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INTRODUCCION 

A pesar de los progresos logrados en el tratamiento de 

las enfermedades diarreicas agudas, dichas afecciones conti -

núan siendo importante problema de salud pública en los países 

en desarrollo y la causa más frecuente de muerte en los lactan 

tes. 

Durante la última década, el conocimiento de la exis -

tencia de cepas de enterobacterias productoras de enterotoxi-
• 

nas·ha venido a aclarar un poco el panorama relacionado con 

el diagnóstico etiológico de las diarreas. 

Las enterobacterias constituyen gran parte de la flora 

habitual del intestino; se consideraba que los microorganis -

mos en este sitio, generalmente no provocaban enfermedad y S.2, 

lo contribuían al funcionamiento normal y a la nutrici6ri del 

huésped. Estas bacterias sólo se consideraban patógenas 

cuando alcanzaban tejidos fuera del intestino, particularmen­

te de vías urinarias, vtas biliares, pulmones, peritoneo o 

meninges, provocando inflamaciones en dichos sitios. 

Los agentes causales de diarrea más importantes hasta 

ahora reportados son : Escherichia coli. enterotoxigénica 

(como el causante más común),, Salmonella ,, Shigella , Vibrio 
cholel'afl ,, Vib:rio parahaemolyticus ,, Campblobactel' fetus ss 
jojuni ,, Clostridium difficile ,, Staphylococcus · aul'eus ,, 
Yersinia entel'Ocolitica • Gial'dia lamblia • Balantidium coti,, 
Entamoeba histolytica • Rotavirus • Nol'IJalk VÍ1'UB y Adeno­
VÍJ'US (9,15.20,26,33) 
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Además de Eache~ichia coZi enterotoxigénica, se ha ob­

servado que otros miembros de la familia Entel'Obacte~iaceae 

son capaces de ocasionar diarrea por la acción de enterotoxi­

nas ; tal es el caso de KZebaieZZa pneumoniae que produce una 

enterotoxina termoestable que induce la hipersecreción de 

líquidos y de electrolitos al interior de la luz del intesti-

no delgado provocando.diarrea (17). Al parecer esta ente-

rotoxina tiene propiedades muy semejantes a la enterotoxina 

termoestable de Esahe~ahia aoZi • la cual se halla bajo el 

control genético de un grupo heterogéneo de plásmidos (34) • 

Esta condición permite suponer la posibilidad de que dichos 

plásmidos pudieran ser transferidos a diferentes géneros de 

enterobacterias. 

El presente estudio pretende poner de manifiesto la 

importancia de algunas enterobacterias consideradas como flo­

ra habitual del intestino, como posibles productoras de ente­

rotoxinas. 

Con lo anteriormente dicho, se pretende encaminar. la 

atención hacia este grupo J~ Lacl~,1~~ cuwu ~~~ul~~ ~llul6gi­

cos de diarreas que pueden estar incrementando el porcentaje 

de morbilidad y mortalidad en niños, provocado por este pade­

cimiento, 
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A.- GENERALIDADES 

A.1.- ANTECEDENTES HISTORICOS 

El término diarrea es un vocablo médico que deriva del 

latín diarrhoea 'y éste a su vez lo es del griego ; el signi­

ficado es 'fluir a través' y conforme·al diccionario médico 

se define como evacuación intestinal frecuente, líquida y 

abundante. (15) 

Los primeros agentes etiológicos fueron conocidos desde 

el siglo pasado a partir de la era pasteuriarta ; L8sch demos­

tró la presencia de Entamoeba histoZytiaa en enfermos con 

disenter{a ; en 1883 Roberto Koch encontró los trofozo!tos en 

la pared intestinal de enfermos con disentería y en el h!gado 

de individuos con absceso hepático y un año después reportó 

el hallazgo de Vibl'io choZerae en individuos con diarrea. 

Salmon y Theobald Smith, en 1885, descubrieron el pri­

mer microorganismo del grupo de las saimonelas, SaZmonsZZa 
choZerae-suis • causante de enteritis tanto en el cerdo como 

en el hombre ¡ pero no fue sino hasta 1940 cuando se recono­

ció la importancia de esta enfermedad en los nilios, debido a 

los trabajos de Hormaeche en Uruguay. 

Entre 1898 y 1901, Shiga en el Japón, Flexner en las . . . . 

Filipinas y Kruse en Alemania, demostraron el papel de 

ShigeZZa en las dia~reas y disentería. E~!ng, por su 

parte, integró m&s tarde un esquema serológicoque compren­

día alrededor de 40 serotipos de '!lhigeZZa .(15,26) 
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Esche'l'ichia coli , el microorganismo aerobio más común 

del intestino del hombre y de los animales. fue descubierto 

por Escherich en 1885, durante sus investigaciones sobre la 

composici6n de la flora bacteriana normal del niño.recién na­

cido. (15.26J 
, ~ ... 

Aunque su participación en las diarreas se sospech6 

desde el siglo pasado, no fue sino hasta 1945 cuando investi­

gadores ingleses demostraron, en forma concluyente, su papel 

en la diarrea epidémica del recién nacido. El esquema se­

rológico de Kauffma~n.permitió aclarar que las primeras cepas 

descritas de Esahe'l'ichia coli enteropatógena correspondían a 

los serotipos Oll:B4 [K58) y 055:B5 (K59]. 

En el año de 1946, independientemente de los investiga­

dores ingleses, en el Hospital Infantil de México, Varela • 

Aguirre y Carrillo, áislaron la cepa de Esche:richia enteropa­

t6gena conocida como Coli-Gómez, la que posteriormente se en­

contrar!a que corresponde al serotipo Oll:B4 [K58). (15) 
' -

A.2.- AGENTES ETIOLOGICOS 

En la etiologla de las enfermedades diarreicas inter­

viene una amplia variedad de agentes causales entre los que 

se incluyen 

hongos. 

bacterias, virus, protozoarios, helmintos y 
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Existe un grupo de agentes etiol6gicos considerados como 

clisicos, constituido por : Shigella , Salmonella , Giardia 
lamblia , Entamoeba histolytica (en la actualidad la particip.!. 

ción de ellos en la etiolog!a del padecimiento se encuentra 

bien determinada) , Vibrio cholerae , cuya acción se ve confi­

nada a ciertas áreas geográficas y Escherichia coli , la cual 

ha adquirido gran importancia en la etiopatogenia de este pad.!, 

ciade.,to, debido a que se le reconocen diferentes mecanismos 

por los cuales puede producir infecciones del tracto gastroin­

testinal y como consecuencia diarrea ; estos mecanismos han 

permitido agrupar a esta bacteria en : enteropat6gena, enter.2 

toxigénica y enteroinvasiva (15,20,26). 

Los virus también se han relacionado en forma i111portante 

en la etiología de las diarreas, señal&ndose como los de mayor 

relevancia a los Rotavil'Us, agentes inductores de diarrea en 

niños menores de 5 años ; los virus No'l'IJalk que originan bro -

tes limitados de gastroenteritis aguda , y los AdenoiJi!'Us (26). 

Recientemente se ha reconocido la participaci6n de otros 

agentes en la etiolog!a de las diarreas : son de particular ':!!! 
portancia : Campylobactel' fetus ss jejuni , Yel'sinia entel'Oco­
litica , Vi.brío pazeahaerrrJlyticus , Peeudomonas ael'Uginosa , 
Clostl'idium difficile y un protozoario Balantidium ooli (15,21 

26). 

Otras bacterias como Staphyloooocus aUJ"eus , Clost!'idi&1n 
perfringene , Baci'ttus ceNus , entre otros, se han relaciona­

do con la etiologfa de este padecimiento,, pero presentando una 

epidnlologS:. y mecanismo de agresidn distinto, ya que produ - ' 

can intoxicaciones por la ingesti6n de alimentos contaminados 

con enterotoxinas elaboradas por estas bacterias y no por col.2 

nisaci6n del tracto intestinal como•• el caao.de las anterio.! 

aent• •ndonadas (15)• 
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•''\ 

A·pesar de los avances logrados en el esclarecimien­

to de la etiología de las gastroenteritis, y aun con el 

empleo de sofisticadas técnicas de diagn6stico, queda cier­

ta proporción de casos en los que no se establece al agen -

te causal del padecimiento. 

'.•,- . 
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A.3.- MICROORGANISMOS PERTENECIENTES A LA FLORA NOBHAL 

Y SU POSIBLE ASOCIACION CON LA DiARREA. 

Durante los últimos años se ha reconocido la parti­

cipaci6n de otras bacterias pertenecientes a la flora hab,! 

tual del intestino, diferentes a Escherichia coZi , como 

posibles responsables de cuadros diarreicos ; entre estos 

se mencionan a KZebsieZZa pneumoniae a Ente1'obacte1' cZoacae 
y Pl'oteus ep (17,18,20). La implicaci6n de ellas como 

posibles agentes etiológicos de cuadros diarreicos ae ve 
' afectada por el hecho de que, al formar parte de la flora . 

normal del intestino, su número en las evacuaciones, de 
. . . 

manera habitual, es casi siempre elevado, motivo por el 

cual cuando son aislados en un coprocultivo, no se conside­

ran como los agentes causales del padecimiento. 

A.3.1.- KZebsieZZa 
'·1, 

El g¡nero KZebsieZZa est( compuesto por bacterias no 

m6viles pertenecientes a la familia Enterobacte:riaoeae y a 

la .tribu KZebsieZZae ; dentro de este grupo son recon~cidas · 

cuatro especies : K. pneumoniae a K. 01UU1nae a K. 1'hinoschle 
l'Oml2tis y K. ozytoca (22). 

KlebsieZZae pneumoniae se considera el patógeno -'s 

importante para la especie humana de todos los que constit~ 

yen el g•nero KlebsielZa. Es.un microo~ganiSllO capsula­

~º que produce colonias hGmedas de gran tamaño, con aspecto 
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mucoide. Se encuentra en el aparato respiratorio y en las 

heces en un S a un 10 por ciento de individuos sanos. 

No obstante que se ha reconocido cierta asociación de 

esta bacteria con cuadros de diarrea aguda en niños, a 

Ktebsiella sólo se le considera patógeno cuando se localiza 

fuera de su hábitat natural. 

Sin embargo, en 197S en Puerto Rico y Hait!, fueron 
aisladas cepas de Ktebsietla pneumoniae del yeyuno de pacie.!!. 

tes con sprue tropical. En estas bacterias se demos'tró 

la capacidad para la elaboración de una enterotoxina que 

induc!a la secreción de agua y.electrolitos, impidiendo la 

absorción de xilosa y mostrando anormalidades estructurales 

en la mucosa inteatinal, según experimentos realizados en 
diferentes modelos animales (17). 

