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INTRODUCCION.

Debido a la alta incidencia de padecimientos
gastrointestinales en nuestro pafs y en otras per—
tes del mundo, ha surgido la necesidad de incremenw
tar el estudio de las diferentes etiologfas que los
o;‘iginan.

las enfermedades diarreicas agudas ocupen los
primeros lugares como causa de muerte, principal -

mente en nifios,

Las bacterias responsables de la mayoria de
lag enfermedades diasrreicas agudas, en adultos y
en nifios menores de dos afios de edad, pueden ser
agrupadas dentro de dos rubross las invasivas que
penetran y dafian la mucosa del intestino y 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 parshemolyticus

¥y Campylobacter fetus.

Dentro de 1las bacterias productoras de ente-
rotoxinas tenemos &3 Vibrio cholerae, Clostridium
erfringens, Stephylococcus sureus ¥ Escherichia coli,



Escherichia coli enterotoxigénica ocupa los pri-
meros lugares como causa de morbilidad y mortalidad
en Néxica (8,39). Por tal razén, la identificacién de
este microorganiamo adquiere gran importancia; sin
embargo, los procedimientos empleados para su carac—
terizacifn no son accesibles a la mayorfa de los la—
boratorios de diagnéstico rutinario (19).

La serologfa es el método que mds se emplea para
tipificar diferentes cepas de E., coli, Los antigenos
de superficie 0, K y H utilizados para le caracteri=
zacién serolégica, dependen del cromosoma; por el con
trario, la capacided para elaborar enterotoxinas es-
td condicionada por la presencia de un pldsmido con-
jugative (Ent)}; sin embargo, se ha visto que la carac
teristica de producir enterotoxina no estd distribtuf-
da al azar y que ciertos serotipos estdn implicados
en la capacidad para aceptar el pldsmido Ent. No obse
tante, debido & que no todos los serotipos se hen i-—
dentificado plenamente, que varfan depehdiendo del
drea geogréfica y ademds, que el udo de este proce-
dimiento implica un 8lto costo, se dificulta la iden
tificacién de cepas enterotoxigénicas por los antige
nos de superficie; por tal rezén, ha surgido la nece~
sidad de introducir métodos adicionales accesibles
que faciliten su ceracterizacién (25,26,39).
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Desde tiempn atrés, se sugirié el empleo de prue
bas bioquimicas para identificar biotipos y, mds re-
cientemente, el uso de pruebas de resistencia frente a
diferentes productos quimicos o resistotipos, parea la
caracterizacién de cepas bacterianas (16,41).

El método de biotipificacién también se ha su -
gerido parae identificar cepas de E. coli enterota =
xigénicas basados en el hecho de que los serotipos
implicados en la produccién de enterotoxina, tienen
un patron fermentativo establecido, ademés de otras
caracterfsticas fisiolégicas, Estas observaciones sue=
glieren que sélo ciertos grupos serqfermentativos eg =
pecinles, son capaces de poseer el plésmido que cO =

difica para la produccién de enterotoxina,

De ser cierto lo antes mencionado, se consideréd
en esta investigacién que el empleo de los biotipos,
junto con otras pruebas como resistotipos y la sensgje
bilided a antimicrobianos, resultarfen de utilidad pa
ra la caracterizacifén de cepas de E. coli productoras
de enterotoxinas en laboretorios de diagnéstico ruti-
nario.



1.« GENERALIDADES
l.1l.~ Importancia de las diarreas,

Ias enfermedades diarreicas agudas, han encabe=
zedo las causas de muerte & través de largos perfo =
does de desarrollo del mundo,

Las diarreas no respetan razas, fronteras, ni e
dadesy son los pueblos pobres e insalubres sus prine
cipales victimas, y los nifios los méds afectados. El
costo de la atencién médica, la pérdida de vidas y su
influencia negativa en el avance y desarrollo de los
pueblos, es evidente. Las enfermedades diarreicas &=
grupeén une serie de vadecimientos de diversa fndole,
siendo la etiologfa infecciosa la mds importente por
su carécter contagioso.

La etiologfa de las enfermedades diarreicas es
muy diversa; la multiplicidad de agentes que inter-
vienen complican su estudio, al mismo tiempo que di=-
ficultan su prevencién. A pesar de los adelantos lo-
grados en el esclarecimiento de la etiologfa de las
gastroenteritis y adn con el empleo de las mejores
técnicas de diagnéstico, no se puede determinar el
agente etiolégico en todos los casos, aproximedamen=
te en un 25% se identifica 8 una bacteria patégena



conocida, entre el 25 y 50% se puede identificar &
un virus y en cerca de un 25 &8 50% la causa no se
1lega 8 conocer (23,39). '

Actualmente se sabe que ciertos microorganismos,
hasta hace poco considerados como flora mtestinhl
habitual, pueden causar diversos padecimientos diarrei
cos, (13) lo cual puede estar condicionado por lo si-
guiente: se sabe que el estémAago normal carece de mi-
croorganismos por la accién bactericida del fcido clor
hidrico y en el intestino delgado la cifra de microor
ganismos es muy baja en las primeras porciones, pero
asumenta & medida que se alcanza la ‘parte terminal del
{leon; en cambio, en el colon, la pboblacidn. pued.c lle
gar a una cifra cercana a 1019 bacteriss/g heces (37).
Lo anterior esté i'egulado por diversos factores, como
son: movimientos peristdlticos, secrecién glandular,
factores nutricionales (disponibilidad de nutrientes
pera la mltiplicacién bacteriana), cantided de anti
cuerpos en el lumen intestinal y factores ecolégicos
microbianos (competencia, antagonismo o simbiosis)
(31), Cuando se altera cualquiera de estos mecanismos
puede presenterse la colonizacién del i‘ntestino del-
gado con microorganismos entéricos, lo cual repercu=
te en diversos sindromes diarreicos y de mals absor—
cién,



mente sobre la lactosa; la mayorfa fermenta la salici-
na, no as{ el adonitol e inositol. Los aminodcidos 1i
sina, arginine y ornitina son descarboxilados por la
mayor{a d¢ las cepas (18),

En cuanto & sus caracterfsticas antigénicas, se
sébe que posee tres tipos de antfgenos 0, K y H,

El ant{geno O se encuentra localizado en la pa-
red celuler, conastituyendo parte del complejo lipapo
lisac4rido, es termoestable y el el primer antigeno
que se determina cuando se quiere fipif:l.‘cer una ce=
pe de Escherichis coli; este antigeno no puede dife~
renciarse del resto de la fraccién antigénica de la
endotoxina,

Se conocen 148 antfgenos 0 que van del Ol ql
0148 (18),

El ant{geno K o de envoltura, es termolfbil, de
naturaleza protefca, dificulte la aglutinacién con:
sueros espec{ficos anti 0, por encontrarse rodeando
a la célula, Se conocen 3 variedades de ekte antfgeno -
llepadas L, By A, Se hen identificado hasta la fecha
91 diferentes tipos de este antigeno que van del Kl ;1
k91 (31). ,
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El antfgeno H o flagelar es de naturaleza protef
ca, termoldbil y no estd presente en todas las cepas,
Se conocen 51 grupos de entfgenos H y van del Hl al
HSX (31).

le3e= Escherichia coli como agente causal de diarrets,

Los estudios realizados hasta la fecha, muestran
que las cepas de Escherichia coli que causan enfer -
medad en el hombre pueden dividirse en 3 gruposs

- Escherichia coli enteroinvasiva, que tiene la capa
cidad de invadir las células del epitelio intestinal y
producir un cuadro-semejante & la disenterfa bacilar
producida por Shigella., Presenta ant{genos sométicos
especfficos comunes con diferentes especies de Shigella,-
Para su determinacifn se usa la prueba de Serény, uti-
liizada para identificar Shigella; se pueden emplear mé
todos seroldgicos, pero éstos presenten limitaciones

para el diagnéstico, ya que no hay una relacién plena
entre el poder invasivo y el serotipo (34,38,39,48).

= Escherichia coli enteropatégena. Estoe microorganismos |
por lo general no poseen toxinas, ni son invaasivos; su
patogenicidad depende aparentemente, de otros factores |
do”virulenciu a¥n no bien establecidoe., Dentro de este



grupo se encuentren serotipos caracterfsticos que par-—
ticipan en el sfndrome conocido como diarrea epidémica
del recién nacido, La identificacién en el laboratorio
se hace por serologfa, recomendando efectuarse principal
mente en brotes de diarrea epidémica en cuneros, en don
de en ocasiones se observa una mortalidad elevads que
puede llegar hasta el 50% o mds (34,38,39).

- Eacherichia coli enterotoxigénica. Son cepas de
Bscherichia coli que elaboran dos tipos de enteroto-
xinsss une termoldbil (IT) y otra termoestable (ST),
las cuales pueden presentarse en forma simultdnea o
por separado, Estas toxinas son capaces de producir
dierrea sctivando la adenilato ciclasa o la guanila-
%o ciclasa, dependiendo de la toxina involucrada,.—
Los métodos de laboratorio de que se dispone, no estén
al alcance del laboratorio ordinaric, En los de inves=
tigacién o centros especializados, se utilizan tres
tipos de pruebas, basados en la accidén in vivo de las
toxinas I y ST en diversos modelos animales, en la
actividad in vitro de la toxing IT, en cultivos de
tejidos, asf como en la capacidad antigénica de dicha
toxina (6,48).

