas definidas de 

latae, pues si se eligen aquellas cepas que sdlo una 

vez den positiva la prueba, se corre el riesgo de 

que al perder el pl4smido, perdieren algunas caract,!_ 

r!sticas que fueran de importancia para esta inveat! 

gacidn. 

El an4lisis de los resultados obtenidos para la 

parte de la utilizacidn de carbohidratos 7 amino4ci

dos, mostrcS que algunas cepas ten!an el mismo patrdn 

fermentativo, por lo cual pudieron reunirse dentro 

de un mismo grupo, el cual se conoce como biotipo (16), 

encontrlhldose que aunque un biotipo es compartido por 

cepas enterotoxiglnicae y no enterotold.gmicaa, eXiJ! 
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ten biotipos característicos de cada una de ellas. 

Un anillieis más profundo del biotipo comparti 

do, noa permitid observar que tanto la cepa 276 (ea 

terotoxigmica) 7 la 274 (no enterotoxig&lica), fu.! 

ron colonias aisladas de la misma caja, lo cual nos 

lleva a suponer que e! existen caracter!sticas ser~ 

fermentativas particulares especiales que hacen que 

una cepa pueda ser receptora o no del pl&smido (27, 

34,50), siendo factible que la cepa 274 sea quiz' 

receptora del pl&emido, por lo que muestra las mi.!! 

maa caracter!sticas fenotípicas que lao cepas 276 

1· 281 enterotoxiglnicae; 1 con respecto a la cepa 

476 (no enterotoxigmica) tambiln se puede pensar 

que sea una cepa receptora del pl4smido. 

Bl1 el an4lisis de biotipos se pudo encontrar 

que. algunos patrones fermentativos son similares 81! 

tre cepas enterotoxig4nicas 7 no enterotoxiglnicas, 

variendo dnicamente en un carbohidrato o un amino4c_!: 

do; esto podría llevar a confusidn en el momento de 

la identificacidn de algunas cepas; sin embargo, ya 

que el porcentaje de utilizacidn de algunos carbobá: 

4ratos 7 amino4cidos es variable para cepas entero

toxiglnicaa y no enterotoxiglnicas, al ser en algu

nos ca11011 lllU1' marcado esto nos aJ'Udar!e a lograr u-
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na mejor diferenciacidn de la cepa en estudio. Con 

respecto a lo anterior, se tienen diferencias mar

cadas en la utilizacidn de ratinosa, remr1osa, sac,! 

rosa, adonitol, arginina y ornitina observándose 

pera al caso de las enterotoxiglntcas un 54.~, 

54.51-, 63.6", 45.4~, <J'I. y 63.6~ en tanto que para 

las no enterotoxig~icas un 18.1~, 10~, 18.1~, 

36.~, 45.4" Y' 27 .2'/o para cada uno de los carboh! 

dratos 1 aminoácidos mencionados. 

PUeden notarse diferencias menos marcadas en 

la utilizacidn de xilosa y salicina con un porcen

taje 4e 81.8" 1 81.~ para las cepas enterotoxigl

nicas y de 10°'1 y 54.~ para las no enterotoxig' -

nicaa. 

Otro dato importante es el hecho de que las 

cepas enterotoxiglnicas nunca utili1aron la argin! 

na y para el caso de las no enterotoxiglnicaa se 

vid que sit:1mpre emplearon la ra.mnosa lo cual es u

na ayuda más en su identificacidn. 

Comparendo los resultados obtenidos en nuestro 

experimento para las cepas toxiglnicas, con los ob

tenidos por otros investigadores (27), se encuentra 

que no ae tienen los miamos patrones fermentativos, 

a excepcidn del biotipo A que ae comparte con el bi,2 
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tipo del Serogrupo 0128 AcaH27, obtendio por M. Hen 
riqueta y cola. Esto viene a apoyar lo que se hab!a 

sugerido acerca de que loe grupos serofermentativoe 

var!an dependiendo del ~rea geogrt{fica y del tipo de 

alimentacidn (39), por lo que se tienen diferencias 

en loe resultados obtenidos. 