'Actualmente se conoce que Klebsiella pnermioniae prod.!!. 
ce una enterotoxina termoestable [TE] con un peso molecular 
de aproximadamente S,000 daltona (17). Su mecanismo de 

acción al parecer, es similar al de la toxina termoestable 

de Eschel"ichia coli. 

A.3.2.- Entel'Obaote~ 

El g6nero Entel'Obacte~ esta c011¡>ue1to de bacteria• 

_móviles pertenecientes a la familia Entel'Obaotel"iaceae y a 

la tribu KlebsietltU. 
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Los microorganismos del género Entel'Obacter se en­

cuentran en el suelo, en los productos lácteos, en el agua, 

en las cloacas y en el conducto intestinal del hombre y de · 

otros animales. Generalmente, estos microorganismos son 

considerados como patógenos secundarios, como oportunistas 

o como comensales. La especie t!pica es Entel'Obacter 

cZoacas. (4,5,7,15,16,25) 

Algunas cepas de Enterobacter cloacae son capaces 

de elaborar una enterotoxina termoestable que tiene aproxi­

madamente el mismo peso molecular y características simila­

res a las enterotoxinas termoestables producidas por algu -

nas cepas de Eschsrichia coli y KlebsielZa pneumoniae 
(18). 

A.3.3.- · l'Jtoteus 

El género IToteus. está compuesto de bacilos.m6viles 

pertenecientes a la familia Entezt0bacteriaceas y a la 

tribu Pztoteeae. 

Cuatro especie~ son las que constituyen este género 

P. nrirabilis , P. vulgaris , P. rettgeri [actualmente bio­

grupo 1-4 l'Jtovidencia rettgeri , biogrupo S P: stual'ti. y 

P. morganii [i'brganetla morganUJ. (4,22) 
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Eatoa microorganismos se encuentran con frecuencia 

en el suelo, en las cloacas, en el estiErcol y en las he­

ces humanas normales, especialmente en caso de que el in­

dividuo esté en tratamiento con antibi6ticos o que sufra 

un proceso diarreico producido por otros microorganismos. 

(4,5,7.15,16,26) 
· P?'oteus producen con frecuencia enfermedades del 

tracto urinario e intervienen frecuentemente en otras en­

f eraedades graves. 
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A.4.- HECAHISID DE ACCIOI DI LAS ENTEIOfOllllAS ~ 

ISTAILI t TDMOLAIIL. 

Aun cuando no ha •ido plenamente establecido el .. ca­

ni1110 de acciSn J la• propiecladea qu!aicaa de lH enterotox! 

nas producida• por alguna• enterobacteriaa considerada• cOllO 

flora habitual del intHtiDo, ae ••be que aueatran gran •iai 
·. . . -

Utud con la enterotoxiaa termoeatable de Eachanohia 001.i 
(17,11). 

Eaohal"iohia co'Li ea capaz de •inteti~ardoa Upoa de 

enterotoxinu, una teraollbil [TL) de alto peso aolecula~ y 
' - . ,; 

. otTa tefm)eitable [TE] de bajo peao molecular. 

La toxina ·teno1'bil .. t:iene un peao molecular aproxi-
• 1 • - • -- • ' 

aado de 100,000 dalton•~ au •caniaaode acc16n aparent: .. n 

te ea •iaUar · al· de· la enterotoxiaa de. . Vilntio . • 01io'L1me -

(2). Es de naturaleza prot.eica, 

c16o del calór [60°C) y loa lcidoa. 

.lS,33). 

ae inactiva.bajo la ac­

.. Es antiginica (U, 

La tox.ina termoeatable o tenóreaiitentl [TE)' •• dé 

·bajo peso ll01ecular, de ·1~400 a 10,000 ~ltóni, .. · eaun 

.. polipfptido re1iaten_t• al·. leido y al calor. aoporta tape-

. · ratura• huta de 100•.c. . A do1fá bajaa · .~ acci6n ei IÍla 

rlptda, pero de. duraci6n -'• corta (IS). E•tl conatttu! · 

.da de Upidoa- [Í31J ,: protelnH [151). con capacidad in.a 
. : .. ' ·. ,·, . . ',. .. --

noi•ntca pobr~ (29,33) .. 
. _ 1. 

"·:' ·' - . 
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lllCAlllSHD.DI M:ClOI 

i..toxlna te1'8Dl&b111e fija a 101 gangll61ldo1 CH1 
ea el borde de cepillo de 1a1 cllulas eplteliale1 del In• 
te1tlno delgado. provocando la estl8Ulaci6n de la adenll!, 
to cicla... la que a su ves induce un incremento en lo• 

nivel•• intracelulare1 de adenoaln l' S' .,nofoafato el-.. 
cUco (AMPc] ~' Bite aediador provoca alteracionea pro-
fundaaen loa aecani1mo1 de transporte de agua y electro­
litoa.·dando origen a la pardida de agua y de cloruroa a 
travla. de la pared inteatinal inhibiendo la raabaorci6n 
de aodio. aecanismo. que propicia la aalida aaaiva de 101 
ldlllOI a la lus del inteatino (11,31). 

Durante el proceso, las bacteria• que elaboran la to­
xina H aultipUcan actf.vaaente en el intestino delgado. 

l . ' ' •' 

Loa volGrienea.de secrec16n originado1:~n el inteatino.Uegan 
a Hr ·tan 1rande1, que aobr~puan la ~apa~idad de ab1orc16n 
dei colon, producllndoae la diárrea. 

El aecanino de acci6n de la toxina tel'llOeatable no 
.. conocido con preciai6n, su foru de actuar .. diatinto 
al de la toxina teniollbil. No ae . une al gangli61ido 
GH1 ; le labe que es capas de activar el a11teu de la guá­
nilato ciclaaa induciendo' un incremento .. en la concentraci6n 
de guanodn 31 S' monofoafato dcll~ [CHPcJ •. 1~ que.provo• 
ca una aecreci6n u1iva.dellquido7electrolit08 al .inte ~ 
rtor de la lus del inteatino delgado, cauaando diarrea (U~ 

30). 
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El cuadro cllnico que origina la toxina ter110e1table ' 
•• 1 ... jaate al de la toxina termollbil aunque po1ibl ... nte 
1111 benigno J ele duraci6a ld1 corta, al igual que 1u periodo 
de incubac:tan. 

A~5.- METODOS U?ILIZADOS PARA LA DETECCION DE ENTEROTO­
IIIAS. 

Ante la inexiatencia de urcadore1 bioqulaico1 y e~ 
racter·bti~ aerol8giCH que eingulartc~D a las cepaa ent4s . 
rotoxii,nic;al ••• han.emple~do para ~u.identifi~ac16ri uaa<'.'"". 

'variedad d• 11Etodo1 enfocadoa, exclulivaMnte·, a averiguar 
.• . ' ,, .. 

· · la ac;ci~n de .las enterotoxinas. aobre diferentea . llCldeloa · ex~ 
per:bientalea, tanto in ui'IJÓ· como in vitl'O. ·Eatoa:llE-

' todo•.•• deacriben en la página aiguteiace [tabla I). · 
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.~' . ~· , . '"'.' 

· Tabla 1 

METODOS PARA DETECCION .DE INTEROTOXINAS 

prueba 

Modelos animales 

· Conejo, asas llaadas (Ueon) 
.Conejo recién nacido Ontragástrlca) 
(;onejo intradérmica . 
Rat6n recfén. nacido (lntraaástrlca) 
Rata, perfusión in vivo (yeyuno) 

. . ' . . 

· · Cultivo de tejidos s. 

y 1 ;(tumor ~dnnale• ratón) 
·CHO (ovario hamster chino). 
VERO (rlfton mono verde africano) 

· Serodtasnóstico : 

Inmunohemóllsll pásiva 
lnhibici6n de la inmunohem61l1l1 
RIA. (radio inmun.o ensayo) 

·· ELISA (inmunoab1orbencia en1imátlca) 

.. 

TL • termolábll . . TE • ternioe1table 
• multado: observado a las 18 hora•. . 

••.resultado observado a las. 6 horas. 

toxinas 
TL 

+ • 
+ 
+ 

+. 

+ 
+. 
+ 
+ 

TE 

+ •• 
+ 

+· 
+ 

,..:..•._. 
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A.6.- AllTDIICIOIIAll>S 

11 u10 indi1criainado que •• le ha dado a loa antilli-. . 
crobianoa en la1 últiaa1 d•c•d••• ha. provocado un increaento 
en el nG.ero de cepaa resiatent••• debido a la 1elecci6n que 
•• realiaa de e1ta1 bacteria1. 

Se ha obaervado que la reai1tencia mGltiple a loa 
flr11aco1 ••t' condicionada por el intercamb~o de .. terial ~ 
nltico entre laa bacterias. el cual ae puede efectuar por d! 
ferente1 mecanil110a como son Conjugac16n. Tran1ducc16n7 
Tc:anaforuc'i6n. (5 .16) 

El empleo de agentes antimicrobianoa en niilo'a ae ha 
justificado por. algunos autorea con el. prop61.ito de U.91.t~r 
o illpedir el crec:laientó de lu bact'eriaa pat6genaa ; ain 

·embargo •. cuando 11 adadnt1traci6n de ~atoa productos se rea 
... ·· -
liza ain la identif:lcaci6n del agente causal del padec:laie_! 
to, au uso implica·graves riesgos. 

ExiatendiferentH mftodoa que no1 peralten determi­
nar la aenaibilidad de 111 bacterias a loa ·ant:laicroblanoa 

entre 101 ••• f.llportantea esdn laá pruebila de diluc16n.en 
Mdioa Uquidoa o 161idoi y el altodo de difua16n en .Placa 
utili1ando diaco~ de papel filtro illp~elnadoa con el anti~ 
b16t1co [Kti:by-lauer). ( 5. t 2 .13 .23 .26 J 

Un pro~edbiento de gran utilidad u el,~todode· 
d1lud6n en pl~ca uttitsando para 1u relU1aci6n 'un repit- ··. 
cuor de ste~r.. el cual cuenta con varif• ventaJ .. iobre· 
. otros .. todo• ¡ tales como s 

-.~. '. 
.; '~' 
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a) probar haata 32 cepaa diferente• por placa. 
b) poder efectuar un control de la potencia 1 concencra­

ci6n de loa ant:laicroblanoa 19pleadoa. 
e) obtervar la poaible presencia de cont .. 1Dact6n, y 

d)' 101 reaultadoa aon reproducible• en un 9S por ciento 
de loa casoa. 