De los tres grupos mencionados, Escherichia coli
enterotoxigénica es 18 que se presente. con mayor fre=
cuencia en nuestro pafs, causando grandes problemas
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de morbilided y mortalidad, lo cual hace necesario in
crementar los estudiop sobre este microorganismo con
el fin de encontrar métodos factibles & cualguier la-
boratorio, que ayuden 8 solucionar este problema,

l.4.,~ Bscherichia coli enterotoxigénica, (Antecedentes)

‘Al descubrimiento de este microorgenismo (1886)
piguié una etapa durante la cual se realizeron minu -
ciosas investigaciones, encaminadas & probar la rela~
cién del colibacilo con las diarreas infantiles, Los
traba jos de la escuela francesa sobre ¢l tema son no=-
tables; cabe destacar los de Lesage (1897) y Nobecourt
(1899), quienes sostenfan el papel patégeno de Escherichia
coli en este tipo de padecimientos, Hacia 1910 dicha su

" posicidn quedd olvidedas durante los 30 a2 35 afios si -
guientes, s8lo en forma esporidice se intenté demostrar
su participacién en las enteritis (43), como sucedié
en 1923 en que hubo fundados indicios de sus relacio-
nes con caabe de diarrea infecciosa,

En 1945, Bray demostré la asociacién de un tipo
serolégico especifico de Escherichia coli con un bro-
te de diarrea (Bacterium coli napolitanum). En 1946,
en el Hospital Infantil de la Ciudaed de México, Varee
la, Aguirre y Carrillo aislaron del cadiver de un lace
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tante de 2 meses de edad, una cepa de Escherichia coli
que fue causante de la gastroenteritis y muerte de e~
se nifio; diche cepa posefa un antfgeno somdtico que
cruzeba con el antfgeno "0® de Salmonelle adelaide,
déndole el nombre de E. coli Gomez (9).

De 1945 & 1951, diversos investigadores, particu=
larmente en Inglaterra, aislaron algunas cepas de
Escherichia coli de casos de diarreas infantiles, En
1951, Kauffman y Dupont recogieron estos cultivos u-
tilizando el esquema serolégico propuesto por el pri-
mero en 1947, y demostraron que las cepas coi'respun-
dfan & 2 tipos espec{ficoss E. coli 0111sB4 y E. coli
055:B5; sin embargo, los mecanismos de patogenicidad
estaban pobremente entendidos en parte, debido a la
incapacidad para reproducir la enfermedad humena en
animales de experimentacion (43).

En 1952, Olarte y Varela observaron que la cepa
‘de E. coli Gémez, y la bacteria zislade por Bray (Bag
terium coli napolitanum), as{ como la cepa Bacterium
tipo Giles y Songster y E. coli serotipo O111tB4 de
Keuffmen y Dupont, estaban relacionadas con brotes e
pidémicos de diarream en lactantes (22,39). A partir de
este descubrimiento se identificaron serotipos res -
ponsables de producir diarrea tanto en recién nacidos
como en niflos y adultos; Neter y col. designaron 2 es=-

tas cepas de Escherichia coli causantes de diarrea, co
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mo enteropatogénices (EEC), pera diferenciarlasg de
las cepas relacionadas con infecciones extraintestina
les (14).

Thompson en 1955 fue; al parecer, el primero en
reconocCer semejanzas entre Vibrio cholerae y Escherichia
coli ya que eran capaces de elaborar enterotoxinas; i-
nicialmente éstas se sislaron de enimsles muy jévenes
con diarrea severa, Un afio mds tarde, en Calcuta, se
hicieron estudios en pacientes &dultos con cuadros
diarreicos seme jantes a ios producidos por Vibrio
choleréae y en quienes. se aislé Escherichia coli prin-
cipalmente; las observaciones realizadas previamente en
animeles hicieron pensar que estas bacterias aisladas
en Calcuta podrien ser les reéponsables de esos casos de
diarrea (7). '

Con el empleo de les técnicas ﬁtilizadas para la
demostracién de enterotoxinas elaboradas por Vibrio
cholerae, se pudo probar que las cepas de E. coli ais
ladas de esos pacienfes también eran capaces de sinte
tizar enterotoxinas (6).

En estudios posterioree se mostré que Escherichia
coli requiere, ademds de su capacidad para producir
toxinas, propiedades accesorias de virulencia, como
es su capacidad de adhesién & la micosa intestinal,
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la cual es mediada por antfgenos espec{ficos localiza~
dos eobre la superficie celular y denominados factores
de colonizacién, Algunos de éstos han mido carecteri-
zados con detalle, como sont el K88 y 987P en cepas
p&rcinas; K99 en bovinos y cepas ovinas y CFA/I y CPA/II
identificados en cepas enterotoxigénicas de humanos.

En 1980 Levine demostrd, que cep2s en las que su
papel patégeno se habfa demostrado por inoculaciones
experimentales en voluntarios humsnos, carecf{an de CPA/I
¥y CPA/II; en estas cepas pueden estar implicados otros
factores de colonizacién como promotores de la adheren=
cia y colonizacién a 1la mucosa del intestino delgado.—
Esto ha sido apoyado por estudios realizedos en Bangla
desh, en los que se sugiere 1la existencia de otro posi
ble factor de colonizacién al que denominaron fimbria
(3,43,51). o

1e5¢~ Toxinas producides por E. coli.

Diversos estudios realizados en el 4rea veteri=
naria y en la investigacién del célers, condujeron al
descubrimiento de 2 tipos de enterotoxinas que pueden
ser diferenciadas por su capacidad de resistencia al
calor; estas toxinas han sido denominadas toxina ter
moestable (ST) y toxina termoldbil (IT) (6,32).
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la capacided para elaborar ambos 't'ipoa de entero=
toxinas redica en la presencia de material genético
extracromosésmico (pldsmido), el cual es relativamente
fdcil de transferir a cepas con caracteristicas parti-
" culares que actuén como receptoras (6,22,34,50).

1.5¢1l4= Toxina Termoldbil (IT).

Es una exotoxina, aunque gran parte de ella ge
encuentra en el espacio periplésmico de la bacteriaj
es de naturaliza protefca con un contenido muy pobre
en 1fpidos y cérbohidratos, es termoldbil, se des =
' tmyé generalmente & 60-°c durante 30 minutos; tiene
un peso molecular aproximedo de 95,0004 aunque se
pueden considerar valores diferentes depenfiiendo de
los métodos utilizados en su obtencidén (6,49).

Se ha visto que loe cultivos con agitacién y en
‘un amplio volumen, favorecen su produccién (6); ademés,
los medios deben contener diversos aminodcidos y un me
dio basal de sales y glucosa. Entre estos encontramos
el medio de Soya Tripticase, CAA y CAYE 2, siendo este
dltimo con el gque se obtienen mejores resultados (35).

Le toxina termoldbil de Escherichia coli es si -
milar en muchos aspectos 8 la toxina producida por

Yibrio cholerae; de entre éstos se pueden sefielar su
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mecanismo de accién in vivo, las condiciones de cultivo
requeridas para la produccién in vitra, le labilidad
al calor, que no son dializables, que se precipitan con
sulfato de amonio y tienen capacidad antigénica (7,28,
34,38,39).

La toxinz IT de Escherichia coli se encuentra
formada por 2 subunidadest una subunidad A con pesa
molecular entre 25,000 & 30,000 daltons y una subuni-
dad B con peso aproximado de 11,780 daltons, La subuni
dad A estd constitufda a su vez por dos unidades de —
nominadas Al y Az con peso aproximado de 23,000 y
5,000 daltons respectivamente y unidas entre sf me -
diante un puente disulfuro, La subunidad B, llamada
también coligenoide, estd formada por 5 unidades mono
méricas con tendencia & la polimerizacién, agregadas en
forma de snillo, que es la ¥nica forma geométrica esta~
ble de agregacién, Existen 2 formas de la subunidad B
determinadas por electroforesis en geles de poliacrila
mida con dodecil sulfato de sodio: una de corrimiento
rdpido denominada R y otra de corrimiento lento llamada
C. la forma R se convierte en la forma C por incubacién
en galactosa, entre 30° y 5o°c. Se considera que la sub
unidad X estd unida e insertade parcialmente en el anie
110 B por la porcién 52 (21,43,45).
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El mecanismo de accifn que se ha sugerido pera
esta enterotoxina, se relaciona con su capacidad de eg
timular la adenilato ciclasa en células grasas y en
células del epitelio de la mucosa del intestino del -
gado, ocasionando un incremento en la concentracién
de adenosin 3'5' mono fosfato cfclico (AMPe), el cual
estimila la salida de lfquidos y ademds tien un efec~
to inmediato sobre el transporte de electrolitos,

Para que la toxina If de E. coli ejerza su accién,
se presentan los siguientes eventost

En primer lugar se requiere de un receptor sobre
la superficie de las células intestinales, el cual se
sabe es el ganglibsido Gml (galactosil N-acetil galac—
tosaminil-siclosil-galactosil—glucosil=ceramido), el
que pertenece & los ganglifeidos formados por comple—
jos glucolipfdicos que se encuentran en la membrana
plasmitica de las células; la subunidad B se une ré-
plda e irreversiblemente a este receptor. El siguiente
paso es un perfodo de unién celular de 15 a 30 min de-
pendiendo de la temperatura; en este lapso ocurren cam
bios conformacionales, que dan como resultado la expo-
sicién de regiones hidrofébicas ocultas de la subuni-
dad, las que son capaces de unirse a protefnas hidro-
fébicas o componentes lipfdicos de la membrana plas-
mética; por este mecanismo se logra, ya spea la for -
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macién de un canal hidrofébico a travée de le membra-
na, por el cual puede pasar la subunidad A, o bien
une interaccién hidrofébica que facilita la entrada
hasta la membrana interna, En cualquiera de los casos
k) se libera de A, por una reduccién intracelular con
glutatién; una vez que ha ocurrido esto se estimula la
adenileto ciclasa por un mecanismo dependiente de ni-
cotinamin—adenin-dinucledtido (NAD)., El resultado es
el incremento de AMPc, responsable de una prolongada
gsecrecién de flufdo isoténico, disminucién en la ebsor
cifén de sodio y cambio en el {ransporte neto de cloro
(8,17,34,38).

1.5.2.,~ Toxina Termoestable (ST),

, La toxina termoestable de Egcherichia coli no
muestra similitud en estructura, especificidad celu=
. lar o modo de accién con la toxina termolébil (8,24,30).

Se dezscribe como una molécula de bajo peso molecu
lar que se encuentra en un rango de 1,800 a 5,100 daltons,
de constitucidn lipoprotefca, termoestable, que soporta
temperaturas hasta de 100% durante 15 min; poco antigé-
nica, la agitacién vigorosa y la aereacién favorecen su
eumento en el medio de cultivo (2,6).

