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INTRODUCCION

A pesar de los progresos logrados en el tratamiento de
las enfermedades diarreicas agudas, dichas afecciones conti -
niian siendo importante problema de salud piblica en los paises
en desarrollo y la causa mis frecuente de muerte en los lactan

tes.

Durante la ﬁltima'década, el conocimiento de la exis -
tencla de cepas de enterobacterias productoras de enterotoxi~
[
nas ha venido a aclarar un poco el panorama relacionado con

el diagndstico etioldogico 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 so
lo contribuian al funcionamiento normal y a la nutficibﬂ del
huésped. Estas bacterias sélo se copsideraban patdgenas
cuando alcanzaban tejidos fuera del intestino, particularmen-
te de vias urinarias, vias biliares, pulmones, betitoneo o

meninges, piovocando inflamaciones en dichos sitios.

‘ Los agentes causales de diarrea mids importantes hasta
ahora reportédos son : FEacherichia coli enterdtoXigénica
(como el causante més'comﬁh), Salmonella , Shigella , Vibrio
cholerae , Vibrio parahaemolyticus , Campylobacter fetus as
Jejuni , Cloetridiwm difficile , Staphylococcus aureue , ’
Yersinia enterocolitica , Giardia lamblia , Balantidium coli,
- Entamocha hiatalytida » Rotavirus , Noruwalk viﬁua y Adeno-
virus (9,15,20,26,33) ' '



Ademds de Escherichia coli enterotoxigénica, se ha ob-
servado. que otros miembros de la familia Enterobacteriaceae
son capaces de ocaslonar diarrea por la accidn de enterotoxi-
nas ; tal es el caso de Klebsiella pneumoniae que produce una
enterotoxina termoestable que induce la hipersecrecidn de
liquidos y de electroliios 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 Escherichia coli , la cual se halla bajo el
control genético de un grupo heterogéneo de plismidos (34) .
Esta condicidn permite suponer la posibilidad de que dichos
plasmidos pudieran ser transferidos a diferentes géneros de

enterobacterias.

El pregente eétudio pretende poner de manifiesto la
importancia de algunas enterobacterias consideradas como flo~
ra habitual del 1ntest1no, como posibles productoras de ente-

rotoxinas.

Con lo anteriormente dicho, se pretende encaminar la
atencidén hacia este grupo dg bacietias cumo agenies eiiolbgi-
cos de diarreas que pueden estar incrementando ei porcentaje
de‘morbilidad‘y mortalidad en niﬁos. proroado por este pade-

cimiento,




A.~  GENERALIDADES

A.1l.- ANTECEDENTES HISTORICOS

El término diarrea es un vocablo médico que deriva del
latin 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 evacuacion intestinal frecuente, liquida y
abundante. (15)

Los primeros agentes etioldgicos fueron conocidos desdé
el siglo pasado a partir de la era pasteuriana ; L&sch demos-
trd la presencia de Entamoeba higstolytica en enfermos con
disenterfa ; en 1883 Roberto Koch encontrd los trofozoftos en
1a pared intestinal de enfermos con disenterfa y en el higado
de individuos con absceso hepitico y un afioc despuds reportd

el hallazgo de Vibrio cholerae en individuos con diarrea.

Salmon y Theobald Smith, en 1885, descubrieron el pri-
mer microorganismo del grupo de las saimonelas. Salmonella
cholerae-suis , causante de enteritis tanto en el cerdo como
en el hombre ; pero no fue sino hasta 1940 cuando se recono-
cié la importancia de esta enfermedad en los nifios, debido a
los trabajos de Hormaeche en Uruguay.

Entre 1898 y 1901, Shiga en el Japén, Flexner en las
Filipinas y Kruse en Alemania, demostraron el papel de
Shigella en las diarreas y disenter{a. . Ewing, por su
parte, 1ntegr6 mis tarde un esquema aerol&gico que compren- .
dfa alrededor de 40 serotipos de Shzgella .(15,26)



Eacherichia coli , el microorganismo aerobio mis comiin
del intestino del hombre y de los animales, fue descubierto
por Escherich en 1885, durante sus investigaciones sobre la

composicifn de la flora bacteriana normal del nifio recién na-

cido. (15,26)

Aunque su participacidn en las diarreas se sospechd
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-
rolégico de Kauffmann permitié aclarar que las primeras cepas
descritas de Eschericﬂia coli enteropatSgena correspondfan a
los serotipos 011:B4 [K58] y 055:B5 [K59].

En el afio de 1946, independientemente de los investiga-
dores ingleses, en el Hospital Infantil de México, Varela ,
Aguirre y Carrillo, aislaron la cepa de Escherichia enteropa-
tégena conoci&a como Coli-Gémez, la que poateriormehte'se en-
contrqrfa que corresponde al serotipo 011:B4 [KS8]. (15)

1 -

A.2.~ AGENTES ETIOLOGICOS

En la etiologfa de las enfermedades diarreicas inter-
viene una‘amplia variedad de agentes causales entre los que
se incluyen : bacterias, virus, protozoarios, helmintos y
hongos. ' .