Toda• eataa ventajaa lo convierten en un 9'todo prlc• 
ttco. confiable y rlpido. 

A•.7 •• IESISTOTIPOS 

La; Reaiatotipia · es un .acodo ·que fue deacrito por vez 
prtmera por llek ~ JÍtgney en 1970j el principio en el que se 
baaa conaiate en la.d1ferenclact6n de cepas bacterianas por 
el grado de reaistencia o susceptiblltdad • la acet5n de dif.! 
rentel 1uatancia1 qulaicaa [ora•ntc:aa·e inorglntc .. ). 

Ette mltodo ae ha.utilizado a.cepas de E1""8Pichia 
ooti de enfenedades en tracto urinaito, 110atrando correla- · 

· c16n de reaultadot a loa obtenidos· uttl11ando la tipificaci6n 
aero16gica (8). Asiaitmo, taabifn •• ha·e.Pleadc)para la 
car&ctert1aci6n de Staphyloaoccus ~. 
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El uso de este tipo de procedimientos para la carac­

terización de diferentes especies bacterianas se ha venido 

discutiendo en virtud de que no todos los laboratorio1 

cuentan con recursos para practicar la tipificaci6n serol6-

gica y fágica de los microorganismos. 

Por otro lado, se ha observado cierta relaci6n entre 

la capacidad de resistencia a antimicrobianos y capacidad .de 

elaborar enterotoxinas, Esto debido probablemente a que 

estas propiedades están asociadas con la presencia de mate­

rial genético extracromos6mico, por lo que de existir corr.! 

laci6n, se podr!an tener procedimientos accesibles a casi 

cualquier laboratorio para sospechar si una bacteria es capaz 

de elaborar enterotoxinas cuando se ha aislado de un paciente 

con un cuadro clinico diarreico, 
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OBJETIVOS 

Los objetivos que se persiguen con la parte experimeE_ 

tal del presente trabajo son los siguientes : 

A) Aislamiento y caracterización de cepas de enter.2_ 

bacterias productoras de enterotoxinas diferen -

tes a Esc'herichia coZi para establecer _la fre­

cuencia con la cual se pueden aislar a partir de 

coprocultivos. 

B) Estudio de la susceptibilidad frente a los anti­

microbianos de las cepas enterotoxigénicas aisl.!. 

das. 

C) .Estudio de la resistencia a diversos productos 

químicos orgánicos e inorginicos [Resistotipos) 

de las cepas enterotoxigénicaa aisladas. 

18 
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B. - PARTE EXPERDlENTAL 

B.1.- MATERIAL 

B.1.1.- MATERIAL BIOLOGICO 

B.1.1.1.- Muestras Clínicas 

Coprocultivos provenientes de niños con cuadro 

clínico diarreico [Cllnica 1 32 del Instituto Mexicano 
del Seguro Social), 

B.1.1.2.- Animales 

Conejos Nueva Zelanda blancos de 2.S a 3.0 kilo 
/ -

gramos (proporcionados por el bioterio de la Facultad 

de Medicina U.N.A.H,]. 

B.1.2.- MEDIOS DE CULTIVO 

Agar-agar (Merck) 
Agar cerebro coraz6n (Difco) 
Agar citrato de Si1111110ns (Herck) 
Agar eoaina azul de metileno EHB (Herck) 
Agar Kligler (Merck) 
Agar Mueller Hinton (Merck) 
Agar Salmonella-Shigella '(Difco) 
lacto peptona (Merck) 
Base de agar urea Chriatensen (Merck) 
Caldo infuai6n cerebro coraz6n (Difco) 
Caldo MR-VP (Herck) 
Caldo Hueller Hinton (BBL) 
Caldo soya tripticaaa (BBL) 
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Caldo urea (Merck) 
Casaaminoácidos (Difco) 
Casein peptona-peptona de harina de soya (Merck) 
Extracto de carne (Dif co) 
Extracto de levadura (Difco) 
Medio base caldo de Moeller descarboxilasa (Difco) 
Medio base caldo rojo de fenol (Difco) 
Medio de SIM (Herck) 
Medio para antibióticos U 2 (Bioxon) 
Peptona de case!na (Difco) 
Peptona de harina de soya (Herck) 
Soya tripticasa agar (BBL) 

B. l. 3. - PRODUCTOS QUIHICOS ORGA.'UCOS E INORGANICOS 

B.l.J.1.- Carbohidrato• 

Dulcitol (Merck) 
Lactosa (Merck) 
D (+) Rafinosa (Sigma chemical Co,) 
• -L-Ramnosa (Sigma chemical Co.) 
Sacarosa (Merck) 

B.l.J.2.- Aminofcido• 

L-Arginina (Merck) 
L <+> Lisina HCl (Merck) 
L- Ornitina llCl (Merck) 

B.l.J.3.- Antimicrobiano• 

Acido nalid!xico 
Amikacina 
Ampicilina 
Carbenicilina 
Cefalosporina 
Cloramfenicol 
Estreptomicina 
Centandcina 
ICanamicina 
Lincomicina 

(Sidney losa) 
(Mead-Johnson) 
(Sanfer) 
(Sanfer) 
(Abbot ) 
(Park Davil) 
(Wyeth-Vales) 
(Scheruaex) 
(Briatol) 
(Upjohn) 

lote Fl>A OS 
121679 
934036 
15890 ARM 
79132 
680277 

Ell 306 
HX 91 
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Polimixina 
Rifampicina 
Tetraciclina 
Tobramicina 
TKP /SZ 

(Lab. Dr. Zapata) lote 143010 

(Sigma chem. Co.) 
(Ely-Lilly) 
(Roche) 

B.l.J.4.- Productos Químicos para Resistotipos 

Acetato de cadmio (J.T. Baker) 
Acido bórico (Merck) 
Arsenato de sodio (Merck) 
m-amino fenol (Eastman Organic Chemicals) 
p-amino fenol (Eastman Organic Chemicals) 
Cloruro de cetilpiridinio (Cepacol. Merrel) 
Fucsina básica (Merck) 
Ketabisulf ito potásico (Merck) 
Nitrato de plomo (J.T. Baker) 
Sulfato de cobre (Merck) 
Verde de malaquita (Herck) 

B.1.3.5.- Reactivos varios 

Acido clorhfdrico (Kerck) 
Alfa naftol (J.T. Baker) 
Citrato de omonio f f rrico (Merck) 
Cloroformo (J.T. Baker) 
Esculina (Merck) 
p-dimetil amino benzaldehido 
Etanol (J.T. Baker) 
Eter de petróleo (J.T. Baker) 
Fosfato 'cidodipotásico 3.1120 (Kerck) 

. Metanol (J. T, Baker) 
Hidr6xido de sodio (Herck) 
Hidróxido de potasio (Kerck) 
Reactivo de Ehrlich 
Cloruro de sodio (Kerck) 
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B.1.4.- VIDRIERIA 

Vaso de precipitado de 20 1 100, 600 y 1000 ml (Pyrex) 
Probeta graduada de 50, 100 y 1000 ml (Pyrex) 
Caja Petri de 100x20 (Pyrex) 
Matraz de ebullici6n de 1000 ml (Pyrex) 
Matraz erlenmeyer grad. de 250 y 500 ml (Pyrex) 
Matraz volumétrico de 1000 ml (Pyrex) 
Pipeta serológica de l/lOxl/100, lxl/10, lxl/100 

· 5xl/10 y lOxl/10 (Pyrex) 
Tubo de cultivo de 13x100, 16x150 y 22xl75 (Pyrex) 

B.1.5.- EQUIPO 

Agitadora con regulador de temperatura (Scientific 
Precission) 

Agitador vortex llOd. R-90 (Lab-Line Instrwaenta) 
Asa baé:teriollígicade nicromel 
Balanza analltica mod. H 35 AR (Mettler) 
Balanza granatarta, doble plato capac. 2 kg 

mod. 1510 D (Ohaus) 
Baño giratorio mod. G 76 (Nev Brunswick' Scientific) 
Centrifuga de 5,200 rpa mod. K 7165 (D8110n/IEC 

Di vis ion) 
Caja Petrl desechable de lüux.iO (inda. it=cimic:~ms) 
Estufa 
Estuche de disecci6n 
Fotocolorhietro mod. 800-3 (Klett-SU11Derson) 
Gradilla de alambre 
Jarra para cultivo anaerobio Gas Pak (BBL) .. 
Jeringas desechables de ·1.0, 5.0 y 10.0 al (Pyrex) 
Keéhero fischer · 
Membrana de Ultraci6n de 0.45 ,.., 1311111l 4 y 47 m 4 

HAWP (Hillipore Corporation) 
Microscopio ~ptico (Carl Zeiaa) 1 
Olla de presión de 20 lbs. 
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Papel "Paraf ilm" 
Potenciómetro digital (Cole Parmer) 
Pinzas Millipore mod. XX 6200006 (Millipore 

Corporation) 
Replicador de Steers 
Tabla para operación de conejos 
Tela de alambre con centro de asbesto 
Tripié 
Tubo para centrifuga grad. de SO m1 (Falcon) 
Unidades de filtración swinncx de 13 llDD ' y 47 mm ~ 

(Millipore Corporation) 
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B. 2.- HEIODOS 

B.2.1.- TOMA DE PRODUCTOS Y AISLAMIENTO 

Se trabajó con muestras de coprocultivos de 

pacientes que presentaban un cuadro clínico diarreico. Para 

su aislamiento, se sembraron un promedio de 3 a 6 colonias por 

coprocultivo en medios diferenciales y selectivos [EMB y SS]. 

B.2.2.- IDENTIFICACION BIOQUIMICA PRELIMINAR 

Con las colonias aisladas se procedi6 a la iden-
L. 

tif icaci6n preliminar del género mediante pruebas bioqulmicaa 

utilizando loa medios de IMViC [indol. rojo de metilo, Vogea · 

Proakauer y citrato) , SIM [sulfhídrico, indol y movilidad! y 

IUigler. 