Para su obtencién se recomiendan medios que confa
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tengan amino4cidos tales como: prolina, serina, 4ci-
do aspértico y alenina, as{ como vitaminas, £cido olef
co y dcido léctico; por otro lsdo, se observa un efec-
to represor con glucosa, gluconato y piruvato (2).

Tanto su estructura como su modo de accidén no son
bien conocidos (1,2,45).

Actda en forma diferente & la toxina IT, ya que
por ser una molécula mucho més pequefia, no se une al
gangliésido GM . Estimila la guanilato ciclasa, au -
mentando la concentracién de guanosin 3*5' mono fos~
fato cfclico (GMPc); este incremento produce un e -
fecto inmediato sobre el transporte de electrolitos
en el intestino, El contenido de electrolitos del
flufdo producido por el intestino delgado es, no
obstante, idéntico al que se observa en la respueste
e la enterotoxina termolédbil o a la enterotoxina del -
célera (8,44,46),

1,6,= Identificacién de cepas enterotoxigénicas.

En el cuedro de la aiguiente hoja se muestran
los métodos utilizados para la deteccién de las ente-
rotoxinas producidas por Escherichia coli,
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Prueba
Modelos animaless

Apas ligadas de conejo (fleon)
Conejo recién nacido (intragdstrica)
Via intradérmica en conejo

Ratén recién nacido (intragdstrica)
Perfusién in vivoe en rata (yeyuno)

Cultivo de Tejidoss

Y=l (Tumores adrensales en ratén)
CHO (Ovario de hamster chino})
VERO (Rifién mono verde africano
Serodiagndsticos

RIX (Radiommno anélisis)

ELISA (Inmunoabsorcién enzimética)

(34,39,40,42)

La meyorfa de las prusbas mencionades requieren

+(18 hrs)
-
+

de manipulaciones y material muy complejo, ademds

de que la mayorfa de los laboratorioa no cuentan con

‘lams condiciones adecuadas para llevarlas a cabo,

La prueba de asa ligada de conejo es le gue me=
nos manipulaciones especiales requiere, de modo que

es la més empleada en aquellos laboratorios en los

que las otras pruebas no son factibles. Este prueba

%6 hrs)
+

+
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coneiste en observar los efectos ocasionados pdr

las enterotoxinas en segmentos ligados del intestino
delgado del conejo y otros animales, Eatcs segmentos
se dilatan por el efecto de la toxina al estimular la
adenilato ciclasa. Para que la prusba resulte confife
ble, es necesario inclufr un control positivo que con
giste en un filtrado bacteriano de una cepa producto=
ra de toxina y un control negativo constitufdo por
medio de cultivo o filtrado de un cultivo no produc
tor de toxina, Log resultados Sptimoes de esta deter
minacién se observan a las 18 horas cuando se trata
de toxina IT y a las 6 horas cuando se requiere iden
tificar cepas productoras de toxina TE,

1.7.= Biotipos.

En virtud de los problemas que se tienen en la'
identificacién de cepas de E. coli productoras de
enterotoxinas, tanto por el costo, como por la di -
ficultad de las técnicas, se plantea la necesidad de
buscar métodos de laboratorio que cubran este propb-
sito. ‘

Los estudios realizados por Davis en 1977 con
cepas de Escherichia coli aisladas de tracto urinario,

mostraron que con el uso de pruebas bioquimicas es =
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teandarizadas (fermentacion de carbohidratos y descar

boxilacién de aminodcidos), es posible dar un perfil

bioquimico de cada cepa o0, mejor dicho, lo que se co-
noce como un biotipo (10),

Las investigaciones realizedas por Pamela B.
Crichton and D.,C. 0ld en 1979, reafirman lo sefiala
.do por Davis, al obtener resultados gue fueron re-—
producibles y altamente discriminativos con cepas de
Escherichia coli aisladas por ellos. Estos autores su
gleren que las pruebas de descarboxilacién de la L=
ornitina, I-sorbosa, D-rafinosa y sacarosa resultaron
altanente discriminativas (10).

En este mismo afio, Meréon y c¢ol,, encontraron u-
na relacién entre las caracter{sticas fenot{picas de
E. coli y los serogrupos productores de enterotoxi=
_nas,vobaervando serobiotipos comunes en cepas que pro
ducfan ambos tipos de Qnterotoxinas (33),.

En el afio de 1980, D. C. 01d y col. evaluaron la
técnica de tipificacién utilizeda por Chrichton y 01d
(1979); estos autores encontreron 43 diferentes bio—
tipos entre 156 cultivosy el estudio fue altamente
reproducible, y mostré que puede ser empleado en la=
boratorios en los que la serotipificacidn no es fd -
cil de realizer (41).
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En este mismo affo, D. Reis y col, realizaron un
estudio con cepas obtenidae en Brasil, encontrando
al igual que Merson et al (1979), una relscién entre
los serotipos y los perfiles de fermentacién de sus
cepas (27). |

Este método ha sido realizado en cepas entero=—
toxigénicas, s6lo como parte complementaria de la
caracterizacién por serotipos. Sin embargo, por la re
lacién existente entre biotipos y serotipos, actualmen
te 1la biotipificacién adquiere gran relevancia, como
un método prometedor en la identificacién de cepas en
terotoxigénicas,

las pruebas mencionadas consisten en observar
los cambios ocurridos en un medio de cultivo debido
& la actividad metabdlica del microorganismo.

1l.8.=Resistotipos.

En general la tipificacién plena de especies
bacterianas se encuentra restringida al uso de la se
rologfa, la fagotipia o, en algunos casos, a la suscep
tibilidad a la colicina, Hasta el momento, un recurso
poco estudiado es el relacionado al efecto diferen=
cial que ejercen algunos compuestos qufmicos (orgéni
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cos e inofgénicos) sobre cepas de especies bacterin-

nas y que se conoce con el nombre de resistotipia.

El principio de este procedimiento consiste en
la diferenciacién de cepas bacterismas, por el gra=
do de resistencia o susceptibilidad a la accién de
diferentes substancias quimicas,

Este método lo describieron Elek y Higney en
1970, Aplicado en cepas de E. coli, causantes de en
fermedades de tracto urinario, 4i6 resultados que
concordaron con los serotipos encontirados. Un proce
dimiento similar se empled con Shigella soneii y los:
resultados obtenidos correspondieron con la tipifi-
cacién por colicina y con la epidemiologfa (15,16),

En 1974, el método de resistotipificacién lo em
learon Elek y Moryson para diferenciar cepas de
Staphylococcus aureus obtenidas de diferentes hos -
pj.l.tales. En este estudio encontraron una alta varia-—
bilidad en las caracter{sticas genéticas, dificul=
téndose la tipificaciéng sin embargo, también obser-
varon algunos resistotipos caracteristicos que daban
resultados paralelos con datos obtenidos por le tipi
ficacién con fagos. Esta investigacién confirmb que
la rosiatotkipﬁficaeﬁn se puede emplear como un mé-
todo de uso epidemiolégico, aplicable a la diferencia
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»

cién de una extensa variedad de especies bacterianas.,

Bn 1980, 014 y Chrichton observaron esquemas de
resistotipificacién altamente selectivos en 156 cepas
de E. coli causantes de enfermedades del tracto uriw
nario. Dichos autdres demostraron la estabilidad de
las caracter{sticas resistotfpicas, al realizar re-—
petidamente el estudio a diferentes intervalos y ob
tener resultados altamente reproducibles (41).,

Este procedimiento fue utilizado también por
estos utores con cepas de Escherichia coli, de dife
rentes flufdos del cuerpo y observeron resultados al-
tamente satisfactorios al estudiar resistotipos,.
encontrando que existe una relacidén entre &stos y el
uso de biotipos, Un hecho importante de esta investi A
gacifn consietif en que, 2l presentarse cambios en
los biotipos, ocurrfan cambios en los resistotipos (9).

Los estudios realizados hasta la fecha, muestran
que el principio es v4lido y puede, probablemente, ser
extendido a cualquier microorganismo y usarse con pro
pésitos epidemiolégicos, El métedo es simple y pro —
porciona un sistema dtil para la tipificacién de bac—
terias, cuando éste no puede reslizarse satisfactorig
mente por los métodos existentes (16).
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1.9.~ Sensibilidad frente a diferentes antimicrobiae
nos,

Debido a que se sabe que existen grandes varie-
ciones en cuanto 2 la susceptibilided a diferentes an-
timicrobianos dentro de una misme especie, en muchas
~ocasiones se hn intentado diferenciar cepas por este
método con fines epidemioclégicos; sin embargo, tales
caracterfsticas no pueden emplesrse como una bame de
tipificacién, ya que estos compuestos on ampliamente u
tilizados con fines terapéuticos, lo cual induce a la
seleccién de mutantes resistentes y los resultados no
son reproducibles,

No obstante todo lo antes mencionado, akunos in
vestigadores afirman que cuando este método se utili
z& en conjunto, con biotipos ¥ resistotipos, puede
ayudar a una completa tipificacién de cepas (9,41).
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2.= TRABAJO EXPERIMENTAL
2¢le= Naterial
2elel,= Material de uso comdints

Asa bacteriolégica

Mechera de Bunsen.

Forta objetos

Caja Petri

Tubos de ensaye (12x75, 132100, 16x%L50 mm)
Tubos de ensaye con tapén de rosca de 16x150mm
Tubos para centrffuga de 50 ml.
létracea Erlenmeyer de ‘250 y 500 ml.
Pipetas graduades de 1 y 5 mi,
P.‘..petas- Pasteur

Jeringas de 1,3,20 nl,

Tabla de sujecifén para conejo.

Hisopos

2ele2+e~ Bquipa

Misroscopio
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" Placa agitadors
Centr{fuga
Balanza anal{tica
Equipo Millipore

Equipo para cirugfa

2¢1.3.~ Material Biolégico

2edie3elo~ cepaﬂt

Se estudisron 175 cepas de E. colii aisladas
de coprocultivos.