Existe‘un'grupo de agentes etiolégicos coheiderados comb
clﬁéicos. constituido por : Shigella , Salmonella , Giardia
lamblia , Entamoeba histolytica (en la actualidad la participa
cidn de ellos en la etiologia del padecimiénto se encuentra
bien determinada) , Vibrio cholerae , cuya accién se ve confi-
nada a ciertas &reas geogrificas y Fascherichia coli , la cual
ha adquirido gran importancia en la etiopatogenia de este pade
cimiento, debido a que se le reconocen difetentés mecanismos
por los cuales puede pro&ucir infecciones del tracto gastroin-
testinal y como consecuencia diarrea ; estos mecanismos han
permitido agrupar a esta bacteria en : gnteropat&gena. éntqu

toxigénica y enteroinvasiva (15,20,26).

Los virus también se han relacionado en forma importante
en la etiologia de las diarreas, senalﬁndoae como los de mayor
relevancia a los Ratavtrus. agentes inductorea de diarrea en |

nifios menores de 5 afos ; los virus Norwalk que originan bro -
 tes limitados de gastroenteritis aguda , y los Adenovirus (26).

Recientemente se ha reconocido layparticipacién de otros
agentes en la etiologia de las diarreas ; son de particular im
portancia : Chmpyiobacter fetus ss jejuni , Yersinia enteroco~
litica , Vibrio parahaemolyticus , Peeudomonas aeruginosa ,
Clostridium difficile y un protozoario Balantidium coli (15,21
26).

Otras bacterias como Staphylocoocus aureus , Clostridium
perfringens , Bacillus cercus , entre otros, se han relaciona-
do con la etiologia de este padeclniento. pero presentando una
'epideuiologta y mecanismo de agreai&n distinto, ya que produ -
cen intoxicaciones por la 1ngect16n de aliuentoc contuinadou ‘
~ con enterotoxinas elaboradas’ por est-a bacterias y no por colo

- nizacién del tracto intestinal como. cl el caso. de 1.- lntetior i
untc uncionadu (IS) ' EE ‘



A -pesar de los avances logrados en el esclarecimien-
to de la etiologfa de las gastroenteritis, y aun con el
empleo de sofisticadas técnicas de diagnéstico, queda cier-
ta proporcion de casos en los que no se establece al agen =~
te causal del padecimiento.



A.3.- MICROORGANISMOS PERTENECIENTES A LA FLORA NORMAL-
.Y SU POSIBLE ASOCIACION CON LA DIARREA.

Durante los Gltimos ailos se ha reconocido la parti-
cipacin de otras bacterias pertenecientes a la flora habi
tual del intestino, diferentes a Escherichia coli , como
" posibles responsables de cuadros diarreicos ; entre estos '
se mencionan a Klebsiella prnewmoniae ', Enterobacter cloacae
y Proteus ep (17,18,20). La implicacisn de ellas como
posibles agentes etioldgicos de cuadros diarreicos se ire '
afectada por el hecho de que, al formar part;e de la flora
normal del intestino, su tiﬁmero en las eirac'uaciones. de
manera habitusl, es casi siempre elevado, motivo por el
cual cuando son aislados en un coprocult:lvo. no se conlide-‘ .
ran como los lgences causales del padeciniento.

El género Klebeiella est§ coupuesto por bactcr!u no
méviles pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae y a
" la tribu Klebsiellae ; dentro de este grupo.son reconqcidaq :
cuatro especies : K. pnembnide , K. ozaenas , X. rhinoschle
romatis y K. ozytacd (22).

" Klebsiellae pnemoniaevse considera el patSgeno mfs
_importante para la espééie humana de todbl’“lou que constitu
yen el géncro Klebsiella. . Es .un nicroorganim upauh-
do que produco coloniu hﬁudu de gnn tmﬁo. con npecto




mucoide. Se encuentra en el aparato respiratorio y en las

heces en un 5 a un 10 por ciento de iﬁdividuos ganos.

No obstante que se ha reconocido cierta asociacidn de
esta bacteria con cuadros de diarrea aguda en nifios, a
Klebsiella sdlo se le considera patSgeno cuando se localiza
fuera de su hibitat natural,

Sin embargo, en 1975 en Puerto Rico y Haitf, fueron
aisladas cepas de Xlebsiella pneumoniae del yeyuno de pacien
tes con‘sprue tropical. En estas bacterias se demostrd
la capacidad para la elaboracién de una enterotoxina que
inducfa la secrecifn de agua y .electrolitos, impidiendo la
absorcisn de xilosa y mostrando anormalidades estructurales
en la mucosabintestinal. seglin experimentos realizados en
diferentes modelos animales (17).