Para su uso posterior las cepas aisladas e ide_! 

tificadas se guardaron en medio para conservaci6n (ver Anexo), 

8.2.3.- CARACTERIZACION DE CEPAS ENTEROTOXICENICAS 

B.2.3.1.- Obtenci6n del filtrado 

tas bacterias en estudio se sembraron en el medio 

·de l!IQI durante 24 horas a 37•c. El crecimiento fue en condi -

ciones aerobias utilizando tubos con 10.9111 de caldo soya trip -

ticasa. incubindoae durante toda una noche a 37•c. 
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De cada cultivo se tomaron 0.5 o 1.0 ml inoculándose en 

matraces erlenmeyer de 250 y 500 ml que contenían 25 y 50 ml 

de caldo soya tripticasa respectivamente. 

Los matraces se incubaron en baño con agitación a 37ºC 

durante 18-24 horas. El cultivo obtenido se centrifugó a 

3,500 rpm durante 60 minutos para el caso de Ktebaietla, o 45 

minutos en el caso de Pl'oteus~ CitrobaateP y Entel'Obaater • 
El sobrenadante obtenido se pasó a través de filtros Millipore 

de 47 nun ; adaptados con membranas de 0.45 µm HAWP, obteniéE_ 

dose as! el filtrado. 

B.2.3.2.- PRUEBA DE ASA LIGADA EN ILEON DE CONEJO 

Se utilizó para la determinación de enterotoxigenicidad, 

el método de asa ligada en conejo. 

Se emplearon conejos de la cepa Nueva Zelanda con un peso 

aproximado de 2 a 3 kg. Se paracticó la anestesia por v!a 

endovenosa administrando pentotal sódico a una dosis de 3 ~g/Kg, 

y se mantuvo con éter etílico por inhalación. La asepsia de 

la región abdominal se ralizó con alkil dimetil bencll amonio 

(Zolvacsol). Mediante bisturí provisto de hoja H 22 se prac­

tica una incisión de aproximadamente 5 centímetros de longitud a 

nivel de la linea media, que abarca piel y tejido celular subcu-

taneo. 



Una vez localizada la capa muscular, se corta con tijeras 

para dejar expuesta la cavidad peritoneal. Se extrae el in -

testino delgado, se localiza la válvula ileocecal y 7 cm por 

arriba de €sta, se practica una ligadura utilizando seda (00) 

a partir de ella se realizan nuevas ligaduras en ileon y yeyuno 

dejando un espacio de 10 cm de longitud y de 3 cm entre ellas. 

En cada conejo se hicieron de 10 a 12 segmentos de 10 

cms inoculándose a cada una de estas porciones 2.0 ml del filtr! 

do de un cultivo de la cepa en estudio o 1.0 ml de cultivo puro, 

empleándose como control positivo el filtrado de una cepa enter~ 

toxigénica conocida y como control negativo el medio de cultivo 

estéril. Una vez inoculados todos los segmentos del intesti-

no se procede a cerrar por planos. 

El conejo se aantuvo hidratado, en reposo y a una temper.! 

tura de 25 a 30ºC durante un período de 18 horas, al t€rmino del 

cual y previo sacrificio, se reabrió la cavidad abdominal y se 

observaron los resultados. Se considera la prueba positiva 

cuando el acúmulo de líquido en el segmento del intestino tiene 

una r.elación longitud/volumen de 0.5 a 1.0 cms/ 1.0 e.e. , 

teniendo en cuenta que el control positivo y negativo dieran el 

resultado esperado. 

B.2.4.- IDENTIFICACION BIOQUIMICA DEFINITIVA 

La caracterización de especie se practicó a las cepas que 

dieron positiva la prueba de asa ligada en ileon de conejo,· uti­

lizando las siguientes pruebas bioqu!micas 
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indol, ácido sulfhldrico, ureasa, rojo de metilo, acetolna , 

citrato de Silllnons, movilidad, lisina descarboxilasa, ornitina 

descarboxilaaa, arginina dihidrolaaa, glucosa, lactosa, sacar.2 

sa, dulcitol, rafinosa, raumosa y esculina [tabla VI y VII] 

Se siguió la metodologla señalada por Edwards y Ewing (7), 

B.2.5.- SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS 

Se realizó la susceptibilidad a los antimicrobianos de 

las cepas que dieron positiva la prueba de enterotoxigenicidad, 

asl como a 4 cepas que resultaron negativas, utilizando 13 dif,! 

rentes antimicrobianos de uso común sugeridos por el National 

Co11111itte for Clinical Laboratory Standard& [NCCLS] (25). 

Se utilizó el m~todo de dilución en placa con agar Hueller 

Hinton realizindose la inoculación con el replicador de Steers. 

Las cepas problema fueron sembradas en agar EHB 24 horas 

a 37 •e con el objeto de· contar con colonias aisladas y puras , 

creci,ndoae poateriotmente en tubos con S ml de caldo Mueller 

Hinton durante 18 horas a 37•c. Se colocó 1.0 m1 de cada cu! 

tivo en loa pozos de la placa del replicador y se procedi6 a in~ 

cular las cajas que se prepararon con 20 m1 de medio y 1.0 ml 

del antibiótico en cuestión. En el caso de Proteus se utilizó 

el medio con una concentración 0.5% mayo~ de agar, con el objeto 

de eli•inar el efecto indeseable del "swaratng". 
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-
Las diluciones seriadas empleadas para los antimicrobi.!!_ 

nos fueron de 0.125 a 256.0µg/ml utilizándose 12 diluciones 

para cada antibi6tico. Se sembraron placas sin antibiótico 

para probar la pureza del cultivo y su viabilidad. La 

lectura se hizo después de 16-18 horas de incubación a 35ºC. 

La concentración mínima inhibitoria [CMI] se determinó 

por la concentración del anti~iótico en la primera placa que 

no mostró crecimiento. 

La concentracipn inicial utilizada para todos los ant.! 

microbianos fue de 100 mg. , excepto para gentamicina (214 mg) 

polimixina (200 mg) y tobramicina (119 mg). 

Los antimicrobianoa se disolvieron y/o suspendieron en 

10 ml del disolvente apropiado teniendo una concentración in.! 

cial de 10 mg/ml. La preparación de las diluciones seriadas 

para los antimicrobianos se muestra en el anexo. 

B.2.6.- RESISTENCIA A DIFERENTES PRODUCTOS QUIMICOS 

(RESISTOTIPOS) 

A las cepas que dieron positiva la prueba de enterotox! 

genicidad, se les estudio la capacidad de resistencia a 10 di­

ferentes productos qulmicos [orgánicos e inorg,nicoa]. 

Se utilizó el método de .dilución en placa con medi~ 

para antibióticos # 2. Las placas se prepararon con 27 ml 

del medio, adicionándoles 3 ml de la solución del producto 

qulmico a estudiar (Anexo). 
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Las caja• ae sembraron con.hisopo• que contentan loa 

microorganismos de prueba. El in6culo se prepar6 sembrando 

una asada de las cepas en tubos que contenfan 1.0 ml de caldo 

BHI e incubindose durante 18 horas a 37•c; Terminado este 

timnpo se adiciona a cada tubo 9.0 ml de soluci6n salina iso­

t6nica estEril para mantener una concentraci6n de bacterias 
constante. Se sembró por estría recta en cada una de laa 

cajas que contenían los diversos productos qu!llicoa, probind,2_ 

se 6 cepas en cada una de las placas, ae incubaron durante 24 

horas a 37•c ; pasado este tiempo se obaervaron loa reaultadoa 

[inhibición del desarrollo o crecimiento normal de la bacte­

ria). 

B. 2. 7. - ESTUDIO DE CONDICIONES OPTDWF PARA LA PRODUC.CION 
DE. ENTEROTÓXIHAS, EN CEPAS DE. KZ.bsl..Ua Y 

·. Proteua. 

Se realizó el estudio con 2 cepas de Ki.baietta y 
. - - . 

PztbtllWI enterotoxigbicas, la•. cuales habían mostrado rl!s•Jlta 
, . -. -

dos positivo• repetitivos mediante la prueba de aaa ligada en 

conejo. Se empleó como control positivo una cep.a enterot,2_ 

xigEnica conocida y como control negativo el aedio de cultivo 

HtEril. 

Laa condicione• e'9Pleadas para este.estudio ae describen 
' . - . 

en laa tablas, II H•A y III. 

JO 



' :. ' 
". 

T1bla 11 
",; .. ; ,, 

. ESTUDIO.· DE.· COMDICIONES. OPTIMAS PARA LA PRODUCCtOH 
• • 1 • • 

DE EllTEROTOXINA EH CEPAS DE KZe~le'tl.a ~iae 

..... '' ......... . . ..................... . 

condic16n 

A 

1 

, e 

D 

1 

procedimiento empleado 

" 
Aaitacidn con perlaa de vidrio d11rante 2 horu~ tm\diata a la 
inc11baci6n.con •&itac16n (lS-24 ~n.; 37•c], uttlicando' ad_.• 
1111 de cultivo puro •in filtrar, para la.lnocülacidn.en el in 
teatini:a del conejo~ * · ·.. . · .· • · . -
Sia'Uar al punto· "A" pero utilizando · colió. indculo en •el conejo .· 
1~.o al del cultivo filtrado a travla de .. branu atllipore de 

: de. 0.45 ,..¡ HAHP• * . ·. . . . . . . .. . 
·. s~Úar al procedirlt~nto' deacrito pua 1~; obtencidn' del filtra 

dó . (8~ Í • 3. l • ) pero ÚtÜisando COllO 1nc1cUlo l • O al de cUl tlvo -
puro •in filtrar. * · 
Siiailar al procedhaieftto descrito para la obtenct5n.del filtra 
do (B.;2.3.1~) utiliaando como indculo 1.0 111 de .cultivo flltri 
do a trav•• de.JHmbrana. Millipore ele 0.45 .Mii ~. · * · -
Incubacidn ~•t•cionarta·con ate!Safara ele ariaerobio11a (n•c, 
lS-24 hrl.) utili1ando como tn&culo 1.0 al de c~ltivo puro •in 
filtrar •. • · · · · 

Se dad•'. ·0.25 •1 de poliaixlna,a una. concentraddn da 2.5 aa/. 
· 111 I 25 111 da mediol durante laa.Gltilla• 4 hora• de incubacidn 

con agitaci6n (37•c , 18-24 hrt.) , .uUU.11ndo ·cótao idculo 
1.0 ai1 de cultivo p11ro ain filtrar. * 
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11521 , 11 A -, (t;»H~iil"!'C&ca;,. .. '· 

condtct6n procedimiento e111pleado 

-------------------------------------------~--------------------------------------------
G 

R 

' .. I 

J 

·• 
· .. K 

* **. 