Por'dl.timo, se encontraron diferencias genera

les en cuanto a lo reportado por Edwards para la 

identificacidn de !• ,22!!, (18) ya que en su est_!! 

dio la mayoría. de las cepas de ]• S2!! no utilizan 

el adonitol 1 descarbóxilan la arginina, lo que no 

ocurrid en nuestro caso porque muchas de nuestras 

cepas si utilizan el adonitol y no deecarboxilan 

la arginina, siendo esto mis notable en las cepas 

no enterotoxiglnicas. 

Bn las pruebas de resistencia a diferentes 

productos químicos org4nicos e inorg&licos, tambi'11 

•• obtuVieron resultados de inter&s, ya que, como 

en el caso de biotipos, aqu:! tambim pudieron egru~ 

paree en patrones característicos denominados resi~ 

totipos, basafndonos sdlo en la capacidad de la cepa 

para desarrollar o no, en presenci~ de las diferen

tes substancias, tomando como tiempo dximo para su 

desarrollo 72 horas. 
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Es importante hacer notar que se utilizaron 3 

diferentes concentraciones y se notd variacidn en 

los resistotipos obtenidos en cada una de ellas. 

Al analizar por separado cada una de las con

centraciones estudiadas se obtuvo lo siguiente1 P.! 

ra la primera concentracidn (Tablas VII y VIII) se 

vid que sdlo uno de los resistotipos de las cepas 

enterotoxig~nicas (resistotipo 5) se comparte con 

el resiatotipo 2 de las cepas no enterotoxig,nicas. 

Sin embargo, el resistotipo 2 a.grupa 4 cepas, por 

lo que lo consideramos más representativo de las 

cepas no enterotoxiglni.cas. 

Otro dato importante ea que algunos compuestos 

nos ayudan a lograr una mejor dif erenciacidn entre 

las cepas, como ocurre en el caso de sulfato de co

bre y m-amino fenol, ya que para lstos las cepas e,a 

terotoxiglnicas mueetran un 91> y 63.6~ de resiste,n 

cia, en tanto que las no enterotoxiglnicas acusan 

un'63.~ y 1001-, respectivamente. 

Menor diferencie se observa para el caso de ác,! 

do bdrico, p-amino fenol con un porcentaje para las 

cepas enterotoxiglnice.s de 81.~ y 1001> 1 pora las 

no enterotoxiglnicas de 10~ y 72."l'f., respectivamen

te. Es decir, a estas concentraciones se logra una 
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buena diferenci.Elcidn con sulfato de cobre y m-amino 

fenol, en caso de haber confusidn pera el resistot,i 

po completo. 

Para el caso de la segunda concentracidn emple_! 

da (Tablas XI y XII), se ve que se comparten 2 resi~ 

totipos; el resistotipo 3 y 4 de las enterotoxig~ni

cas se corresponde con el l y 3 de las no enteroto -

xighlicae respectivamente y tanto en enterotoxig&ni

cas como en no enterotoxig,nicas se agrupa casi igual 

. ndmero de cepas, por lo que se coneiderd que esta coa 

centracidn no es de utilidi:.d parfl diferenciar por r.! 

sistotipos estas cepas; sin embargo, el análisis in

dividual de cada compuesto muestra que un mayor por

centaje de cepas toxiglnicas son resi..~entes al m-bi

sulfi to potásico 7 al p-amino fenol; pero esta dif,! 

rencia no es 111'17 grande con respecto a las no enter2 

toxighiicas, por tanto se sugiere que estaEi conéen

traciones no sean utilizadas como un medio de dife

renciacidn. 

Por dl.timo, para la tercera concentracidn, (Ta

blas rl y XVI) se puede observar que se comparten 2 

resistotiposs el resietotipo l 7 6 de las enteroto-

· xiglnicas con el 2 y 5 de las no enterotoxig&nicae 

respectivamente; sin embargo, el resistoti.po 1 Y 6 
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de las enterotoxiglnicas agrupa 5 y 2 cepas, en tan

to que el reeistotipo 2 y 5 agrupa 2 y 1 cepas, res

pectivamente. 

Adem,s, es de importancia seiia¡ar que la cepa 

agrupada en el resistotipo 5 es la dnica de las no 

enterotoxig~icas que presenta la particularidad de 

no ser resistente al p-amino feno, en comparacidn 

con las enterotoxiglnicaa, en que varios resistoti

pos incluyen esta caracter!etica, lo que nos hace 

pensar que tal vez el resistotipo 5 no sea muy ca

r.acter!stico de las no enterotoxiglnicas. ~or tanto, 

tomando en cuenta lo antes seaalado, consideramos 

que estas concentraciones e! son de utilidad para 

diferenciar las cepas por resistotipos. 