‘Actualmente se conoce que Klebsiella preuwmoniae produ
ce una éntefotoxina termoestable [TE] con un peso molecular
da aptpiiﬂidanente 5,000 daltons (17). Su mecanismo de
accisn al paiecet. es similar al de la toxina termoestable
de Escherichia coli. '

A.3.2.- PEnterobacter

El género Enterobacter est8 éonpuelto de bacterias
_mbviles pertenecientes a la familia Ewterobacteriaceae y a
la tribu Xlebsiellae. ‘




Los microorganismos del género Enterobacter se en~
cuentran en el suelo, en los productos ldcteos, en el agua,
en las cloacas y en el conducto intestinal del hombre y de
otros animales. Generalmente, estos microorganismos son
considerados como patdgenos secundarioé. como oportunistas
o como comensales. La especie tipica es Enterobacter
cloacae. (4,5,7,15,16,25)

Algunas cepas de E‘nterébaater cloacae son capaces
de elaborar una enterotoxina termoestable que tiene aproxi-
madamente el mismo peso molecular y caracter{sticas simila-
res a las enterotoxinas termoestables producidas por algu ~
nas cepas de Escherichia coliy Klebsiella pneumoniae
(18).

A.3.3.~ ' Proteus

El género Proteus estd compuesto de bacilos méviles
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae y ala
tribu Proteeaa. . '

Cuatro especieq son las que constituyen este género ;
P. mirabilis , P. vulgaris , P. rettgeri [actualménte bio-
grupo l-4 Providencia rettgeri , bilogrupo 5 P. stuarti 1 vy
P. morganii |Morganella morganiil. (8,22) '




Estos microorganismos se encuentran con frecuencia

en el suelo, en las cloacas, en el estifrcol y en las he~
ces humanas normales, especialmente en caso de que el in-
‘dividuo esté en tratamiento con antibiSticos o que sufra
un proceso diarreico producido por otros microorganismos.

(4,5,7,15,16,26)

" Proteus producen con frecuencia enfermedades del -

tracto urinario e intervienen frecuentemente en otras en-
fermedades graves.

10
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Ak, uzcanxsno nz ACCION DE LAS ENTEROTOXINAS TERMO
ESTASLE Y TERMOLABIL.

'Aun cuando no ha sido plenamente establecido el meca-
nisao de accién y las -proptc‘dadei quinicas de las dnurotdxi
nas producidas por algunil enterobacterias consideradas cdnd
flora habituasl del intestino, se 'ube“ que muestran gran lhi
1itud con la enterotoxins temoecuble de Eschcrichw coli

= (17,18), ‘

4 E‘aclm'iahw ooli eo capaz de llntetiut dos t:l.pol da
‘ .cnterotox:lm. una teml&bil (TL] de alto peuo lolccuhr y .
) B otra temuubh [TE] de bajo peso nolecular. L

CATa La toxim temllbn t:iene un pelo nohcullr nproxt-
ndo de 100, 000 dlltons. lll uclniuo do lcciGu apauntmn’ .
o te'es shnn- al de 1a enterotoxm de Vibria cholcrae

().  Es de natunleu prote!a. se mact:lvn bajo la lc-' :
7 cibn del calor '(60°C) y 1o8 tcidoa. L Es antigénica (11,
153, | T

: La toxina temutable ) temruiltcnto (TE): es de :
s bajo p«o -olccuhr. dc 1,400 ‘a 10, 000 daltons,” 3 €8 'un
‘;‘poupéptido ruhtentc nl. lcido y ‘al calor. loportl tupc—
e raturas huu de 1oo‘c. A don;n bnjn su. acci&n es: nlor

, ripld:. pero do duucidn utl ‘corta (15) Elti con-titu!
“da de llpidu (831) y ptouinu [lSZl. con cnpacidnd :l.nlu
e ,no;intca pobre (29, 33) o C - o




NECANISNO DE ACCION

La toxina termoldbil se f£ija a los nhgll&ldoa oM
en el borde de cepillo de las células epiteliales del in-
testino delgado, provoundo 1a estimulacibn de la adenila
to clchu. 1a que a su ver induce un incremento en los

1

niveles 1ntncelu1uu de adenosin 3' 5' monofosfato cf-
clico (_mcl Este udiadot ptwou alteraciones pro-
‘fundl'l' en los lﬁunisml de transporte de agua y electro- |
litos, dando origen a la pérdida de agua y de cloruros a
tuvto de la pltcd intestinal 1nhibundo la rubnorci&n v
de lodio. munhno que propich la uuda nnlva de loa i
‘mismos & h luz del mtett:lno (ll 31). :

Duunte cl proceso. las bacterln que elaboran la to-
xim u lulciplicln activnente en. el. 1ntell:1no del;ado. s

‘Los vol.ﬁmnu de. secreciGn originadon cn el inteutino llegan i i e
a ser: nn gundu. que cobrepuln la cnpac!dnd de lblorcﬁn ’

7 del colon. produci&ndole 1. diarten.