Se añade ltncomtctna (90 mg/ml de medio) , durante las 4 hora• 
finales. de incubación con agitaci6n (37•c • 18-24 hra.) utili­
zando como inóculo 1 •. 0 1111 de cultivo puro 1in filtrar • * · 
A3itaC:ión con. perlas de vidrio durante 2 hora19" iruaedtata1 a . 
la incubación con agitacicSn (37•c. 18-24 hu.). Se utiltl6 · · 
como medio de cultivo el CMYE 2 y como inóculo ·1.0 •1 de cult! 
vo puro sin filtrar. ** 
lncubact6n estacionarla en atmó1fera de anaerobioai• c31•c. 18- .· 
24 hrs,) , utilizando como medio de cultivo el CAAYE 2 y como 
inóculo 1.0 m1 de cultivo puro 1tn filtrar. ** 
Agitaci6n con perlas de vidrio durante 2 horae,. inmediatas a la 
tncubact6n con agitactcSn (37•c, 18-24 hra.) , utilizando COllO · 

· medio de cultivo caldo soya tripticaaa au1tltujendo la glucoea 
por. aacarosa y como in6culol.O.ml de cultivo puro 1in filtrar.** 

.Incubación eatacionaria (37•c, 18-24 hra.) , utilisando como 
medio de cultivo caldo soya trtptica1a austituyendo la glucoea 
por aacaro1a y comó tnóculo 1.0 al de cultivo ,Uro ain filtrar.** 

. . . 
Se utilizó cOllO medio de cultivo caldo aoya tripticaea · 
La. capa se desarrolló. previ•ente en agar aoya trtpticaaa 24 hn. a 37•c · . 

w 
N 



Tabla 111 
ESTUDIO DE CONDICIONES OPTIMAS PARA LA PRODUCCION 
DI IHTllO'l'OXIllA IN CUAS DE Prot.u1 -r>• 

coadictonH proced:llliento empleado 

L 

H 

• 
o 

p 

Q 

1 

Stailar al procad:bliento deecrito en el punto B.2.3.1., uti 
liaando COllO in6culo 1.0 111 de cultivo filtrado a trav'• de 
ambranaa HUHpore de O. 4S p.• IWIP. * 
S:blUar al procadtaiento deacrito en el punto 1.2.3.1. , uti 
liaaado C0110 in5culo 1,0·111 da cultivo puro ain filtrar. *-
Se ea.da 0.25 •l de poltatxina a una conc. de 2.s ag/a1/25 
al de .. dio durante laa 4 horaa fiaalaa da incubaci6n con a 
gitad6n (37•c , 1 .. 24 hra.) 1 utiliaando COllO in6culo 1,0-111 
da cultivo puro ain·filtrar. * 
lncubac16n aatacionaria con atlllfafera da anaarobio•i• (37•c, 
1 .. 24 hra.), utiliaando cOllO in4culo 1.0 al da cultivo puro 
•in filtrar. * 
Se ailada lincOllicina, 90 Jjg/al da .. dio, durante laa 4 hra. 
finalaa.da tncubacidn coni. agitaci6n (37•c , 18-24 hra. ) 
utiliaando C0110 in6culo 1.0 .i de cultivo puro ain filtrar.* 
ltailar el procadtaiento deacrtto en el punto 1.2,3.1, , utt 
Hundo al Mdio da CAAYI 2 'I CC1110 indculo 1.0 al de cultivo 
puro ain filtrar • ** 
ltailu al prodadtatento deacdto en al punto 1.2.3.1. , uti 
lisiado al ... io da caldo ao7a tripttca1a auatituyando aluc0 
••por .. caroaa 1 C090 indculo 1.0 al da cultivo puro ain -
filtrar. ** . 

* la utilial CC1110 aad:lo de.cultiYO caldo 90'1• triptic .. a 
** ta capa .. deaarrolld pr-.1 .... t• en .,.r llOJ• trtpttc:aaa 24 hra a 37•c. 

" 
1 •. 



c.- RESULTADOS 

Se estudiaron 25 coprocultivos de niños con cuadro 

clínico diarreico provenientes de la clínica I 32 del Instituto 

Mexicano del Seguro Social, aislados en un período comprendido 

de abril a julio de 1983. Mediante la prueba de IMViC se 

proc~dió a identificar el género ¡ en 15/25 (60~] se aisl6 KZ.eb­

sieZZa , 6/25 (247.J Proteus , 3/25 (12%] Citrobacter y 

2/25 [8Z] Er.terobaater (tabla IV). 

Para la caracterización de cepas productoras de enteroto­

xina se utiliz5 el cétodo ce aaa ligndn en conejo. mediante el 

cual se identificaron 17 cepas enteroto::igéncias, 11 de ellas 

pertenecientes al género KZe!7sieZZa y 6 al género Pl'Oteus. En 

uno de los coproculÚvos se aisló tanto K!ebsieita COl:IO Prot<>Us 

resultando ambas productoras de enterotoxinas (tabla IV). 

Mediante pruebas bioquímicas específicas se procedi6 a 

identificnr la especie dé las cep~s enterotoxigénicas encontradas, 

. obteniéndose 11 ce¡>ns de KlebcieZ.Za pneumoni.ae, 3 de Proteus 

mol"{!cmii, 2 de Proteuc vuZ.r;CZ?'is y 1 de Pl'oteus mil'abitis (tabla V). 

Con las cepas entcrotoxigénicas caracterizadas ~e reali'6 

un estudio de susceptibilidad frente a 13 de los antimicrobianos 

de mayor uso clínico, est~blecicndo su concentración mínima in -

hibitoria y su relación c!e resistencia. 

34 



En el caso de las cepas de Kleboiel.Za pneu11101Jiae se e.!! 

contró un elevado porcentaje de resistencia para arnpicilina • 

carbenicilina. cloramfenicol • rifampicina y cefalotina • la 

cual fue de 100 % y de un 84'~6 % para trimetoprim y sulfamet~ 

xazol [nfP/SZ]. . 

Con el género Pl'oteua se encontró también resistencia 

del 100 % para ampicilina. carbenicilina. cloramfenicol. rifam 

picina y trimetoprim/sulfametoxazol • 

La relación de resistencia o susceptibilidad la obtuvi­

mos comparando los valores de corte con la concentración míni­

ma inhibitoria obtenida para cada una de las cepas {tabla VII. 

IX y XII). 

Otro estudio realizado consistió en conocer la capaci­

dad de.resistencia a 12 productos qutmicos orgánicos e inorg! 

nicos (Resistotipos] : las cepas de KZeboiella p~oductoras de 

enterotoxina mostraron resistencia a todos los productos em­

pleadoa. excepto para el m-amino fcnol al 3.6% con el cual 

sólo se observó un 40% de resistencia y con el sulfato de co-

bre al 0.07% sólo el 70%. Con Pzeoteus se obtuvo también 

100% de resistencia .con la mayoría de los productos. excepto 

con el m-amino fenol ai 3.6% en donde sólo el 40 % de las c_! 

pas fueron sensibles y con el arsenato de sodio al 0.75 % y 

el ácido bórico al 3% con una sensibilidad de 80% en mabos 

casos (tabla XIII y XIV). 
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Con el objeto de buscar condicione• 6ptillaa para la pr.2. 

ducci6n de enterotoxina en estas bacterias, •• estudiaron dif! 

rentes variante• en cuanto a procedimientos f laicoa y medios 

de cultivo. Las condiciones con las que se obtuvieron resu! 

tados fueron, en el caso de Ktebsietta pneumoniae a) agitaci6n 

con perlas de vidrio durante 2 horas despuis de efectuar incu­

con agitaci6n (18-24 horas, 37•cJ , utiliz4ndo el medio de ca,! 

do soya tripticasa y como in6culo 1.0 al de cultivo puro sin 

filtrar ; b) incubac16n estacionaria en condiciones anaerobias 

(18-24 horas, 37•c] , utilizando el medio de caldo soya _tript! 

casa y como in6culo 1.0 ml del cultivo puro sin filtrar. 

Para P;roteus se obtuvieron buenos resultados al adici.2. 

nar polimi.Xina al medio de cultivo utilizado [caldo soya trip­

ticasa] (tabla XV). 

En las tablas 111 II-A y 111 se muestras las diferentes 

condiciones probadas. 

.- ; :·./ 



Tabla IV 

GEnero 

Klebsle Z'ta 

· PJtoteua 

Ci t1'0baote1' 

Entel'Obaater 

total 

ENTEROBACTERIAS DIFERENTES A Eeohsriohia ooli PRODUC'IOW' 
DE ENTEROTOXINA AISLADAS DE 25 COPROCULTIVOS. 

I de cepH· I de coprocultivo1. I de coprocultivo1 cepa1 enterotoxt1I 
eetudiadoa in que ee ai1laron ntc .. ai1ladia. de-eetudiadae (1) cepa• enterotoxis! loa coproculUvoe 

nica1 (1) 

82 * lS 1 (60.0) 6 1 lS (40.0) 11 
.• 

31 • 6 1 (24.0) 2 / ~ (33.3) 6 

'12 3 I (12.0) o o 
9 2 I (8.0 ) o o 

134 • 26 8 17 

* Se encontr6 en un miltllO coprocultivo tanto Kl•b•i•Zla como PJrotou. 
productora• de enterotoxina. 



Tabla V 

NUMERO y PORCIENTO DE ESPECIES DE Klebsielta 

y Pl'oteus PROl>UCl'ORAS DE ENTEROTOXINA. 

Género Especie Cepas enterotoxigfnica1 

No. '( % ) 

Ktebsielta pnewnoniae 11 (64.0) 

Pl'oteua mol'ganU. .. 3 (17. 6) 

Pl'oteus vu Zga1'is .. 2 (11.8) 

Pl'oteus mimbi.tis 1 ( S.9) 

. . .. . . . . . . . . 
. . . . . . 

* Se encontraron en un miB1110 coprocultivo dos especies diferentes 
de Pztoteus productoras de enterotoxina. 



Tabla VI 

cepa 

122 

123 

124 

Ul 

131 
224 

o 
u 
'C 
3 e 
:= • : o 
~ 1 
~ ~ 

- + 
- + 

- + 
+ + 
+ + 
+ + 

RUDAS IIOQUDllCAS PAIA LA CAUCIDIU.CIOH DI UPICII 

DI Pl'ot•u• PIOOUC1'0llAS DI INTD.1?IOllNA, 

prueba o auacrato 

~ 1 

1 11-3 • ... ... ... 
j 

... 2 • 
o 1 .., j ::= ... .... A 

= 
.. ~ 3 ... 
1 Cll .., .., • ... ... 1 • 

! • ! ! • o ~ 
.., 1 .., .. ... o • ... s o i! ! o o .. ... ... ... .. 