'2'.'1.3.2.- Cepa de E. coli productora de enterotoxinas
15K proporcionada por el Departamento de Eco-
logfa Humana, Laboratorio de Becteriologfa.
Pacultad de Medicina, UNAM,

241¢30de= Animaless

: )
Se emplearon conejos machos Nueva Zelanda blan

cos de 2,5 a 3,0 Kg. proporcionados por el Biotero de
la Pacultad de Nedicina, UNAN,

2¢ledo~ Medios de cultivo

2¢1s4.1l.= Para aislamientoz



Agar eosina-azul de Metileno-lactosa-Sacarosa (Merck)
2’&1ov4§20- Para 1d0ntif1¢3016n

Agar citrato Seg. Simmons (Merck)
Agar Hierro Kligler (Merck)
Agar Hierro Tres Azdcares  (Merck)

SINX

2+le443e= Para conservacién de cepas

Medio para conservacién de cepas

2eledede= Para produccién de enterotoxina

Caseinpepton=-80 jamehlpepton=-Bouillon (Mexrck)
(30)

Medio CAYE 2 (35)
2.1.4.5.= Para ceracterizacidn de céﬁas
Biotiposs

Base de Rojo de Fenol (Bioxon)
Caldo Nutritivo (Merck)
Bacto Descarboxilasa Base Moeller deshidrate~

- da (Difco)
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Resistotiposs
Caldo BHI (Merck)

Medio base para resistotipos

 Sensibilidad frente a diferentes antimicrobianocss
Caldo Nutritivo (merck)

Nedio Bame Agar Mueller Hinton (Merck) (29,41)

2¢1.5.~ React ivoh :

2¢le5.1.~ Para antestesia del conejo

Pentotal sédico 3 mgfKg.

Z2ele5,2.~ Para aislamientos

Colorantes de Gran

24145434~ Para Biotipos:

Naltosa (Merck)
Dulcitol (Merck)
Adonitol (Merck)
Celobiosa © (Merck)
«(~1-Raminosa (Sigma)

Sacarosa (Merck)



D-Sorbitol
Trealosa
Salicina
D=Xilosa

D (+)-Rafinosa, 5H20

I.actoea-}lzo
L (+)-Arabinosa
Ornitina HC1l
Lisina HCl

. ImArginina HCI

2;1.5.4.-_ Pare resistotipos

| (Difca)

(Merck)
(Difco)
(Pifco)

(C.P. National Biochemi
cals Corp.)

(Merck)
(Merck)
(Merck)
(Takeda)

(ICN Pharmaceuticals Inc,
Life Science Group Plaiview
N. Y,)

Solucién Salina Isoténica

Tris (hidroximetil eminometana) (Merck}

Pucsina bésica (Sigma) 0.0014% o,oomsﬁ 0.0196%

Verde de melaguita (Merck) 0,003 % 0.0375 € 0.,0042%

Nitrato de plomo 1,62

(Hoffmann-Broworth, S.4.)

$ 2025 ¢ 29 % -
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Arsenato de sodio (Baker) 0,75

Acido bérico (Técnica
Quimica S/P) 3.0

Sulfato de cobre (Baker) 0,07

m=bisulfito potdsico
(Baker) 1.0

Acetato de cadmio (Baker) 0.4

n-Amino fenol (Eastman
Organic Chemicals) 3.6

p-anino fenol (Eastman
Organic Chemicals) Je6

Cloruro de cetilpiridinic
(Cepacol, Merrel) -

%

$
<

0,9375 % 1,01 %

3.7 % 4.05
0.87% % 0,07 ¥

1.25 % L3
0.5 % 0.4

4.5 % 381 %
4,5 ¢ 4,8 %

0.0125% 0,015 %

2,1.5.5.~ Para séns;lbilidad frente a diferentes entimi=- -

crobianoss
Ampiciline (Bristol)
Cloramfenicol (Parke Davis)
Kanamicina (Bristol)
Acido Nalidfxico (Sidney Rous)
istreptomiciu (Lakeside)

Tetraciclina (Sigma)

25 }(g/inl
25 fe/ml
25 Ae/nl
50 }(g/ml
100 /(g/ml
25 Ae/ml
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2,2.,~ Nétodos
242010~ Aislamiento e Identificaciéng

Se estudiaron 70 coprocultivos, obtenidos
de la Clfnica 32 del IMSS y de un laboratorio priva-
do, de los cuales se tomaron sélo colonias caracterfs
ticas de E. coli, resembrdndolas por estrfa de aisla=-
miento en medio de EMB, se incubaron a 37°c durante 24
horas.

Una vez obtenido el desarrollo, se realizé tin—
cién de Gram y algunas pruebas bioquimices (Kligler,
SIM, Citrato de Simmons) & colonias aisladas, con el
objeto de identificar E. coli.

242.2,= Conservacién de cepas.

les cepas identificadas como E. ¢oli se sembra
‘ron en medio de conservacién (Ver ANEXO)V por estria de
superfice, a2 partir del tubo de Kligler, Se incubaron
a 370() 24 horas y se mantuvieron en refrigerecién a
4% durante el tiempo del estudio.

2¢2¢3e= Prueba de asa ligada en fleon de conejo.

Para la produccién de toxina por cepas de E. coli
se preparan matraces de 250 o 500 ml conteniendo 25 y
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50 ml del medio de CAYE 2 o Tripticase Soya respecti-
vamente; a2l miemo tiempo se preparan tubos de 16x150
mm con 5 ml del medio que se haya elegido enteriormen
te. Se esteriliza a 120°C, 15 min,

Las cepas a probar se resiembran a partir del me
dio de conservacién en EMB, se incuban & 37°C 24 hrs.;
se toma una agada del desarrollo obtenido y se siem-
bra en los tubos con 5 ml del medio CAYE 2 o Tripti-
cage Soya, se incuban a 37°c, 24 horags 6 durante 3
horas con agitacién, de estos tubos se toman 0.5 a
1 ml con pipete estéril y se transfieren & los matra
ces que contienen 25 y 50 ml del medio.

Los matraces se colocan en una placa egitadora o
en un bafio con agitacién a 37% ¥y 400 rpm durante 18
horas,

El contenido de los matraces se vierte a tubos
de centrifuge de 50 ml y se centrifugan a 4,500 rpm
a 4% durant§ 45 minutos, el sobrensdante se filtra
utilizando equipo Millipore en copdiciones de esteri
1lidad, recibiéndolo en tubos estériles. A partir del
filtrado libre de bacterias se lleva 8 jeringas un
~voldmen de 2 ml, ' |

Se prepara un control positivo y uno negativo, El
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positivo se trabaja igual que las cepas a probar; .
el control negativo lo constituye medio de cultivo
est Cri lvo

Una vez hecho lo anterior, se procede a remlizar
la cirugfa, para lo cual se siguen los siguientes pa=-
808,

Se coloca al conejo de la cepa Nueva Zelanda, (el
cusl se mantuvo sin alimento por lo menos 24 horas an=
tes de realizar la prueba) sobre la tabla de sujecidén
en posicién dorso ventral, aujefando primero la extre
midad posterior izquierda, continuar con la anterior de
recha, seguir con la extremidad posterior derecha y fi
nalmente la extremidad anterior izquierda., Se le hace
inhalar &ter durante 30 a 45 seg. Se realiza la trico
tomfa en la regién ventral, se anestesia al animal con
pentotal sédico (3 mg/Kg) de la siguiente maneras Se
baje una de sus orejas. y se deaihfecta*el érea de la.
vena marginal en direccidn al crecimiento del pelo, se
maentiene presionada la vena con el dedo medio e fndice
7 me tensa la oreja con el pulgar y el enuler, levan =
" ¢tando ligeramente el anular, se introduce lz esguja en
un ingulo de 45° con respecto a la‘vena. ge fija la &=
‘guja con los dedos y se introduce lentamente el inécu=
1o, Se coloca la torunda sobre le aguja antes de re -
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tirarla (tener cuidado de mno llegar al cuarto plano
de le anestesia, ya que el animel puede morir) (47)

Una vez anestesiado el animal se desinfecta la
regién ventral con Alkil dimetil bencil amonjo (zol-
vacsol), se precede & realizar la cirugfia utilizando
el material quirdrgico necesario, ‘el cual ha sido pre
viamente esterilizaedo.

Se hace una insicién en la lfnea media de la re-
gién ventral de mproximadamente 7 cm con bisturf{ pro-
visto de hoja No. 22, incidiendo primero piel, ense =
guida tejido 'conjuntivo y una vez expuesta la capa
muscular se corta ésta con tijeras para dejar expues
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 vflvula ileocecal y 7 ¢m por arriba de és—
ta se practica una ligadura, a partir de ahf se ligan
segmentos alternados de 10 y 3 cm aproximadamente con
hilo de seda 00,

En cada conejo se hacen de 10 a 12 segmentos de
10 em y cada una de estas porciones largas se inocula
con el filtrado contenido en las jeringas previamente
preparades.
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Uné ver terminado. el trabajo se procede a intro-
dueir el intestino delgado, se sutura con hilo cate
gut 00 cerrando el plano muscular con surjete conti-
nuo, después se procede a suturar piel com hilo de
seda 00, uniendo piel y tejido conjuntivo simulténea-
mente con puntos separados.

Se desata 8l animal y se mantiene sin slimento
de 18 a 24 horas al cabo de las cuales se sacrifica
con aspiracién de cloroformo.

Se coloca nuevamente en la tabla de sujecién,
ge abre y se exa;nina el intestino delgado tomando cpo
o asas positivas aquéllas en las que el acdmulo de
1fquido tiene un voldmen de entre 0.5 y 1 cc toman-
do en cuenta también, que el control positivo y ne~
gativo dieron el resultado esperado.

Las cepas que resulten positivas se marcan y guar
dan en el tubo de conservacién a 4°C, se les realize
nuevamente la prueba y si ésta es positiva se guardan
para estudios posteriores y las que resultan negativas
en ésta segunda prueba pero que en la primera ocasién
fueron positivas se separan y se siguen conservando,

Las cepas que resulten negativas desde la prime-—
ra prueba se desechan, conservando sélo algunas de
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ellas para los estudios comparativos posteriores.