» ,‘"El.?'lec‘avnim de accién de la toiini termocestable no
es conocido con precisisn, su forma de actuar es diuinto
- al de 1a toxina termolfbil.. - No se une al 3nn31160:ldo

‘ Gll‘ ‘se ubc que es capu de activar ol sistema de la gua- "', o
“ . ﬂillto cichu 1nduc1¢ndo un lncrenento en la conceutnci&n 5
de gunnoo!n 30 st nionofoafato cfclico (GHPcl. lo- quc provo- L

ca una -ccrecﬁn masiva de liquido y cloctrclttol ll iate =~

'30).

rior de 1a luz del 1ntut1no delgndo, cnuundo durru (ll. '
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El cuadro clfnico que origina la toxina termoestable
es semejante al de la toxina temllbn aunque posiblemente
nis benigno y de duracién ais corta, al uull que su pcr!odo
de 1ncubac:l.5n.

© AiS.-  METODOS UTILIZADOS PARA LA DETECCION DE ENTEROTO-

K

Ante la inexiltoncu de utcndoru bioquhicou y CI~’

- ,ucter!lticu urol631cu quo -ingulnricen alas cepu entt
. rotoxiginiun. se han’ enpleado para cu 1dcnt1f1cac:l.6n ma.

: '-fvuricdld de litodoa enfocadol. exclulivmntc. a avctigmr SR
AR h acewn de ln enterotoxims sobre diferentel lodelol ex-' :

' peri-ennlea. tanto in vivo- como in vitro.  Estos. .6-
todou se dencriben en la pugina aisuicnce [ubln I)

e

13




- Tabla SRR : x S e
| METODOS PARA DETECCION DE ENTEROTOXINAS

' pr"ueh'a' L S v  toxinas -
PR T

B Modelos iﬁirﬁaleé :

RSN pen a0 ZCone)o. asas llgadaa (lleon) :
e el WY Conejo recién nacido (lntragistﬂca)
: Celiniad ~ .+ Conejo intradérmica

O

- Ratén recién nacido (intragdstrica) B
~ Rata, perfuaién in_vivo (yeyuno) i

,:"",“'",Cultivo de tejidos )

' .}Y 1 (tumor adnmlen utén)
. CHO ' (ovario hamster chlno)
~ VERO (riﬁon ‘mono verde africano)

Lo

“ "Serodiagnéltico 3

i 'lnmunoheméliall pulva
~Inhibicién de.la inmunohemélhh
.~ "RIA (radio inmuno ensayo)
L _t-ELlSA (inmunoabsorbench entim‘tica)

O S S SE

©UIL = termolébll, TE = termoestable
* resultado observado a lu 18 horas. :
R relultado obnrvado 3 lu 6 horn. '




A6~  ANTIMICROBIANOS

El uso indiccrhimdo que se le Iu dado a los antm-
crobianos en las Gltimas décadas, ha ptovocndo un mcre-ento
‘en el nimero de cepas resistentes, dobido a la ul.ecci.&n qun
se realiza de estas bactcriu.

Se ha observado que la resistencia nﬁluﬁh a'los -

firmacos esté condicionads por el intercambio de material &e ’

‘ntuco entre las bac:erlu. el cual se puede efectuar por di

» ferentes mecanismos como son : COnjugac:lGn. ‘rnnsducc!.&n y

‘Tl'fansfomc'ilﬁﬁ.‘- (5 .16) s

EY enpleo de agontcs antimictobimos en niiios se hu
: 'justiﬂcado por nlsunos autotea con el propﬁl!to de lmtat

0 hpudi: el crcch:lanto de las buteriu patsgenn . sin e
- enblrgo. c\undo 1a adninil:uciﬁn de utol producton se rea

_‘:vliu sin la identificacﬁn del agente cauul del mdecinien.
" to, su uso implica- guveu riessos.

Exioten duerentn nétodoa que nos pemttcn deten1-~ - .
‘ur la umibilidad de lu bacterias 2 lon nntin:lcrobunon IR

. entre loc nis’ hportu\tu es:ln las pruebu de diluci&n en- :

udio- 11quidos o sélidos y el -!(:odo de ‘d4fusibn en placa

utninndo dlccos de papel Hltto upregmdo: con el unti-«
biﬁt:lco [Kltby—huer] (5.12.13.23 26) ’

‘ Un proccdiniento do gun uttudnd e ol -‘codo d-

b» - duuciﬁn on phca utniundo pars. v rnuucﬁn un npli-

endor de Sturl. 01 cul cuenu con vnrul vnnuju ubn
,otrol litodoi : talu como. . ‘ T

15




16

" a) probar hasta 32 cepas diferentes por placa.
b) poder efectuar un control de la potencia y concentra- -
- cién de los antimicrobianos empleados.
c) observar la posible pruiucin de contaminacién, y
d) los resultados son reproducibles en un 95 por ciento
de los casos.