! 
.., • .. ¡ • ::. 1 ~ o ~ 

... :::: ~ ... u - º'"' • ... 

+ + - - + - - + + + -
+ + - - + - - + + - -
+ + - - + - - + + + -
+ + - - + - - - + + ,;, 

+ + - - + - - + + + -- + - + + - - + + - -

: '= j 1 i 
.. .. 
u 
1 i • • .., 

- - - -
- - - -
- - - -
+ - - -
+ - - -- - - -

lafarencta : ldvarda,r.a. aad lviq,V.R. ; ldentification of lntarobacterücae (7) 
1972. 

! 
.. ,.c1. 

l 
- mol'(IQtllt 

- ~t - ,.,,..,anlt 

- vu 1.gari• 

+ out.gam 
+ ~lü 



Tabla VII 1 
PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA LA CARACTDIZACION DE ESPICIB 

cepa 

32 

33 

37 

39 

81 

102 

103 

104 

us 
159 

207 

DE Klebeietta PRODUCTORAS DE IHTBIOTOXINA. 

prue!>a o auatrato 

' i 
! ! '"4 

¡ 
1 8 ... r'4 '"4 1 •· j ~ 

--4 

l J ~ ¡. a .g "' Cll u 

i 
.... ¡ • f l J B: ,g 

:~ 1 
'"4 

li .g 1 B 
! 1 j B 111 ;:l . s .a . ¡: 1· o'4 

o !I . ¡ u .,.. 
D • ;· --4. . . :¡ ~: u 2· --4 ~ ~· •· " . U· o "'' '"4· ... .. ' 

- + - - + + - + - - + + + + - + + 

- + - - + + - + - - + +· + + - + + 

- + - - + + - + - - + + + + - + + 

- + - - + + - + - - + + + + - + + 

- + - - + + - + - - + + + + - + + 

- + - - + +· - + - - + + + + + + + 

- + - - + + - + - - + + + + + + + 

- +· - - + + - + - ·- + + + + + + + . - + - - + + - + - - + + + + + + + 

- + - - + + - + - - + + + + + + + • - + - - + + - + - - + + + + + + + 

lefarencia : ldvarda, P.R aDll Bwing, V.B. :Ident1f1cat1on of Entarobactariacaaa (7) 
1972 

[ eapecl• 

. 

+ pneanonta 
+· ~ 
+ J'MllllOnMMl 

+ J'MllllOn"" 
+. J'MllllOnW . ' 

+ pnNlff»IÜÚ 

+: J'MIMOtW 

+ J'MllllOnW. 
1 

+ J'M""""Mz' 
+ J'M""""Mz• ' . 
+ pMUll!Onla 

g 



Tabla VIII. 

cepa 

32 

33 
37 

PRUEBAS DI SUSCEPTIBILIDAD A LOS AHTIHICROBIANOS~E CEPAS DE Kt•b•i•lZa 
PRODUCTORAS DE ENTEROTOXINA ESTAILECil!NDO SU CONCENTIACION MINIMA 
INHIBITORIA ** 

o • 
~ .... ~ ! o ! ~ u u 

~ ! ! ~ ! ! • .... ~ i i ! " .... .... u u 

" "4 u M ... M 1 j .. .... 

1 ! u .... ti 1 o t ! u 
J u "4 • ~ .... ..... 1! ~ .. .. 

ü i t ~ 
o M ! ... M 

3 " '¿j • l ... • • u " ... M 

c ...... • .,,. I •l 

8.0 8.0 256 64.0 256 256 256 21.3 1.0 256 15.0 ' 256 a.o 

8.0 2.66 256 128 256 256 256 a.o 1.0 256 16.0 256 1,0 
a.o 2.66 256 64.0 256 256 256 a.o 2.0 256 16.Q 256 1,0 

39 a.o 2.66 256 64.0 256 256 256 a.o 0.25 256 16.Q 256 0.125 
81 8.0 a.o 256 256 256 256 256. 16,'0 a.o 256 16.0 256 a.o 
102 a.o 2.66 256 64_.o 256 256 256 a.o. 0.25 256 64.0 16.0 l.O 
103 a.o 2.66 256 64.0 256 256 256 a.o 1.0 256 21.3 16.0 l.O 
104 a.o 2~66 256 64.0 256 256 256 a.o 1.0 256 21.3 16.0 2.0 
145 a.o a.o 256 64.0 256 256 256 256 2.66 256 16.0 a.o a.o 
159 8.0 2.66 256 256 256 256 256 256 2.0 256 21.3 256 a.o 
207 64.0 2.66 256 21.3. 256 256 256 8.0 2.0 2.56 16.0 8.0 a.o 
31*** a.o 2.66 2.56 64.0 256 256 256 a.o ·l.O 256 16.0 256 a.o 
202*** 16.0 2.66 256 21.3 2.56 256 ' 256 a.o 1.0 256 16.0 16.0 2.0 . 

'·. 

-

* Mltodo de dUudcSn en placa con asar Muall~r Hinton. Inoculaci&I reallaada 
con raplicaclor de Steara · 

** La9 dlluclonea ••riada• a11plead .. para loa antild.crohlanoa fueron da 0.12.5 a 2.56.0Jll/lll · *** Cepaa qua duron n•aativ• la P.rueha da ua U.aada en conejo · 
• Trtlletopria 1 aulf ... toxaaol (1s19) 

.. .. 
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Tabla IÍ-1. 

capa 

122 
123 
124 

. 131 

138 
224 

217*** 
126*** 

SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIHICIOBIANOS*DE CEPAS DB PJrotaua 
PRODUCTORAS DE ENTDOTOXINA ESTABLECIENDO SU COHC!HTRACION 
MlNltlA INHIBITORIA ** 

o ! u .... 
~ ~ ·i u 

~ ! • J 'O ! ... N .... 
~ .... 111 u ·¡ ! ~ 

ª 
.... J ! ~ .... . 1 ~ 

.. ~ "' ! ~ 1 3 • • ti 

conc. •.-a / 111 

8.0 0.25 256 256 256 256 256 0.25 
a.o 0.125· 256 256 256 256 256 0.125 
8.0 0.125 256 256 256 256 256 0.25 

8.0 0.25 256 256 256 256 256 0.25 
8.0 0.125 256 256 256 256 256 0.25 
8.0 1.0 256 256 256 256 256 1.0 

21.3 1.0 256 256 256 256 256 1.0 
a.o 0.125 256 256 256 256 256 0.25 .. 

Hitado de dilucidn en placa con aaar Mualler Hinton O.SZ .aa conc. 
Inoculacidn raali1ada con replicador de Steera. 

!·. 

! ! ~ t ~ .:l 1 1 e ... "' 1 ... • .. "' 
256 256 256 o.as 
~6 256 256 0.25 
256 256 256 0.25 
256 256 256 0.25 
256 256 256 o.us 
256 256 256 1.0''.'i 

256 256 256 1.0 

256 256 256 0.25 

** Le1 dilucionea .. r1ada1 .. plaada1 para loa antiaicrobianoa fueron de 0.125 a 256.0)la/111 

*** Cepaa que dieron ne1ativa la prueba de ... liaada en conejo. • 
• Triaetopria J 111lf ... toxa1ol (1:19) • 



Tabla X 
PORCEHTAJI ACUlfllLAt'IVO DB CEPAS DE :llebeiella lllT!l01'01ICllICAI 
INHIBIDAS A DIFBRBNTBS AMTIHICROBIAHOS, 

concantracidn l;ia/111) 
Antiaicrobiano 

o.us 0.25 0.33 1.0 2.0 2.66 a.o 16 21.3 64 128 2S6 

Ac. nalidlxico 90.9 ·- 100 

Aaikacina 72.7 100 

Aapicilina 100 

Carbanicilina 100 

Cefalotina 100 

Cloranienicol 100 

E1treptoaicina 63.6 72.7 81.8 100 

Gentaaicina 18,Z - 54.6 81.9 91.0 100 

Polill:Lxina 100 

llifaapicina 63.6 90.9 100 

Tetraciclina 18.Z 45.5 100. 
Tobraaicina 9.1 - 45.5 S4.6 100 

THP/SZ 9.1 72.7 11.8 100 

nota : 101 eapacio1 con la marca ( -- ) indican no Inhibición 



44
 

1 
D

U
Jt

J:
>

Ju
aq

.ie
:>

 
V

U
H

J:
>J

dw
D

 
0'

9S
? 

0
'8

Z
l 

0'
'1

9 

.. 
t'

l?
 ..

... ' 
0'

91
 i 

o·
a=

 i 
ll
U

J
:>

q
p

n
 

9
9

'?
 s z !i! 

o·z
 ! M

 u 

o·~ 
&

 1 
tt

·o
 

sz
·o

 

- : 
n

ro
 

... 
... 



• .- " ·: ·1'. •', ,~! -~~:.::': ~ ~. ·~ """,·' ',: ~~•:~:~~';;:V~-~,:.~·-

Antimicrobianos 

Acido nalid1xico 

Amikacina 

Ampicilina 

'1'HP / sz 

Carbenicilina 

Cloramfenicol 

Estreptomicina 

Gentamicina 

Polimixina 

lifampicina 

Tetraciclina 

Tobramicina 

PORCENTAJE AC1JMULATIVO DE CEPAS DE Proteua ENTEROTOXIGENICAS 

INHIBIDAS POR·DIFERENTES AHTIMICROBIANOS. 

concentración ( .t1.g/ml) 
0.125 0.25 0.33 1.0 2.0 2.66 8.0 16 21.3 64 -128 256 

- - 100 
so.o 83.3 -- 100 

100 

100 

100 

100 

100 

16.7 83.4· - 100 

100 

100 

100 

16.7 83.4 -- 100 

nota : los espacios con la marca (--) indican no inhibici6n 
... 
Wt 



fig. 2 

1 
PORCENTAJE ACUMULATIVO·DE CEPAS DE PJ'oteus ENTER2 .. ... 

% u 
TOXIGENICAS INHIBIDAS POR DIFERENTES ANTIMICROBIANOS .. u 

100 e .. 
1 

., .. ... 
~ 90 i 1 e ... 

u IQ ... ... ... 80 1 1 ~ a 1 "" 70 ... 
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ANTIMICROBIANOS * 

Aapicilina 

Carbenicilina 
Gentaicina 

· · Alaikacina 

Cloramfenicol 
'l'HP/SZ (l: 19) 
Cefalotina 
RifampiciDa 

( ) • nGaero de cepa• 

RESISUHCIA DB Kt.b.t.tia ,,.._.,_ t 
PJtotsus A DIÍ'DllftBS AHTIKICROIIAHOS 

Valor de corte porcentaje de reaietencla 

ps/ml Kt1b1Ült%a (13) .PJrot.ue (8) 

32 100.0 100.0 
128 100.0 100.0 
8 7~7· o 
16 o o 
16 .. 100.0 100.0 
32 84.6 100.0 
16 100.0 -
4 100.0 100.0 

. . ... . . 