2.2.4,= Biotipos

Se prepara caldo con base de rojo de fenol adi-
cionada con el 0.5 del carbohidrato correspondiente y
Base de Noeller adicionada con 1.0% del aminofcido res
pectivo,

Se colocan 3 ml de cada uno de ellos en tubos de
12 x 75 mm y se esterilizan a 10 1b durante 15 minutos.

Preparacién del indculo. Se siembran a partir del
medio de conservacifén tubos que contienen 3 ml de cq;
do nutritivo estéril y se incuban 24 horas a 3790; con
este cultivo se inoculen los 13 cerbohidratos y 3 ami
nodcidos empleados con plipeta Pasteur (2 & 3 gotes),
se incudban a 37°c ¥y se leen a las 3, 6,‘24, 48, 72
 horas para carbohidratos y para el caso de aminodci-
dos hasta las 120 horas,

"2,2.5.= Resistotipos
Se prepara el siguiente materialt

‘Tubos con 27 ml del medio base para resisto—
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tipos (Medio para antibiéticos # 2 104 mds concentra=
do).

Bquipo Millipore |

Tubos con 1 ml de BHI
Tubos con 9 ml de §s1
Hisopos estériles
Esterilizer & 15 1b 15 min.

Tubos con las diferentes sustancias & la concen=-
tracién deseada. Se esterilizan las soluciones-por fil
tracifn en Millipore.

Una vez que se'tieng lo anterior se colocan 3 ml
de cada' sustancia en _ca;)ae de Petri y se adicionan
los tubos que contienen los 27 ml del medio base, se

agita con movimienios rotatorios y suaves y se deja
| solidificar en una superficie plana., Cada una de las
cajas tiene capacidad ’para 8 cepas;

BEn los tubos que contienen 1 ml dé BHI se inocu=
la una &pada de les cepas a probar tomada del medio
de conservacién y se incuban 18 horas exactamente,

" se les agrega 9 ml de SSI estéril y se mantienen en
refr;gerécian pientras que no se inoculen, (m esta
dilucién se obtiene un buen desarrollo confluente. .
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Se procede a sembrar las cajae introduciendo un
hisopo a los tubos que contienen el microorgenismo a
prueba y con éste sembrar una estrfa recta en cada u-

na de les cajas con las diferentes sustancias.

Se incuban 24 horas a 37°0 y 86 observan resule
tados (Inhibicién del desarrollo o crecimiento normal
de la bacteria).

242464~ Sensibilided frente a diferentes antimicrobia
nos.

Se preparsn matraces con Base de Mueller Hine
ton y tubos con 1 ml de caldo nutritiva, hisopos y
equipo Millipore. Se esteriliza a 15 1b 15 min,

Se préparan diluciones de los diferentes antimi-
“erobianos y se filtran en Equipo Nillipore, se adicio-—
ne la cantidad necesaria de cada uno de ellos a la base
de Mueller Hinton (la cual debe estar a 45° aprox.) se
gin la concentracién 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 preparé un cultivo bacterio-
1l6gico de 18 horas utilizando el mililitro de calda

nutritivo y haciendo diluciones hasta una densidad e-



ax
quivalente a 1la del tubo de 0.5% en la escala de Nco
Parland,

Bl procedimiento de sembrar y leer resultados es
el mimsmo-que-pare resistotipos.
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o= RESULTADOS:

Se estudiaron 175 cepas de B. coli, las cuales pe
probaron por el método de asa ligeda en comejo, logrdn
dose la identificacidén de 24 cepas enterotoxigénicas;
de ellas s6lo 13 dieron mfs de una vez positive la prue
ba (2 de &stas se obtuvieron al final del estudio, por
1o que no fue posible trabajarlas en conjunto con las
primeras cepas). Se laboré, por lo tanto, sélo con 11
cepas,

Ias cepas enteroctoxigénicas se trabajarcn en con
junto con lee no enterotoxigénicas eisladas en este
trabajo, para poder efectuar un estudio comparstivo y
ver si existen diferencias entre ellas. '

Para las pruebas metabélicas se usaron 13 carboe
hidratos y 3 aminodcides . Se observaron resultados re-
petitivos cuando el experimento se realizé a diferentes
intervalos, Esto se muestra en las Tablas I y 1I1.

Anglizando los resultados se pudo ver que ciertas
cepus presentan patrones de fermentacién similares, lo
cual nos permitié agruparlas en 6 y 7 biotipos para las
cepas enterotoxigénicas y no enterotoxigénicas respec~
tivamente. Estos resultados se muestran en lae Tablas
IIT y IV, |
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Bn las pruebas de resistencia se trabajé con 4
productos quimicos inorgdnicos y 7 orgénicos a tres
diferentes concentraciones (con el fin de observar
la méxima diferencia entre cepas toxigénices y no to
xigénicas). Los resultados se muestran en las tablas
¥, VI, IX, X, XIII y XIV y al igual que para biotipos
se pudieron agrupar en 5, 4 y 6 diferentes patrones
para las cepas productoras de enterotoxina y 4, 4y 5
resistotipos para las cepas no enterotoxigénicas, para
lae 3 concentraciones estudiadas, Esto se observa en
las Tablas VII, VIII, XX, 11T, XV y XVI.

En el caso de las pruebas de sensidbilidad a 4di.-
ferentes antimicrobiancs se trabajé con 8 productos
diferentes, En este estudio se observaron 5 marcadoe
res de resistencia para las cepas enterotoxigénicas
¥ 4 para las no enterotoxigénicas.



TABLA I |
PRUEBAS PARA CARBOHIDRATOS Y ANINOAGIDOS BN CEPAS ENTEROTOXIGENICAS

DE Escherichia coli
CERA PERMENTACION DE¢ DESCARBOXILACION DE:
= ADO ARA DUL IAC MAL RAF RAM SAC SAL SOR TRE XIL CEL ARG LIS ORN .
15X PSR % W S S (9 + o o™ + o+
POLI H (+) "+ L SN + Meo0n + (+)
33p o4 %% - LU R A . +
CERDO e B A T 0 WO L P + o+
1980 +r N bt S (+) (#) "+ " +
46A s « e b o W Wy + o+
279 + N L SRS e (4 () e e N +
| 46P (e T e (4) M e oWy + o+
344 L7 ; _y H’ + (+) L LI +
276 s P . I T T +
281 *, S + (¢) "+ *» +

% Positivo desde las 3 horas
. Positivo desde las 6 horas
¢+ Positivo & 1las 24 horas v
(+) Positivo retardado 48 o 72 horas
V Reaccién varisble CLT



TABIA 1X
PRUEBAS PARA CARBOHIDRATOS Y AMINOACIDOS EN CEPAS NO ENTEROTOXIGENICAS
DE Escherichia coli

CERA PERMENTACION DEr DESCARBOXILACION DEs
= ADO ARA DUL ILAC MAL RAP RAM SAC SAL SOR TRE XIL CEL ARG LIS ORN

17 e e e . i v e

525 ooy My o, + e M s +

201 . e oy + (¢) & "o ¥ + +

476 + e Y Wy, e (¢) + "+ " +

110 b S PO PO O €5 T e S +
183 b i T ™ ", Mo, + -

466 v " e oy, e (+) "+ "¢ " +

429 ™ L My (\) M, s Y M, My + o+
274 e e e e e e +

278 + ey wy, + (4) "+ "¢ +

95 ey, e wny "y e e (9) +

%+ Positivo desde las 3 horas

" Positivo desde las 6 horas
+ Positivo a las 24 horas

(+) Positivo retardedo 48 o 72 horas
V  Reaccién variable
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TABLA I1II
BIOTIPOS DE CEPAS ENTEROTOXIGENICAS

' DE Bscherjohis seli
PERMENTACION DEr DESOARBORTLAGION D&
BIOTIPO . :
ADO ARA DUL LAC M¥AL RAFP RAN SAC SAL SR TRE IXIL LIS ORN
A ned I A T T SV e (a) e M My + 4+
B as2 Boe) e M | (+) ., e W, W, P
0 as? + % Yo " * (¢) e "« +
D asl () % + % : + M N + (4)
B nel e M ", o (+) (¢) "o % +
7 nel + % * s + () (0% N +

% DPesitivo desie las 3 heras

+ Positivo desie las 6 horas

+ FPowsitive a lss 24 horas

(+) Pomitivo retardsdo 48 o 72 horas

V Rescoidn variable ' »

1 4



TABIA IV

BIOTIPOS DE CEPAS NO ENTEROTOXIGENICAS

DE Escherichiam celi

PERMENTAGION DEs

DESCARBOXILACION DEv

‘BIOTIPO
ADO ARA DUL LAC MAL RAP. RAM SAC SAL SOR TRE XIL ARG LIS ORN

A ns2 e s ¢ "™ oy e oy, + 0+

B =1 ", "B "SR ) B B T + +

¢ a=2 hie" S + " + e s (4) +

D n=2 v " o, + (¢) ™o @y w4 + +

E =2 " e M + (4) & ™ Wy +

P a=1 Mo M ML ey  (a) M ey ' +

¢ =l e e M -y L M, (9) + o+

’:+ Positivo desde las 3 horas
+ Positivo desde las 6 horas
+ Positivo @& las 24 horas

(+) Positivo retardado 24 o 48 horas
V. Reaccién varimble

Ly



TABLK ¥

PRUBBAS OBFENIDAS CON EL USO DE DIFPERENTES FRODUCTOS QUINICOS
'(ORGANICOS B INWGAH;OOS)’ EN GEPAS ENTEROTOXIGENICAS DE B. coly

PRODUCTOS QUINICOS

CEFA
A B c D E ) ; [ B J
15K A B c D B (] H 1 J
POLI H A B c D G J
33P A B c D ] ¢ H J
CERDO A B ¢ D c H I J
1980 K B c D B y ¢ H 1 J
46K A B ¢ D B G H J
279 A B ¢ p B G H 1 J .
46P A B ¢ D B G H I J
344 A B c D B G H J
276 I B c D B G B I J
281 IS B D B G H I 3
A = Pucsina bdsica 0.0014% ‘ P = Sulfato de cobre 0.07%
B = Verde de malagquita 0,003 G = m-bisulfito potdsico 1,08
C = Nitrato de plomo 1.62% , H = Acetato de cadmio 0,048
D = Arsenato de sodio 0,75 I = meamino fenol 3.66
B = Acido bérico 3.0% J = p-amino fepol 3,64
NOTA ¢ ' :