El enilisis separado de cada uno de los produ.2, 

tos utilizados, nos llev6 a encontrar diferencias 

en cuanto a la resistencia al verde de malaquita, 

al sulfato de cobre y al JI-amino tenol, con porce~ 

tajes de 63.6", 9.0~ y 63.6" para las cepas ente

rotoxiglnicas y de un 10~, 63.6~ y 93.~ para las 

cepas no enterotoxiglnicas, por lo que a estas coa 

centreciones s! se logre una blaena dif erenciacidn: 

entre las cepas estudiadas. 

Para las Tablas XVII y XVIII, que ee refieren. 
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a la resistencia a diferentes antimicrobienoe, se 

puede observar que no hay patrones característicos; 

pero sí puede verse que existe mayor resistenciR a 

la Ampicilina y Estreptomicina por parte de las ce

pas no enterotoxiglnicas. Otra particularidad es que 

2 de las cepas enterotoxig~nicas mostraron resisten

cia a la Nitrofurazona. Sin embargo, estas caracte

rísticas no son muy notables, por lo que considera

mos que el estudio de resistencia a loe antimicro

bianos no es de utilidad para diferenciar cepas de 

!· .s.21!· 
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5.- CONCLUSIONES 

- Por la evaluacion general de los estudios real,! 

zadoe, considera.moa que el uso de biotipos no da un 

1001- de seguridad en cuento a la identif icacidn de º! 

paa to:xiglnicas; sin embargo, ea un m&todo mis acce

sible que la utilizacidn de sueron en loe que la ceI 

teza tampoco es de un 10~, ademis de que en lhhico 

esta incertidumbre se ve incrementada por la utili

zacidn de sueron obtenidos con cepas no nacionales. 

- La caracterizacidn de las cepas por medio de 

biotipos se puede simplificar, utilizando sdlo aqu.! 

llos carbohidratos y aminodcidos con los que se ti,! 

ne un alto ~orcentaje de diferenciacidn entre cepas 

. enterotoxiglnicas y no enterotoxiglnicas. 

- El uso de biotipos presenta la ventaja de ser 

relativamente r4pido, .!J'les se pueden tener resulta

dos desde las 3 horas. 

- Es factible establecer patronea de utilizacidn 

de cerbohidratoa y aminodcidos con cepas nacionales, 

sin que esto implique t4cnicas im1'.s complejas. 

- El empleo de resistotipos lo coneideramoe de u
tilidad ª"lo cuando se profundiza lo suficiente, con 

el fin de encontrar las concentraciones dptimas para 
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cada uno de los reactivos que nos ayuden a diferea 

ciar entre cepas toxig~icas y no toxig.Snicas. 

- Este mltodo (reeistotipos) lo consideremos eco

n61lico 1 no se utiliza en el demasiado tiempo; sin 

embargo requiere de m~s material y mucha manipula-

c icSn. 

- En. el m&todo de resistotipos se pueden inclu!r 

una gran variedad de sustancias, con el dnico requ,! 

sito de encontrar 1a concentraci6n 6ptima para el 

fin que se quiere alcanzar. 

- 11 estudio de resistencia a diferentes antimi

crobianos nos seftala que no es de utilidad para di

terenciar estas cepas 1 la importancia que podr:!a 

tener es edlo desde el punto de vieta m&dico, ya 

que encontramos que las cepas enterotoxigfnicea son 

m4s aensib1es a la ampicilina 7 estreptomicina que 

las no enterotoXigfnicas. 

- Por dltimo, consideramos que la utilizaci6n de 

biotipos aunado al empleo de resistotipos, ¡n.iede au

mentar la probabilidad de identificar en forma lo 

a4e correcta posible una cepa enterotoxigfnica, ya 

que si •ata pertenece a un biotipo enterotoxigfnico 

1 adem'a se encuentra dentro de un resistotipo ca -
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. racter!etico de esta• cepae, el. porcentaje de ince,t 

tidumbre se ve dieminu!do y todo esto facilita su 

caracterizaci6n en un laboratorio rutinar:'.o de dia,& 

n6stico. 
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SUGUIP.:l'CIAS 

- Es importante tratar de establecer patrones cara.5, 

ter!aticos con cepas nacionales, utilizando para este 

fin un mayor ndmero de cepas, con el objeto de que e! 

toa patronee sean representativos. 