* Antf.Jlicrobianoa auserldoa por el NCCLS (25) 



CAPACIDAD DE RESISTENCIA A DIFERENTES PRODUCTOS 

QUIMICOS (ORGANICOS E INORGANICOS) DE CEPAS ENT!; 

ROTOXIGENICAS DE Klebslella (RESISTOTIPOS). 

Patrones de Resistencia 

producto quimico .empleado 
Cepa fb vm np as ab se mp ac; m-af p-af cap 

32 fb vm np as ab se mp ac p-af cap 

33 fb vm np as ab se mp ac p-af cap 

37 fb vm np as ab se mp ac p=af cap 

39 fb vm np as ab se mp ac m-af p-af cap 

102 fb vm np as ab se mp ac p~af cap 

103 fb vm np as ab se t mp ac m-af p-af cap 

138 fb vm np as ab se mp ac p-af cap 

145 fb vm np as ab mp ae p-af cap 

159 fb vm np as ab mp ac m-af p-af cap 

207 fb vm np as mp ac m-af p-af cap 

. ~-
fh fucsina básica 0.0014 \ mp metabisulfito pot&sico 1\ 
vm verde de malaquita 0.003\ ac acetato de cadmio 0.4\ 
np nitrato de plomo 1.62\ m-af m-amino fenol 3.6\ 
as arscnato de sodio 0.75\ p-af p-amino fenol 3.6\ 
ab ácido bórico 3\ cap cloruro de cetilpiridinio 0.0125\ 
se sulfato de cobre 0.07\ 
NOTA las abreviaturas del producto qulmico correspondiente en el cuadro indican 

resistcnciar la ausencia de abreviaturas indica sensibilidad. 

• CD 



CAPACIDAD DE RESISTENCtfl A DIFERENTES PRODUCTOS 
QUI!.11COS (orcánicos e inorgilnicos) DE CEPAS ENTEUOTO 
XIGENICAS DE P1•oteuo ( llESlST01'1POS ) • -

Patrones de Resistencia 

producto qui'mico empicado 
cepa fb vm np as ab se mp ac m-af p-af · c;:ap 

lZZ fb vm np as ab se mp ae p-af cap 

123 fb vm np as ab se mp ae m-af p-af cap 

124 fb vrn np as ab se mp ac p-af cap 

131 fb vrn np se mp ac p-af cap 

Z24 fb vrn np as ab se mp ac m-af p-af cap 

fb fucsin~ básica 0.0014\ mp metabisulfito pot&sico l\ 
vm verde ée malaquita 0.003\ ac acetato de cadmio 0.4% 
np nitratc. de plomo 1.62\ m-af m-amino fenol 3.6% 
as arsenato de sodio 0.75\ p-af p-amino fenol 3,6% 
ab ácido t6rico 3\ cap cloruro de cctilpirldinlo 0,012S% 
se sulfate de cobre 0.;07\ 

NOTA 1 las atreviaturas.del producto qu{mico correspondiente en el cuadro 
indican resistencia 1 la ausencia de abreviaturas indica sensibil! 
dad 

" 



Tabla XV 

ESlUDlO DE CONDICIONES OPTIUAS PARA LA 

PRODUCClON DE ENTEROlOXINA EN CEPAS D~ 

KlebaieZla pnewnonia8 Y Proteua sp. 

condiciones 
empleadas ** 

A 
B 
e 
D 
E 
r 
G 
H 
I 

.J 
K 
L 
H 
N 
o 
p 
Q 
R 

resultado de la prueba 
de asa ligada en conejo * 

+ 

+ 

+ 

+ • positiva - • negativa 

* Se utili?.nron las CC?BS 32 de Klebstella pneumoniae 
y 224 da Prntcua mlr.1bilta. 
Como concl-oip.;:iitlvuelfiltrado de una cepa enter~ 
toxigénicn conocl~a y como control negativo el medio 
de cultivo estéril. 

** Las condiciones utilizadas son descritas en las 
tablas 11 1 II•A y III. 

so 



C.- DISCUSION DE RESULTADOS 

Como se pudo observar de los resultados obtenidos en 

los 25 coprocultivos e~tudiados , en todos ellos se aislaron 

Enterobacterias consideradas como flora habitual del intes -

tino. 

En 15 / 25 coprocultivos estudiados se aisló KZebsie­
ZZa [60Z] , en 6 /25 Pl'oteus [24~] , en 3 /25 Citrobacter 
[8%}. Cabe mencionar que algunos de estos coprocultivos 

se aisló más de un género. 

En lo refe=ente a la ca?acidad de estas enterobacterias 

para produci~ e~torotoxinas, de las 134·cepas estudiadas, se 

e~contró que 17 de ell~s fueron enterotoxigénicas. Si 

correlacionacos el núcero de ce?~s enterotoxigénicas encontra­

das, con el total de cepas estudiadas, el porcentaje que resul - -ta es bajo ( 12. 6%] • Sin C!!1!:/argo • es importante tomar en 

cuenta que estas bacterias son consideradas como no patógenas 

en tracto digestivo, y por lo general cuando son aislados de 

un coprocultivo son reportados cot10 flora normal y hasta en p~ 

blicaciones recientes se ha empe~ado a mencionar la presencia 

de cepas enteiotC'xi.~énicas de estos géneros. 

De los diferentes géneros de enterobacterias identific.! 

dos, KlcbsiolZa resultó ser la bacteria más importante como 

productora de cnterotoxina, encontrándose en el 24% del total 

de coprocultivos ; la otra bacteria fue Pltoteuo con 8%. 
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Los porcentajes antes señalados se incr.ementan cuando 

se consideran solamente aquellos coprocultivos en los cuales 

se aisló KlebsieZZa [6 / 25) • con lo que de un 24 % obte-

nido se eleva al 40 % de frecuencia. En estos 6 coprocu! 

tivos se aislaron 11 cepas enterotoxigénicas. 

En lo que corresponde a las cepas de P!'oteus en 2 /ZS 

coprocultivos fueron caracterizadas 6 cepas como productoras 

de enterotoxinas [JJ.3 %) • en este caso. podernos asegurar 

que no se trata de una misma cepa productora de enterotoxina. 

ya que en la identificación de especie se encuentran varia -

ciones (tablaIV). 

Lo anterior nos hace pensar la importancia que la 

transferencia de información genética tiene en este tipo de 

bacterias. por lo que existe la necesidad de estudiar más 

profundamente la frecuencia con la que estas bacterias puedan 

- ser portadoras de información para producir enterotoxinas. 

asi como los posibles mecanismos para controlar este fenómeno. 

Otro aspecto interesante observado fue el aislamiento 

de cepas de Klebsiella y Proteus productoras de enterotoxinas 

en un mismo coprocultivo. situación que probablemente nos señ.! 

le que la transferencia de material genético encargado de la · 

expresión de las enterotoxinas se esté realizando a una f re -

cuencia alta. aún entre géneros diferentes, 

Con respecto a las especies cnracterizadas como product.2, 

ras de enterotoxinas. en el caso del g~nero Kleboiella. K. pnc_!! 
moniae fue la única especie productora de enterotoxinas ; esto 

es comprensible. si tomamos en cuenta que es la especie m~s C.2, 

munmente encontrad¡¡ como flora habitunl en el tracto intestinal. 
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Con el género Proteus , las especies caracterizadas como 

productoras de enterotoxinas fueron : P. mo~ganii [ 17.6 % ), 

P. vuZgaris [ 11.8 %) y P. mirabiZis [ 5.9 %). (tabla V) 

En virtud de que el número de bacterias identificadas [6) 

es bajo, los porcentajes en cuanto a frecuencia se refiere, pr2. 

bablernente no sean representativos. Sin embargo, es importa.!!. 

te señalar que 2 especies diferentes con capacidad enterotoxigé­

nica se aislaron de un mis::io coprocultivo ; esto nos permite 

nuevamente establecer la posible frecuencia de la transmisión 

del lilélterial genético extracromosómico, én estas bacterias. 

Por otro lado, quere~os mencionar que de acuerdo a la 

Socieclad A::ericcna de Nicrobiología (22) , la tribu Proteec.e 

ha sufrido codificacio~cs e., su nomenclatura ; sin ecbargo , 

en este trabajo no hemos considerado estos cambios en virtud 

de que se utilizaron esque:::ias bioquímicos en los cuales aún no 

se refieren las ~odificaciones. 

P3ra el estu<lio de susceptibilidad a los antimicrobianos 

utilizamos, ndem5s de los reco~cndados por el NCCLS para el tra 
~·· ta.'lliento de infecciones por enterobccterias, algunos otros, 

principalmente porque en la actualidad el uso de antimicrobianos' 

se ha hecho rutinario por parte de algunos facultativos, motivo 

que puede estar favorecien¿o la selección d? mutnntes resisten­

tes, razón que justificó nuestro interés por conocer la sensib! 

lidad que tienen este tipo de bacterias eotudiadas frente a dJ. 

ferentes,productos. 
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Loa resultados obtenidos nos muestran que con reapecto 

a 101 antialcroblanos recomendado• para el tratamiento de en­
fermedad•• por enterobactert.. , la realatencia fue entre el 
BSI y el 1001 para ampicilina , cef alotina , cloraafenicol , 

triaetopria I 1ulfametoxazol , y 1610 hubo aenalbilidad para 

•ilcaclna y gentuicina , tanto en el caao de K1.eboiet1.a C0110 

el de PJtotmut. 

Con antimicrobianoa no utilizados coaun.ente para el 

trataaiento de enfermedades ocasionadas por eate tipo de bao!: 

teria• , 1e encontr6 resistencia del 100 1 con carbenicilina 

y rifamplcina , en ambo• g&neros bacterianos. 