Donde aparecen letras indice que hubo resistencia
‘Los espacios en dlanco indicen susceptibilidad,
Esto es vdlido pars las 11 toblas siguientes,

er



TABLA VI

PRURBAS OBPENIDAS CON EL USO DB DIPERENTES FRODUCTOS QUINICOS
(ORGANICOS E INORGANICO3) EN CEPAS NO ENTEROTOXIGENICAS DE E. coli

PRODUOTOS QUIMICOS

GEPA _ ’
A B Cc D B ) 4 G H I J
17 A B c E 4 G H I
525 B ¢ ) G H 1 J
201 A B ) D B ) 4 ¢4 H b | J
476 A B H D B ) 4 G H I J
110 A B ¢ D B ) 4 G H I
183 A B 4 D B ? G H ) 8
466 A B c D B ? ¢] H I . J
429 [ B ¢ D E r ¢ ] I J
274 A B c D B G H I J
278 A B c D E G H 1 J
95 A B [ E B J
k = Pucsina bésica 0.00248 P = Sulfato de cobre 0.07%
B = Verde de malagquita 0,003 0 = m-bisulfito potdosico 1.0%
C = Nitrato de plomo 1.628 H = Acetato de cadmio 0.04%
D = Arsenato de sodio 0,75 I = meanino fenol 3.6%
E = Acido bérico - 3.0 J = peaminoe fenol 3.6
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TABIA VII

RESISTOTIPOS OBTENIDOS CON EL USO DE DIFERENTES PRODUCTOS QUIMICOS
(ORGANICOS E INORGANICOS) EN CEPAS ENTEROTOXIGENICAS DE B. coli

PRODUCTOS QUIMICOS

05

RESISTOTIPO
A B c D B P G H I J

1 n=5 A B C D E G H J

2 n=3 A B C D E G H J

3 nal A B c D G dJd

4 nal A G D t] H I J

5 nsl A B C D B » G H 1 J

A = Pucsina bdsica 0.0014% ' ? = Sulfato de cobre 0.07%
B = Verde de melaquite 0.003% G = m=bisulfito potdsico 1.0%
C = Nitrato de plomo l1.62% ' H = Acetato de cadmio 0.04%
D = Arsenato de sodio 0.7 I = m-amino fenol 3,64

B = Acido blrico 3.0% ) , J = p-amino fenol 3.6%



TABLA VIII

RESISTOTIPOS OBTENIDOS CON EL USO DE DIFERENTES FRODUCTOS QUIMICOS
(ORGANICOS B INORGANICOS) EN CEPAS NO BENTEROTOXIGENICAS DE B. coli

FRODUCTOS QUIMICOS

RESISTOTIPO
A B ¢ ) 4 a H I J

l n=)} A B [+ B » G H b

2 n=4 A B 1+ ) 1 ? G H I J

3 n=? A B +5 B G B I J

4 nm2 & B ° ] [ B I J

A = Fucsina bésioca 0.0014%. T = Sulfato de cobre 0.T$
B = Verde d¢ malaquite 0,003 G = a=bisulfito potfsico 1.0%
C = Nitrato de plomo 1.628 H. = Acetato de cadaio 0.04%
D = Arsenato de sodio 0,75 I = m=amino fenoi 3,68
E = Acido bérico 3.64

3.0%

¢ = p-amino fenol



TABLA IX

FRUEBAS OBTENIDAS CON EL USO DE DIFPERENTES ﬁlODUO‘!OS QUIMICO3
(ORGANICOS E INORGANICOS) EN CEPAS ENTEROTOXIGENICAS DE B, coli

PRODUCTOS QUIMICOS

CEPA
K B Cc D B | 4 G H I J i S

1K f 3 c D B J K
POLI H A c D B J
33p A c D B J K
CERDO I c D E J. K
1980 A c D B
46A x c D E J K. v
279 A D E G Jd K

_ A6P A D B G J K
344 A D E ¢ J K
276 J 1 D B ¢ J K
281 A D B ¢ J - K
A = Pucsina bdsice 0.0017%% G = m-bisulfito potdsico 1.25%
B = Verde de malaquita 0.037% 4 H = Acetato de cadmio 0.5
C = Nitrato de plomo 2,025 ’ I = m-anino fenol 4,%
D = Arsenato de sodio  0,937% J = p-amino fenol 4.%

E = Acido bérico .75 K = Cloruro de cetilpiridinio 0.0125%
P = Sulfato de cotre 0.875% :



TABLA X

PRUEBAS OBTENIDAS CON EL USO DE DIFERENTES PRODUCTOS QUIMICOS
(ORGANICOS B INORGANICG;) EN CBPAS NO ENTEROTOXIGENICAS DE E. coli

PRODUCTO3S QUINICOS
CEPA

A B c D B r G H I J K
17 A D B G J K
525 A D E G J K
201 A D E G J K
476 A D B G J K
110 K c D B G J K
183 A c D B G J LI
466 x c D B G, J 4
429 A c D B G J K
274 A c D B G J K
278 A D G K
95 | c E G d K
A = Pucsina bdsica 0.,0017%% G = n~bisulfito potfsico 1,25
B = Verde de mslaquita 0.0375% H = Acetato de cadmio 0.5
C = Nitrato de plomo 2,02% I = megmino fenol 4.%
D = Arsenato de sodio 0,937 J = peamino fenol 4.%
E = Acido bérico 3.7% , K = Cloruro de cetilpiridinto 0.012%

P = Sulfato de cobre 0.87%



TABLA XT

RESISTOTIPOS OBFENIDOS CON EL USO DE DIPERENTES PRODUCTOS QUINICOS
(ORGANICOS. E INORGANICOS) EN CEPAS ENTEROTOXIGENICAS DB B col}

PRODUCTOS QUINICOS

RESISTOPIPO
A B c D B ? (] . 1 J ) 4

1 n=4 & c D B J ) ¢

2 ne?2 X c D B J

3 nw3 K D B G J 4

4 n=2 A D E G E »
A = Pucsina bdsica 0,0017% G = m=hisulfito potdsico 1.25%
B = Verde de malaquita 0,037%% H = Acetato de cadmio 0.5
C = Kitrato de plomo 2.02%% I = m=gnino fenol ' 4.9
D = Arsenato de sodio 0.9375 J = p=amino fenol , 4.5
E = Acido bérico 3.75% K = Cloruro de cetilpiridinto 0,0125%

P = Sulfato de cobre

0.875%%



TABLA XII

RESISTOPIPOS OBTENIDOS CON EL USO DE DIFERENTES PRODUCTOS QUIMICOS
(ORGANICOS E INORGANICOS) EN CEPAS NO ENTEROTOXIGENICAS DE E. coli

, PRODUCTOS QUIMICOS
RESISTOTIIPO

A B c D E 4 G H I J K

1 n=4 A D B G J K

2 n=5 A ] D E G J K

3 n=1 A D E G K

4 n=1 A c E G J E 3
A = Pucsina bésica 0.00175% G = mebisulfito potédsico 1.25%
B = Verde de malaquita 0.0375 H = Acetato de cadmio 0.5%
C = Nitrato de plomo 2,025% I = meamino fenol 4.5%
D = Arsenato de mdio 0.937% J = p=amino fenol 4.5%
E = Acido bérico 3.1% _ K = Cloruro de cetilpiridinic 0,0125%
P = Sulfato de cobre 0.87%



TABIA XIII

PRUEBAS OBTENIDAS CON EL USO DE DIPERENTES FRCODUCTOS QUIMICOS
(ORGANICOS E INORGANICOS). EN CEPAS ENTEROTOXIGENICAS DE B, coli

CEPK

»
o
Q

o

PRODUCTOS QUIMICOS

E

¥

G

15K
POLI H
33p
CERDO
1980
46A
279
4a6P
344
276
281

> > > > > e m
U W www w W

U O U u o uduuuy

9 B B MM o oE

00 a0 0 a0 Qe a

[
R "R xR

Mo o oo om om W
bt = = e
G-cf-cl_-gﬂ-c
MR MK R®RRA
95

= Fucsina bdsica 0.0196%
= Verde de malaquita 0,0042%
= Nitrato de plomo 2,91%
= Arsenato de sodio 1,01%
a Acido bérico 4,05%
= Sulfato de cobre 0.07$

T Om>™>

G = m=bisulfito potdeico 1,3%

" H = Acetato de cadmio 0.,04%

I = meamino fenol 3.81%
J = p-amino fenol 4,86
K = Cloruro de cetilpiridinio 0,015



TABLA XIV

FRUEBAS OBTENIDAS CON EL USO DB DIPERENTES FRODUCTOS QUIMIGOS
(ORGANICOS E INORGANICOS) EN CEPAS NO ENTEROTOXIGENICAS DE E. coli

PRODUCTOS QUIMICOS

CEPA

A B ¢ D E P G H 1 J K
17 A B D E ? G H X J K
525 A B D B G H I J K
201 A B D E r ¢ H 1 J K
476 A B D E P G H 1 J K
110 A B D E ? ¢ H I J K
183 A B D B ? G H J K -
466 A B D E ? 6 H 1 J k=
429 A B D £ ? G H J K
274 A B D E G H J K
278 A B D B o H I J K
95 A B D E G B 3 K
A = Pucsina bésica 0.0196% G = m=bisulfito potdsico 1,3
B = Verde de malaquita 0,0042% H = Acetato de cadmio 0,048
C = Nitrato de plomo 2,918 : I = m-8mino fenol 3.8
D = Arsenato de sodio 1,01% J = p-amino fenol 4,868
B = Acido bérico 4,09% K = Cloruro de cetnpirtdini.o 0.01%

P = Sulfato de cobre 0.,07%



TABLA XV

RESISTOTIPOS OBPENIDOS CON EL USO DE DIPERENTES PRODUCTOS QUINICOS
(ORGANICOS E INORGANICOS) EN CEPAS ENTEROTOXIGENICAS DE B, coli