Todas estas ventajas lo eouvierten en un sétodo pr&c—
, tlco. confiable y ripido. ' ’

' Adle- RESISTOTIPOS

sy

. » § Ll lu:utotipu es un n!todo quc fue descrito por vez
b : prtun por Blek y lugnay en 1970 el principio en el que se
E basa consiste en la diferenciacibn de cepas bacterianas por .
el ‘grado de resistenciu 0. uusceptibnidad ala’ acci&n de dife =
" rentes sustancias qu!nlcu Iorxinicu e 1norsln1cu]

, Este nétodo ase ha utiliudo en .cepas de E'cchsmchta v
colz de enfer-edldes en tracto urtnario. nostundo correlu- ’ '
" edbn de renultudon a los obtenidos’ utﬂinndo h tipiﬂcaewn -
urol&giu (8). Auuiuo. tub!én se ha ‘empleado para la ;
cauctcriucﬁn de Staphylacaccua aureus.




El uso de este tipo de procedimientos para.la carac-
terizacidon de diferentes especies bacterianas se ha venido
discutiendo en virtud de que no todos los laboratorios
cuentan con recursos para practicar la tipificacién serold-
gica y fdgica de los microorganismos.

Por otro lado, se ha observado cierta relacifn entre
la capacidad de resistencia a antimfcrobianos y capacidad de
elabo;ar enterotoxinas, Esto debido probablemente a que
estas propledades estin asociadas con la preséncid de mate-
rial genético extracromosémico, por lo que'de existir corre
lacién, se podrfan tener procedimientos accesibles a casi
cualquier laboratorio para sospéchér sl 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 experimen -
tal del presente trabajo son los siguientes :

A)  Aislamiento y caracterizacidon de cepas de entero
bacterias productoras de enterotoxinas diferen -
tes a ‘Escherichia coli 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 aisla
das.

C) .Estudio de la resiﬁtehcia a diversos productos
qufmicos orginicos e inorghnicos [Resistotipos]
de las cepas enterotoxigénicas aisladas.




' Bllo-

B.1.1.-

301020-
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B.= PARTE EXPERIMENTAL

MATERIAL

MATERIAL BIOLOGICO

B.l.1.1.- Muestras Clinicas

Coprocultivos provenientes de nifios con cuadro
clinico diarreico (Clinica # 32 del Imstituto Mexicano
del Seguro Sociall.

B.1.1.2.- Animales

Conejos Nueva Zelanda blancos de 2.5 a 3.0 kilg
gramos [proporciqnadoa por el bioterio de la Facultad
de Medicina U.N.A.M.].

MEDIOS DE CULTIVO

Agar-agar (Merck)

Agar cerebro corazén (Difco)

Agar citrato de Simmons (Merck)

Agar eosina azul de metileno EMB (Merck)
Agar Kligler (Merck)

Agar Mueller Hinton (Merck)

‘Agar- Salwonella-Shigella '(Difco)
Bacto peptona (Merck)

Base ‘de agar urea Christensen (Merck)
Caldo infusidn cerebro corazén . (Difco)
Caldo MR-VP ' (Merck)

.Caldo Mueller Hinton (BBL)

Caldo soya tripticasa (BBL)




B.1.3.-
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Caldo urea (Merck)

Casaaminoidcidos (Difco)

Casein peptona-peptona de harina de soya (Merck)
Extracto de carne (Difco)

Extracto de levadura (Difco)

Medio base caldo de Moeller descarboxilasa (Difco)
Medio base caldo rojo de fenol (Difco)

Medio de SIM (Merck)

Medio para antibiéticos # 2 (Bioxon)

Peptona de caseina (Difco)

Peptona de harina de soya (Merck)

Soya tripticasa agar (BBL)

PRODUCTOS QUIMICOS ORGANICOS E INORGANICOS

B.1.3.1.~ Carbohidratqs

Dulcitol (Merck)

Lactosa (Merck)

D (+) Rafinosa (Sigma chemical Co.)
& -L-Ramnosa (Sigma chemical Co.)
Sacarosa (Merck)

B.1.3.2.~ Aminoicidos:

L-Arginina (Merck)
L (+) Lisina HCl (Merck)
L- Ornitina HC1 (Merck) .

B.1.3.3.~ Antimicrobianos

Acido nalidfixico . o (Sidney Ross) '

Anmikacina (Mead-Johnson) . lote FDA 05
Ampicilina (Sanfer) 121679
Carbenicilina (Sanfer) 934036
Cefalogporina (Abbot ) . 15890 ARM
Cloramfenicol .. (Park Davis) 79132
Eatreptomicina - - (Wyeth-Vales) 680277
Gentanicina (Scheranex)

Kananicina (Bristol) , EB 306

Lincomicina (Upjohn) MX 91



Polimixina (Lab. Dr. Zapata) lote 143010

Rifampicina

Tetraciclina (Sigma chem. Co.)
Tobramicina (Ely-Lilly)

TMP /S2 (Roche)

B.1.3.4.~ Productos Quimicos para Resistotipos

Acetato de cadmio (J.T. Baker)

Acido bdrico (Merck)

Arsenato de sodio (Merck)

m-amino fenol (Eastman Organic Chemicals)
p-amino fenol (Eastman Organic Chemicals)
Cloruro de cetilpiridinio (Cepacol, Merrel)
Fucsina basica (Merck)