Otros antiaicrobianos utilizados fueron icldo nalidlx! 

co, e1treptomicina, polimixina·, tetracicUna y tobl'amicina, 

en loa que 1e ,observa que la concentrac16n dnilla inhibitoria. 
[CHI) fue muy.variada, encontr,ndose desde un valor de 8.0 

hasta 256 .MB/ml. 

' . 
Con estos productos no se estableci6 la resistencia 

por no contar con los valores de corte correspondientes. Estos 

valorea de corte no se reportan para estos antiaicrobianoa en 

raz6n de no ser productos utilizados comunmente para el trata­

miento de enfermedades gastroentfricaa. 

Los valore• de corte reportadoa·eatin dados en aig/1111 y 

nos sirven para conaiderar a una cepa como sensible o reai•t9!! 

te, establecifndoae de acuerdo con loa nivele• promedio que a.! 
canza el anti•icroblano en el l!quido corporal de donde •• 
atal6 la bacteria. toa valorea de corte utilisado• en.el 

· p~eaente trabajo se han t011Sdo de estudios en donde •• ob1er­

Y6 la re1iatencia de.enterob1cterta1 a dtferent .. anttlllcrob~ 
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nos (13) y del Boletín Informativo del Comité de Control de Ant.! 

microbianos, Hospital de Pediatda, C.H.N. (J). 

Como se puede apreciar claramente, la resistencia a la ma 

yoria de los medicamentos de uso común y aun para los que no lo 

son para el tratamiento de esta clase de padecimientos es alta, 

lo cual nos debe preocupar y además nos obliga a realizar más e!!. 

tudios de este tipo para tratar de conocer cómo puede ir modif i­

cándose esta resistencia, para intentar de predecir cambios con 

respecto al uso de estos productos. 

En el presente estudio se observó además la resistencia 

a diferentes productos químicos [orgánicos e inorgánicos]. Esta 

parte del trabajo se realizó debido a la asociación que existe e.!! 

tre la capacidad para elaborar enterotoxinas y la capacidad de r_! 

sistencia a productos químicos, información que podría radicar 

también en plismidos transmisibles. 

Desafortunadamente, la posibilidad de establecer una prob.! 

ble correlación entre la producción de enterotoxinas y la resis­

tencia a p~oductos quimicos no se logró llevar a cabo, en virtud 

de que se trabajó sólo con cepas enterotoxigénicas , sin contar 

con resultados de cepas no pro~uctoras de enterotoxinas. 

La última parte de este estudio se dedicó a buscar condi-

ciones óptimas para la obtención de enterotoxinas. Esto se 

debió, a que durante el desarrollo del trabajo, en algunos casos 

se tuvieron variaciones en los resultados de positividad por el 

•étodo de asa ligada en el conejo. A pesar de que se han re­

portado condiciones óptimas no fue posible lograrlas de mánera 

repetitiva, razón por la cual se buscaron métodos aplicables a 

nuestras peculiares condiciones de trabajo en el laboratorio. 
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CONCLUSIONES 

En base a los resultados obtenidos en el presente 

estudio, podemos señalar que algunas enterobacterias co_!l 

sideradas como flora habitual del tracto intestinal, son 

capaces de elaborar enterotoxinas y por lo tanto, se les 

puede considerar como posibles agentes etiológicos respo_!! 

sables de cuadros diarreicos ; tal es el caso de Kteb­
sie tta pneumoni.ae .. Proteus mol'ganii. .. Proteus vulgtll'Í.B 

y Proteus mi.rabi.lis. 

La frecuencia con la que se aislaron estas bact_! 

rias, a partir de coprocultivoa de niños con cuadro el! 

nico diarreico, result6 muy alta en relación al número 

de co~rocultivos estudiados, hecho que demuestra la i,!! 

portancia que estas enterobacteriaa pueden adquirir de.!!. 

tro de la etiologla del padecimiento, ya que hasta el 

momento no se han considerado como posibles agentes P.! 

·tógenos en tracto intestinal. 

----------· 
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La elevada resistencia mostrada frente a los 

antimicrobianos por las cepas enterotoxigénicas aisl,!_ 

das. nos pone de manifiesto los daños que el uso indis 

criminado de antim:lcrobianos puede ocasionar en lo que 

se refiere a la aparición. cada vez más frecuente. de 

cepas multirresiste::ites. ya que tomando en cuenta que 

las enterobacterias estudiadas no hablan sido combati­

das especlf icamente con estos antilllicrobianos en el 

tratamiento de enf ernedades gastrointestinales por no 

considerárseles patógenas en dichos sitios, presentan 

ya una marcada resistencia a la mayorla de los antim! 

crobianos utilizados, condición que adquiere relevan­

cia cUnica. 

En lo referente al estudio de la resistencia 

a diferentes productos qufmicos orgánicos e inorgfni­

cos (Resistotipos] de las cepas enterotoxigénicas ai! 

ladas, la falta de resultados comparativos con cepas 

no enterotoxigénicas hace que no sea posible estable­

cer un patrón de resistencia caractertstico que perm! 

ta evidenciar a las cepas productoras de enterotoxi -

nas. No. obstante, es de tomarse en cuenta la alta 

resistencia que a la 112yorla de los productos qu!mi­

cos empleados, mostraron estas cepas. 
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Los resultados obtenidos en relaci6n con 

el aislamiento en un mismo coprocultivo de cepas de 

KZebsieZZa y Proteua productoras de enterotoxinas • 

as{ como la resitencia frente a los antimicrobia­

nos y a los diferentes productos químicos orgánicos 

e inorg!nicos. permite considerar que la frecuencia 

con la que se está.realizando la transferencia de 

material genEtico entre estas bacterias. posibleme~ 

te pueda ser muy alta. 

Además de las condiciones reportadas por 

diversos autores para la producci6n de la enteroto­

xina 1 se observó que se pueden utilizar otras cond,! 

ciones como agitación con perlas de vidrio e incub.! 

ci6n anaerobia. en el caso de cepas de Klebsiella y 

la adición de lincomicina al medio de cultivo util,! 

zado para la producci6n de enterotoxina en cepas de 

Pltoteus. 
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ANEXO 

I. Preparación de soluciones para Resiatotipoa 

Productos utilizados 

Fucsina básica 0.0014% 
Verde de malaquita 0.003% 
Nitrato de plomo 1.62% 
Arsenato de sodio 0.75% 
Acido bórico 3.0% 
Sulfato de cobre 0.07% 
Ketabisulf ito potásico 1.0% 

Acetato de cadaio 0.4% 

.m-amino fenol 3.6% 

p-amino fenol 3.6% 
cloruro de cetil piridinio 0.0125% 

Se utiliza como disolvente amortiguador TRIS 0.1 H pR 7.6 

Para la preparaci6n de la fucsina básica, m-amino f enol y 

p-amino fenol se utiliza como disolvente una pequeña cantidad de 

alcohol y se completa con agua destilada hasta alcanzar la CO!!, 

centraci6n deseada. 
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Medio base para lleaiatotipos. 

Medio para Antibióticos I 2 10% más concentrado 

Saeto peptona o peptona de gelatina-----~ 6.6 g 

Extracto de levadura ---------------- J. l g · 

Extracto de carne ---------~----------- 1.65 g 

Agar-agar --------------~-----~---- 16.5 g 

Se disuelve en TRIS 0.1 H pH 7.6 

II. Medio para conservación de cepas. 

Agar agar --------- 2% 
Cloruro de sodio -- 0.5% 

lacto peptona -~ 2.0% 

disolver en 1 000 m1 de agua destilada 

III. ·Medio para prciducéión de enterotoxina CAAYE 2 . 

Casaaminodcidos -------------­
Extracto de levadura -------
cloruro de sodio --------
IC 11.PO ------------
sicto 4dextrosa -------------­
solución de O.SZ Mgso4 

O.SZ HnC12 

2.0 % 
0.6 z. 
0.25% 
0.875% 
0.25% 

O.SZ FeC13 ·---- 0.1% 

Ajustar a pH 8.5 con .NaOH o HCl 1 N 
La dextrosa se esteriliza por filtración y. se adiciona 
en condiciones de esterilidad c1.10.14) . 
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IV. PREPARACION DE LOS ANTIMlCllOIIANOS 

tubo ml a2o dest. ml del antibi6tico conc. final 
* Lt9/ml 

1 4.88 s.12 (del antibiótico] 256 
2 2.5 2.5 [del tubo I l ] 128 
3 6.0 2.0 [ 11 

' .! J 64 
4 2.0 1.0 [ " ' 3 J 

21,3 .. 
s J.O l.O [ " ' 3 l 16 
6 7.0 1.0 [ 11 11 3 J 8 
7 2.0 1.0 [ 11 

' 6 J 2.66 
8 3.0 1.0 ( .. 

' 6 ) 2.0 
9 7.0 1.0 ( 11 

' 6 J 1.0 
10 2.0 1.0 [ .. 

' 9 J 0.33 
11 3.0 1.0 [ 11 

' 9 1 0.25 
12 7.0 1.0 ( 11 

. ' 9 1 0.125 

* concentración que se tiene en la placa tomando 
1.0 1111 de cada dilución I 20 ml de medio. 
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PREPARACION DE LOS ANTIMICROBIANOS 

Acido Nalid!x~co 

Ampicilina 

Amikacina 

Carbenicilina 

Cloramfenicol 

Gentamicina 

Polimixina 

Rifaaipicina 

Tobramicina 

Estreptomicina 

Trimetoprim / aulf ! 
metoxazol 

disolvente utilizado 

NaOll 0.2N (m!n:lma cantidad) completar con u2o deat. est•r11. 

Buffer de fosfatos pH • 8.0 0.1 M • completar con buffer de 

fosfatos pH • 6.0 0.1 H. 

Buffer de fosfato• pH • 8.0 0.1 M • completar con e2o de1t. 

"2º 
Etanol {m!nima cantidad), completar con e2o dest. estaril. 

Buffer de fosfato• pH • 8.0 0.1 M , completar con e2o de1t. 

estlril. 

"2º. 
Alcohol o dimetil sulf6xido hasta que estl totalmente disue! 
ta, completar con e2o dest. estlril. 

"2º 
Agregar casi en volGmenes iguale• alcoho • vol • a2o,· 1e pr.!. 

cipita, agregar mis alcohol, •• pone opale1cente, completar 

con e2o dest. e~t•r11. 

Metanol m!n:laa cantidad. 
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