PRODUCTOS QUIMICOS

RESISTOTIPO
A C E 4 G H I J K
l n=5 A B G H I J K
2 n=1 A B G J K
3 nael A B G H K
0
. ®
4 n=1 A B ) J G H
5 n=1 A B G H b 4 J K
6 n=2 A E G H I K
A = Pucsina bdsica  0,0196% G = mebisulfito potdsico =~ 1,3
B = Verde de malequita 0,0042% H = Acetato de cadmio 0.04%
C = Nitrato de plomo 2,91% I = m-amino fenol 3.81%
D = Arsenato de sodio 1,01% J = pegmino fenol 4,86%
E = Acido bérico 4,058 K = Cloruro de cetilpiridinio 0,015%

P = Sulfato de cobre



TABIA XVI

RESISTOTIFOS OBIENIDOS CON EL USO DE DIFIRENTES PRODUCTOS QUIMICOS
(ORGANICOS E INORGANICOS) EN CEPAS NO ENTEROTOXIGENICAS DE E. coli

PRODUCTOS QUIMICOS

RESISTOTIPO
A B c D E 4 G H I J . K
1l n=5 K B D B P H H I J K
2 n=2 A B D E G H I J X
3 n=2 A B D B P G H J K mk
W
4 n=1 K B D B G H J K
5 n=2l A B D E G H X K
A = Pucsina bdsica 0.0196% G = mebisulfito potdsico 1.3
B = Verde de malaquita 0,0042% H = Acetato de cadmio 0.04%
¢ = Nitrato de plomo 2.91% I = meBnino fenol 3.81%
D = Arsenato de sodio 1.01% J = p=anino fenol 4.86%

E = Acido bérico 4.0%
F = Sulfato de cobre 0.07%

K = Cloruro de cetilpiridinio 0,015



TABLA XVII

PATRON DE RESISTENCIA A DIFPERENTES ANTINICROBIANOS

EN CEPAS ENTEROTOXIGENICAS DE E, coli

ANT INICROBIANOS
CEPA ,
_Go_ Km Nt A, nel, Tc 8¢ Cm Ay
15M Te
POLI H Ng To
33p To Ap
CERDO To st
1980 17 4 To Ap
A6A In Te Ap
279
46P To Ap-
344 . Ap
276 1
281 .
Om = Gentamicins 12,5 Ag/ml ‘fc = Tetraciclina  25.0 fg/ml
En » Kenamicins 25,0 M &/ml St = Estreptomicina 100.0 Ag/ml
Nf = Nitrofurazons 50,0 Ag/ml Cm = Clorsmfenicol 25,0 Agfml

A, nel, = Acido nslidfxico 50,0 fg/ml

NOTA ¢

Ap = Ampicilina 25,0 Ag/ml

Las abreviaturas dol antimicrobiano corruponumto ‘presentes en
La susencia de abreviaturas indics sensibilidsd.
Esto es v£lido pars la tablas siguiente.

en ¢l cuedro indican resistencis.



TABIA XVIII
PATRON DE RESISTENCIA A DIFPERENTES ANTIMICROBIANOS
EN CEPAS NO ENTEROTOXIGENICAS DE E. coli

, ANTINICROBIANOS
CRPK
Gm Km Nf k, nel. 1c gt __Cm_ Ap
17 Km Tc St Ap
525 K Te St Ap
. 201 ' Tc
476 Te st Ap
110 o ; Te '
183 . - : o Tc : Ap
466 , ) | s
429 ' | | Ap
274 g o o Ap
278 _ ‘ ) - Ap
95 | : o ot .
Gm = Gentamicina 12,5 fg/ml Tc = Tetraciclina 25.0 Ae/ml
Kn = Kanamicina 25,0 fe/ml St = Estreptonicina 100.0 4&/ml
Nf = Hitrofuragons 50.0 Ae/ml Cm = Cloramfenicol 25.0 Ae/ml

A. n8l, = Acido nalidfxico 50,0 Ag/ml : Ap = Appicilina 25.0 /(g/ml

19
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4 .~ DISCUSION DE RESULTADOS

Este estudio se realizé con el objeto de estable
cer una diferenciacién entre cepas de E. gcoli produc

toras y no productoras de enterotoxina.

Como se menciondé en los resultados, & peser de
que en este trabajo se logré aisler 24 cepas entero
toxigénicas, sélo se trabajé con aquéllas que mostra
ron la capacidad de retencién del plédsmido que codi-
fica para la produccién de enterotoxina, ya que para
nuestro fin era importante trabajar con cepas que nos
dieran seguridad en cuanto a su capacidad enterotoxi
génica, pera poder dar caracterf{sticas definidas de
éstas, pues si se eligen aquellas cepas que sélo una
vez den positiva la prueba, se corre el riesgo de
que al perder el plésmido, perdieran 8lgunas caracte
risticas que fueran de importsncih para esta investi
gacidn,

El anflisis de los resultados obtenidos para la
parte de le utilizacién de carbohidratos y aminofci-
dos, mostré que algunas cepas tenfan el mismo patrén
fermentativo, por lo cual pudieron reunirse dentro
de un mismo grupo, el cual se conoce como biotipo (16),
encontréndose que aunque un biotipo es compartido por
~ cepas enterotoxigénicas y no enterotoxigénicas, exis
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ten biotipos caracterfsticos de cada une de ellas,

 Un andlisis més profundo del biotipo comparti
do, nos permitié observar que tanto la cepa 276 (en
terotoxigénica) y la 274 (no enterotoxigénica), fue
ron colonias aisladas de la misma caja, lo cual nos
lleva a8 suponer que s{ existen caracterfsticas serg
fermentativas perticulares especiales que hacen que
una cepa pueda ser receptora o no del plésmido (27,
34,50), siendo factible que la cepa 274 sea quizd
receptora del plésmido, por lo que muestra las mis
mas caracterfsticas fenotfpicas que las cepas 276
¥y 281 enterotoxigénicas; y con respecto a la cepa
476 (no enterotoxigénica) también se puede x;ensar'
que sea una cepa receptora del plédsmido.

En el anflisis de biotipos se pudo encontrar
que: algunos patrones fermentativos son similares en
tre cepas enterotoxigénicas y no enterotoxigénicas,

variando Unicamente en un carbohidrato o un aminodci
| do; esto podrfa llevar a confusién en el momento de
le identificacién de algunas cepas; sin embargo, ya
que el porcentaje de utilizacién de algunos carbohi
dratos y aminodcidos es variable para cepas entero=
toxigénicas y no enterotoxigénicas, al ser en algue

nos casos muy marcado esto nos ayudarfa a lograr uw
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na mejor diferenciacién de la cepa en estudio. Con
respecto a 1o anterior, se tienen diferencias mar—
cadas en la utilizecién de rafinosa, reamiosa, saca
rosa, adonitol, arginina y ornitina observdndose
pera el caso de las enterotoxigénicas un 54.5%,
54.5%, 63.6%, 45.,4%, 0% y 63.6% en tanto que pare
las no enterotoxigénicas un 18.1%, 100%, 18.1%,
36.2%, 45,46 y 27.2% para cada uno de los carbohi
dratos y aminodcidos mencionados,

Pueden notarse diferencias menos marcadas en’
la utilizacién de xilosa y salicina con un porcen—
taje de 81,9% y 81.8% para las cepas enterctoxigé~
nicas y de 100% y 54.5% para las no enterotoxigé -
nicas.

Otro dato importante es el hecho de que las
cepas enterotoxigénicas nunca utilizaron la argini
na y para el caso de las no enterotoxigénicas se
vié que siempre eﬁplearon la ramosa lo cual es u=
na ayuda més en su identificacién, |

Comparendo los resultados obtenidos en nuestro
experimento para las cepas toxigénicgs. con los Obe
tenidos por otros investigadores (27), mse encuentra
que no se tienen los mismos patrones fermentativos,
a excepcidén del biotipo A que se comparte con el bio
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tipo del Serogrupo 0128 AciH27, obtendio por M. Hen

riqueta ¥y cols., Esto viene a apoyar lo que se habia

sugerido acerca de que los grupos serofermentativos

varfen dependiendo del drea geogréfica y del tipo de
alimentacién (39), por lo que se tienen diferencias

en los resultados obtenideos.

Por dltimo, se encontraron diferencias genera-
les en cuanto a lo reportado por Edwards para la
identificacién de E. coli, (18) ya que en su estu
dio la mayorfa de las cepas de E. coli no utilizen
el adonitol y descarboxilan la arginina, lo que no
ocurrié en nuestro caso porque muchas de nuestras
cepas g8i utilizan el adonitol y no descarboxilan
" le arginina, siendo esto més notable en las cepas
no enterotoxigénicas.

En las pruebas de resistencia a diferentes

" productos quimicos orgénicos e inorgdnicos, también
gse obtuvieron resultados de interés, ya que, como
en el caso de biotipos, aquf también pudieron agru-
parse en patrones caracteristicps denominados resie
totipos, baséndonos 8lo en la capacidad de la cepa
para debarrdllar 0 no, en presencia de las diferen-
tes substancias, tomando como tiempo mAximo para su
desarrollo 72 horas.
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Es importante hacer notar que se utilizaron 3
diferentes concentraciones y se noté variacidén en

los resistotipos obtenidos en cada una de ellas,

Al analizar por separado cada una de las con-
centraciones estudiadas se obtuvo lo siguiente: pa
ra la primera concentracién (Tablaz VII y VIII) se
vié que sélo uno de los resistotipos de las cepas
enterotoxigénicas (resistotipo ) se comparte con
el resistotipo 2 de las cepas no enterotoxigénicas,
Sin embargo, el resistotipo 2 agrupa 4‘cépas. por
lo que lo consideramos mé4s representativo de las

cepas no enterotoxigénicas,

Otro dato importante es que algunos compuestos
nos ayudan a lograr une mejor diferenciacidén entre
las cepas, como ocurre en el caso de sulfato de co=
bre y m=amino fenol, ya que pera éstos las cepas en
terotoxigénices muestran un 9% y 63,6% de resisten
cia, en tanto que les no enterotoxigénicas acusan
un ‘'63,6% y 100%, respectivamente. |

Menor diferencie se observa paras el ceso de dci
do bérico, p-amino fenol con un porcentaje para les
cepas enterotoxigénices de 81.8% y 100% y para las
no enterotoxigénicas de 100% y 72.7%, respectivamen=

te. Es decir, a estas concentraciones se logra una
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buena diferencincién con sulfato de cobre y meemino
fenol, en caso de heber confusién para el resistoti
po completo.