Metabisulfito potdsico (Merck)

Nitrato de plomo (J.T. Baker)

Sulfato de cobre (Merck)

Verde de malaquita (Merck)

'B.1.3.5.~ Reactivos varios’

Acido clorhfdrico (Merck)
Alfa naftol (J.T. Baker)
Citrato de amonio fé€rrico (Merck)
Cloroformo (J.T. Baker)
Esculina (Merck)
p-dimetil amino benzaldehido
-Etanol (J.T. Baker)
Eter de petrSleo (J.T. Baker)
. Fosfato &cidodipotdsico 3.1!20 (Merck) -
. Metanol (J.T. Baker)
Hidréxido de sodio (Merck)
Hidréxido de potasio (Merck)
Reactivo de Ehrlich
Cloruro de sodio  (Merck)
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VIDRIERIA

Vaso de precipitado de 20, 100, 600 y 1000 ml (Pyrex)

Probeta graduada de 50, 100 y 1000 ml1 (Pyrex)

Caja Petri de 100x20 (Pyrex)

Matraz de ebullicisn de 1000 ml (Pyrex)

Matraz erlenmeyer grad. de 250 y 500 m1 (Pyrex)

Matraz volumétrico de 1000 ml (Pyrex)

Pipeta serolégica de 1/10x1/100, 1x1/10, 1x1/100
5x1/10 y 10x1/10 (Pyrex)

Tubo de cultivo de 13x100, 16x150 y 22x175 (Pyrex)

EQUIPO

Agitadora con regulador de tempetatura (Scient:lfic
Precission)-
Agitador vortex mod. R-90 (Lab-Line Instrunents)

- Asa bacterioldgica de nicromel

Balanza analftica mod. H 35 AR (Hettler)
Balanza granataria, doble plato capac. 2 kg
- wod. 1510 D - (Ohaus)

Bafio giratorio mod. G 76 (New Brunswick Scientific)
Centrifuga de 5,200 rpa mod. K 7165 (Damon/IEC

Division) - :
Caja Petri desechable de 130x20 (iInds. Tecimicure)
Estufa ‘ ' ‘
Estuche de diseccién )
Fotocolorimetro mod. 800-3 (Klett-Sumnerson)
Gradilla de alambre
Jarra para cultivo lnlerobio Cas Pak (BBL) -
Jeringas desechables de'1.0, 5.0 y 10.0 ml (Pyrex)
Mechero fischer
Membrana de filtraci8n de 0,45 um, 13mm ‘ y4Imd

- 'RAWP  (Millipore Corporation) .

Microscopio Sptico. (Carl Zeiss) ' I . Y
Olla de presiSn de 20 lbs. : B .



Papel '"Parafilm"

Potencidmetro digital (Cole Parmer)

Pinzas Millipore mod. XX 6200006 (Millipore
Corporation)

Replicador de Steers

Tabla para operacién de conejos

Tela de alambre con centro de asbesto

Tripié

Tubo para centrifuga grad. de 50 ml (Falcon)

Unidades de filtracidn swinnex de 13 mm ¢ y 47 mm ¢
(Millipore Corporation)
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HETODOLOGIA UTILIZADA
EN.LA PARTE EXPERRIMENTAL.

1. TOMA DE PRODUCTOS

{Coprocultivos de pacientes
con cuadro clinico diarreico}

 1L. AISLAMIENTO EN MEDIOS

DIFERENCIALES Y SELEC
TIVOS (BB, 58]

I11. IDENTIFICACION PRELIMINAR

Caracterizacién de género
mediante IMVLC, .

1 IV, CARACTERIZACION DE CEPAS

ENTEROTOXIGENICAS POR EL
METODO DE ASA LIGADA EN
CONEJO

V. IDENTIFICACION DEFINITIVA

. Catacterizacién de especie
mediante prusbas bioquimi-

VI. PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD
A LOS ANTIMICROBIANOS

“VIIL. ESTUDIO DE COWNDICIONES
' OPIIMAS PARA LA PRODUC
CION DE.ENTEROTOXINA
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B.2.- METODOS

B.2.1.- TOMA DE PRODUCTOS Y AISLAMIENTO

Se trabajd con muestras de coprocultivos de
pacientes que présentaban un cuadro clinico diarreico. Para
su aislamiento, se sembraron un promedio de 3 a 6 colonias por
coprocultivo en medios diferenciales y selecti?os [(EMB y SS].

B.2.2.- IDENTIFICACION BIOQUIMICA PRELIMINAR

Con las colonias aisladas se pgocediﬁ a la iden- -

tifica¢16n preliminar del género mediante pruebas bioquimicas

) utiliéahdo los medios de IMVIC lindol; rojo de‘metilo. Vogea'
Proskauer y citrato}] , SIM [sulfhidrico, indol y moQilidad] y ‘
Kligler. '

Para su uso posterior las cepas aisladas e iden
tificadas se guardaron en medio para conservacién (ver Anexo) .