-Debido a los problemas que se tienen al realizar 

las lecturas de la utilizacidn de carbohidratos y a.m.! 

no4cidos, se piensa en la posibilidad de establecer un 

patr6n de referencia con el fin de unificar criterios. 

-De acuerdo con las 3 concentraciones estudiadas 

en este trabajo,· sugerimos que en resistotipos se e,m 

pleen las siguientes concentraciones paras lee dif e-

rentes sustancias 

Ooncentra.cidn 

Pucaina b4sica •a.yor a. 0.00196 g/dl 

Verde de mfllaqui ta 0.042 g/dl 

H i trato de plomo 2.025 g/dl 

Arsenato de sodio 0.75 g/dl 

Acido b6rico 4.05 g/dl 

Sulfato de cobre 0.10 g/dl 

11-bisulfito pot4sico 1.25 g/dl 

Acetato de cadmio 0.04 g/dl 

a-amino feno1 3.6 g/dl 

P-fUllino fenol 4.86 &"dl 

Cloruro de cetilpiridirtio Mayor a 0.015 g/U 
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- Es necesario poner de manifiesto que 18.s carac

t erfstioas serofermentativas se encuentras codifica

das por cromosomas, mientras que la capacidad de re

sistencia a diferentes productos y la produccidn de 

enterotoxinas se encuentra mediada por pl,emidoa. En 

el desarrollo de este trabajo se encontrd que la ca

pacidad de resistencia de las cepas con las que se 

trabajd se conservd durante todo el tiempo en el que 

se realizd el experimento; sin embargo, se puensa que 

un estudio complementario a este trabajo seria real! 

zar la conjugacidn bacteriana con el objeto de oba9L 

var qui variaciones tienen estas cGracter!sticae una 

vez realizada dicha conjugacidn. · 
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ANEXO 

Preparacidn de •edioss 

l.- Para conservaci6n de cepas: 

Ager~gar purificado y excento de inhibidores al ';$ 

Cloruro de Sodio O.~ 

Bacto peptona 2.°" 

2.-Para la caracterizacidnt 

Casamino .Acidos 

Extracto de Levadura 

CAYE 2 

Clol'lµ'o de Sodio 0.2~ 

E2HP04 0.875'(. 
Bacto Dextrosa. 0.2~ 

o.1$ ~e una solucidn de (0.5" MgSo4, o.5" de MnCl2 y 

O• 5" de PeC13) 
Ajustar a pH 8.5 con NaOH o HCl llf. 

La dextrosa se esteriliza por filtracidn y se adicio

na en condiciones de esterilidad. 

•edio Base para Besistotipos 

••dio para Antibidticoe #2 l~ m~s concentrado 

Bacto peptona o peptona de gelatina 

Bxtracto de Levadura 

6.6 g 

3.3 g 



Extracto de Carne 

Agar-Agar 
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1.65 g 

16.5 g 

Se disuelve en Trie O.lJI pH 7.6 

Preparacidn de Reactivos 

1.- Resistotipos: 

Pucsina Bdsica 

m-amino f enol 

p-oamino f enol 

Disolvente 

Alcohol 

Alcohol 

Alcohol 

Diluyente 

Agua 

Agua 

Agua 

P&ra preparar 'atoa reactivos primero se disuel

ven en una pequeila cantidad de alcohol Y' se completa 

c·on agua basta alcanzar la concentracidn deseada. 

2.- Sensibilidad frente a diferentes antimicrobianosr 

Disolvente Diluyente 

Ampicilina Buffer de Po!. Buf'fer d' •o.!. 

fatos pH 8 tatos pH 6 
e loremf enic ol Btsnol Agua 

lanamicina Buttcn" de Po!. Agua 

tatos pH 8 

Nitrofurazona R-tf.dimetil 

tormamida 

Ac. Nalidfxi,co NaOH lll Agua 

Bn este caso se utiliza como disolvente para cada 

uno de loe reactivos señalados loa mencionados en la 
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1egun4a columna y se completa con las soluciones seña

ladas en la tercera columna hasta alcanzar la concen

tracidn deseada. 
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