Para el caso de la segunda concentracién emplea
da (Tablaé XI y XII), se ve que se conmparten 2 resis
totipos; el resistotipo 3 y 4 de las enterotoxigéni-
cas se corresponde con el 1 y 3 de 1las no enteroto =
xigénicaé respectivamente y tanto en enterotoxigéni-
cas como en no enterotoxigénicas se agrupa casi igual
. ndmero de cepas, por lo que se considerd que esta con
centracién no es de utilidz@ pars diferenciar por re
sistotipos estas cepas; sin embargo, el andlisis ine
dividual_ de cada compuesto muestra que un mayor pore
centaje de cepas toxigénicas son resitentes al mebi-
sulfito potdsico y al peamino fencl; pero esta dife
rencia no es muy grande ccn respecto a las no enterog
toxigénicas, por tanto se sugiere que estac concen-
‘traciones no sean utilizadas como un medio de dife=-
renciacién,

Por dltimo, paras la tercera concentracién, (Ta-
blas XV y XVI) se puede observar que se comparten 2
resistotiposs el resistotipo 1 y 6 de las enterotow
‘xigénicas con el 2 y 5 de las no enterotoiigénigas
respectivamente; sin empargo. el resistotipo 1l y 6
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de las enterotoxigénicas agrupa 5 y 2 cepas, en tan-
to que el resistotipo 2 y 5 agrupa 2 y 1 cepas, res-
pectivamente,

Ademés, es de importancia sefialar que la cepa
agrupada en el resistotipo 5 es la Unica de las no
enterotoxigénicas que presentakla perticularidad de
no ser resistente al p-amino feno, en comparacién
con las enterotoxigénicgs, en que varios resistotie
pos incluyen esta caracterfstica, lo que nos hace
pensar que tal vez el resistotipo 5 no sea muy ca=
racter{stico de las no enterotoxigénicas. Por tanto,
tomando en cuenta 1o antes sefialado, eousi&eramos
que estas concentraciones sf son de utilidad para
diferenciar las cepas por resistotipos,

El anélisis seperado de cada uno de los produc
tos utilizados, nos llevé a encontrer diferencias
en cuanto a la resistencis sl verde de malaquite,
al sulfato de cobre y al p-amino fenol, con porcen
tajes de 63,6%, 9,096 y 63.6% para las cepas ente-
rotoxigénicas y de un 100%, 63.6% y 93.3% para las
cepas no enterotoxigénicas, por lo que & estas con
centraciones sf se logra una buena diferenciacién:
entre las cepas estudiadas,

Para las Tablas XVII y XVIII, que se refieren
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& la resistencia a diferentes antimicrobianos, se
puede obaservar que no hay patrones ceracterfsticos;
pero s{ puede verse que existe mayor resistencin a
la Ampicilina y Estreptomicina por parte de las ce=-
pas no enterotoxigénicas. Otra particularidad es que
2 de las cepas enterotoxigénicas mostraron resisten~
cia a la Nitrofurazona. 3in embargo, estas caracte-
rfsticas no son muy notables, por lo que considera-
mos que el estudio de resistencia a8 los antimicro-
bianos no es de utilidad para diferenciar cepas de
E. coli,
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5¢= CONCLUSIONES

-~ Por la evaluacion general de los estudios reali
zados, consideramos que el uso de biotipos no da un
100% de seguridad en cuanto a la identificacién de cg
pas toxigénicas; sin embargo, es un método més acce=
sible que la utilizecién de sueron en los que la cer
teza tampoco es de un 100%, ademds de que en México
esta incertidumbre se ve incrementada por la utilie
zacién de sueron obtenidos con cepas no nacionales,

~ La caracterizacién de las cepas por medio de
biotipos se puede simplificar, utilizando sélo aque
1llos carbohidratos y aminodcidos con los que se tie
ne un alto gorcentaje de diferenciacién entre cepas
. enterotoxigénicas y no enterotoxigénicas,

« E1 uso de biotipos presenta la ventaja de ser
relativamente répido, pues se pueden tener resulta-
dos desde las 3 horas,

-~ Es factible establecer patromes de utilizacién
de carbohidratos y aminodcidos con cepas nacionalee,'
sin que esto implique técnicas mfs complejas.

= E1 empleo de resistotipos lo consideramos de u-
tilidad sélo cuando se profundiza lo suficiente, con
el fin de encontrar las concentraciones Sptimas para
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-cada uno de los reactivos que nos ayuden a diferen
ciar entre cepas toxigénicas y no toxigénicas,

= Easte método (resistotipos) lo consideramos eco-
némico y no se utiliza en el demasiado tiempo; sin
embargo requiere de m4s material y mucha manipulae
cidn.

= En el método de resietotipoa se pueden inclufr
una gran variedad de sustancias, con el uUnico requi
sito de encontrar la concentracién Sptima para el
fin que se quiere alcanzar,.

- El estudio de resistencia & diferentes antimie
crobianos nos seflala que no es de utilidad para di-
ferenciar estes cepas y la importancia que podria
tener es sélo desde el punto de vieta médico, ya
que encontramos que las cepas enterotoxigénicss son
més sensibles a la ampicilina y estreptomicina que
las no enterotoxigénicas,

-~ Por €ltimo, consideramos que la utilizacién de
biotipos aunado al empleo de resistotipos, puede su-
mentar la probabilided de identificar en forma lo
mis correcta posible una cepa enterotoxigénica, ya
que si ésta pertenece 8 un biotipo enterotoxigénico
¥y edemés se ‘encuentra dentro de un resistotipo ca =
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racter{stico de estas cepas, el porcentaje de incer
tidumbre se ve disminufdo y todo esto facilita su

caracterizacién en un laboratorio rutinario de diag
néstico,
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SUGERENCIAS

= Es importante tratar de establecer patrones carsec
ter{sticos con cepas nacionales, utilizando para este
fin un mayor nimero de cepas, con el objeto de que eg
tos patrones sesn representativos,

- Debido a los problemas que se tienen a2l realizar
las lecturas de la utilizacidén de carbohidratos y ami
noécidos, se piensa en la posibilidad de establecer un
patrén de referencia con el fin de unificar criterios.

= De acuerdo con las 3 concentraciones estudiadas
en este trabajo, sugerimos que en resistotipos se en
pleen las siguientes concentraciones parss les dife- -
rentes sustancias

Concentracién
Pucsina bésica : Mayor a 0,00196 g/dl
Verde de malaquita . - 04042 g/d1
Nitrato de plomo ‘ 2,025 g/dl
Arsenato de sodio : 0.75 &/dl
Acido bérico ' . 4,05 g/dl
Sulfato de cobre ‘ 0.70 g/dl
s-bisulfito potésico - 1.25 . g/dl
Acetato de cadmio . 0.04 g/dl
p-amino fenol ‘ 3.6 g/l
p-amino fenol | 4.86  g/al

Cloruro de cetilpiridinio ¥ayor a 0.015 g/dl
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- Es necesario ponexr de manifiesto que las carac-
ter{sticas gserofermentativas se encuentras codifica-
das por cromosomas, mientras que la capscidad de re-
sistencia & diferentes productos y la produccién de
enterotoxinas se encuentra mediada por pl{smidos. En
el desarrollo de este trabajo se encontré que la ca-
pacidad de resistencia de las cepas con lag que 8se
traba jé se conservé durante todo el tiempo en el que
se realizé el experimento; ain embare;o. se pﬁenéa que
un estudio complementario a este trabajo serfa reali
zar la conjugacién bacteriana con el objeto de obser
var qué variaciones tienen estas ccracterf{sticas una
vez realizada dicha conjugacidn,



ANEXO

Preparacién de Nedios:
1,- Para conservacién de cepas:

Ager-Agar purificado y excento de inhibidores al 2%
Cloruro de Sodio 0.5%
Bacto peptona 2.0%

2.= Para la caracterizaciéns

CAYE 2
Casamino Acidos 2,06
Extracto de Levadura : 0.6
Cloruro de Sodio 0.25%
K HPO, , ' 0.875%
Bacto Dextrosa 0e25%

O.1f de una solucidn de (0,5% HgSO4, 0.5% de MnCl, y
0.5% de PeCl )

Ajustar a pH 8.5 con NaOH o HC1l 1N.

La dextrose se esteriliza por filtracién y se adicio=
na en condiciones de esterilidad,

NMedio Base para Resistotipos

Medio para Antibidticos #2 10% nmés concentrado
Bacto peptona 0 peptona de gelatina 6.6 ¢
Bxtracto de Levadura 3.3g
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Extracto de Carne ' 1.65 g
Agar-Agar 16.5 g

Se disuelve en Tris 0.,1M pK 7.6
Preparacidn de Reactivos

le— Resistotipos:
Disolvente Diluyente

Pucsina Bdsica Alcohol Agua
m~amino fenol Alcohol Agua
p~emino fenol &lcohol Agua

Para preperar é8tos reactivos primero se disuel-
ven en una pequefia cantidad de alcohol y se completa
con agua hasta alcenzaer la concentracién deseada.

2,= Sensibilidad frente a diferentes antimicrobianos:
Disolvente Diluyente

Ampicilina Buffer de Fog Buffer de Fos
fatos pH 8 fatos pH 6
Cloramfenicol Etanol Ague
Kenamicine Buffer de Fos Agua
fatos pH 8
Nitrofurazona N=N_dimetil
formamida
Ac, Nalidfxico NaOH 1 Ague

Bn este caso se utilié.a como disolvente para cada

uno de los reactivos seiialados los mencionados en la
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segunda columns y se completa con las soluciones sefie-
ladas en la tercera columna hasta alcanzar la concen=
tracién deseada,
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