B.2.3.- CARACTBRIZACION DE CEPAS ENTEROTOXIGENICAS

B.2.3.1.~ Obtencidn del filtrado

Las bacterias en estudio se sembraron en el medio ¢"

‘de 2!3 durante 24 horas a 37°C.  El crecimiento fue en condi -

ciones aerobias utilizando tubos con 10.0 ml de caldo soya trip -

ticlsa. incubindose durante tods una noche a 37°C.
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De cada cultivo se tomaron 0.5 o 1.0 ml fnoculdndose en
matraces erlenmeyer de 250 y 500 ml que contenfan 25 y 50 ml
de caldo soya tripticasa respectivamente.

Los matraces se incubaron en baio con agitacidén a 37°C
durante 18-24 horas. El cultivo obtenido se centrifugd a
3,500 rpm durante 60 minutos para el caso de Klebsiella, o 45
minutos en el caso de Proteus, Citrobacter y Enterobacter .

El sobrenadante obtenido se pasd a través de filtros Millipore
de 47 mm ¢ adaptados con membranas de 0.45 um HAWP, obtenién
dose asf el filtrado.

-B.2.3,2.~ PRUEBA DE ASA LIGADA EN ILEON DE CONEJO

Se utilizd para la determinacidn de enterotdxigenicidad;
el método de asa ligada en conejo.

Se emplearon conejos de la.cepa Nueva Zelanda con un péso
aproximado de 2 a 3 kg. Se paracticé la anestesia por via
endovgnosa administrando pentotal sddico a una dosis de 3 mg/Kg;
y se mantuvo con &ter etilico por inhalacién. La asepsia de
la regiéh abdominal se ralizd con alkil dimetil bencil amonio
{Zolvacsol]}. " Mediante bistur{ provisto de hoja # 22 se prac~
tica una incisidn de aproximadamente 5 centimetros de longitud a
nivel de la linea media, que abarca piel y tejido celular subecu-
tineo, ‘ ‘



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 vidlvula 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 inoculdndose a cada una de estas porciones 2.0 ml del filtra
do de un cultivo de la cepa en estudio o 1.0 ml de cultivo puro,
empledndose como control positivo el filtrado de una cepa entero
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 mantuvo hidratado, en reposo y a una‘tempe;g
tura de 25 a 30°C durante un periodo de 18 horas, al t€rmino del
cual y previo sacrificio, se reabrid la cavidad abdominai y se
observaron los resultados. Se considera la prueba positiva
cuando el aciimulo de liquido en el segmento del intestino tiene
una relacién longitud/volumen de 0.5 a 1.0 cms/ 1.0 c.c. ,
teniendo en cuenta que el control positivo y negativo dieran el

resultado esperado.

B.2.4,~ IDENTIFICACION BIOQUIMICA DEFINITIVA

La caracterizacidn de especie se practicd a las cepas que

‘dieron positiva la prueba de asa ligada en ileon de conejo, uti- o

" 1izando las siguientes pruebas bioquimicas :
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indol, &cido sulfhidrico, ureasa, rojo de metilo, acetolna ,
citrato de Simmons, movilidad, lisina descarboxilasa, ornitina
descarboxilasa, arginina dihidrolasa, glucosa, lactosa, sacaro
sa, dulcitol, rafinosa, ramnosa y esculina [tabla VI y VII}

Se siguid la metodologia seiialada por Edwards y Ewing (7).

B.2.5.- SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS

Se realiz6 la susceptibilidad a los antimicrobianos de
las cepas que dieron positiva la prueba dé'enterotoxigenicidad.
asl como a 4 cepas que resultaron negatiﬁaé. utilizando 13 dife
rentes antimicrobianos de uso comiin sugeridos por el National
Committe for Clinical Laboratory Standards [NCCLS]) (25).

Se utiliz6 el método de dilucién en placa con agar Mueller
Hinton realizdndose la inoculacidn con el replicador de Steers.

Las cepis problema fueron sembradas en agar EMB 24 horas
a 37 °C con el objeto de contar con colonias aisladas y puras ,
creciéndose posteriormente en tubos con 5 ml de caldo Mueller
Hinton durante 18 horas a 37°C. Se colocd 1.0 ml de cada cul -
tivo en los pozos de la placa del replicador y se procedis a ino
cular las cajas que se prepaiaron con 20 ml de medio y 1.0 ml
del antibiStico en cuestion. En el caso de Proteus se utiliz§
el medio con una concentracién 0.5% mayor de agar, con el objeto:
de eliminar el efecto indeseable del "swarntng".
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Las diluciones seriadas empleadas para los antimicrobia
nos fueron de 0.125 a 256.0 ug/ml utilizindose 12 diluciones
para cada antibidtico. Se sembraron placas sin antibidtico
para probar la pureza del cultivo y su viabilidad. La
lectura se hizo después de 16-18 horas de incubacién a 35°C.

La concentracion minima inhibitoria [CMI) se determind
por la concentracién del antibiGtico en la primera placa que

no mostrd crecimiento.

La concentracifn inicial utilizada para todos los anti
microbianos fue de 100 mg. , excepto para gentamicina [214 mg]
polimixina [200 mg] y tobramicina [119 mg].

Los antimicrobianos se disolvieron y/o suspendieron en
10 ml del disolvente apropiado teniendo una concentraciSn ini
cial de 10 ng/ml. La preparacién de las diluciones serfadas
para los antimicrobianos se muestra en el anexo.

3.2.6.; RESISTENCIA A DIFERENTES PRODUCTOS QUIMICOS
(RESISTOTIPOS)

A las cepas que dieron positiva la prueba de enterotoxi
genicidad, se les estudio la capacidad de resistencia a 10 di-
ferentes productos quimicos [orgénicos e inorgénicos].

Se ut1l1z6 el método de diluciSn en placa con uédiq
para antibiSticos # 2. Las placas se prepararon con 27 ml
del medio, adiciondndoles 3 ul de la solucl&n del producto
quinico a estudiar (Anexo].
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Las cajas se sembraroﬁ con hisopos que'éontcntlnAlol
microorganismos de prueba. El inSculo se prepard sembrando
‘una asada de las cepas‘en tubos que contenfan 1.0 al de caldo
BHI e incubindose durante 18 horas a 37°C! Terminado este
tiempo se adiciona a cada tubo 9.0 ml de solucién salina iso-
ténica estéril paia mantener una concentracién de bacterias
constante; Se sembrd por estrfa recta en cada una de las
cajas que contenfan los diverso§ productos quimicos, ptdbindo
se 6 cepas en cada una de las placaa. se incubaron durante 24
horas a 37°C ; pasado este tiempo se observaron los resultados
{inhibicisn del desarrollo o crecimiento normal de la bacte-f"
til] ‘ ‘

‘B 2., 7. ESTUDIO DE CONDICIONES OPTIHAS PARA LA PRDDUCCION
DB ENTBROTOXINAS !N CBPAS DE chbaiclla
Protcua.‘-”

v ‘ sg renliz& el estudio con 2 cepls de chbatella Yy
f, Prétcua onterotoxigénicas. ‘las cualca hanan nontrndo reaulta
- dos posttivoo repetitivos mediante la prueba de asa ltgada en
' conejo. . -Se empleS como control pouitivo una cepa enteroto
-xigénica conocida y como conttol negltivo el ledlo de cultivo
",elcértl., B '

“Las condicionel enpleadls para elte eltudto se delcribgn
i ‘en 1.. tnblll II ’ II-A y 111.”’, e ‘ ‘




- Tabla Il

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

ESTUDIO DB OOHDICIONBS OPTIHAS PARA 1A PRODUCCION :
DB HWEROTOXXNA !N CEPAS DE chbli.lla pmmontac ,

L T T T T S S T N T RN I B T B R RS P,

- condicibn

- procedimiento empleado

‘Agitaci&n con perlu dc vidr!.o duuntn 2 horu. 1m!¢lun a 1- o
“incubacién. con agitacin (1824 hrs.; 37°C], utilizando adeafs
1wl de cultive puro sin: chur. pau h lnocuhcién ‘en el in‘
. testino dcl conojo. . : -

©similar al pusto A" pero. ututundo como. inﬁculo en el eonojo
1.0 ml del cultivo fntudo LE trwll do lubnnn ulnpou de.:
: f‘d__OloS 6B HAWP, :
-gimilar sl proccdhunto deucrito plu h obemcun dcl fntn' L

" do (B.2:3.1.) pero utiuundo eclo 1n6culo 1.0 -1 de cultlvo ‘
. puro” -in filtrar. &

- ’smnar al proccdhunto descrtto pun 1a obtcnei&n dcl filtn' -
.do (Bi2.3.1.) utilizando como inSculo 1.0 =l de. cultivo tntn R

doa tnv& de mbraml Huupou de 0.45 MR WP

Incubacién uuc!.onlrh con atn&tfcu de anurobiolu (37'c ’ 3 :
18-24 hra.). utiuundo como 1n6culo 1. o -1 dc culttvo puro u.n o
ﬁltur. 5 *. o

Ss aﬁldc 0.25 ul de pounlxim s una concnntnci&n do 2, 5 uz/ ‘
- ml /.25 al de medio, durante las Gltimas 4 horas de incubacién
" con agitacién (37°C , 18-24 hrs.) ,. utilinndo cono Mcnl.o

. .1 0 ol de culuvo puro sin fucr-r. *

Ty
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- condicién B B procediniento empleado

. ¢ . Se afiade lincomicina (90 mg/ml de medio) , durante las 4 horas
- - finales de incubacifn con agitacién (37°C , 18~24 hrs.) utili-
_'zando ‘como inSculo 1, 0 ml de cultivo puro sin filtrar . *

R ' Agitacién con perlas de vidrio durante 2 horas,’ innediatas a
BRNEE 1a incubaciGn con sgitacisn (37°C, 18-24 hrs.). Se utilizs =

" 'como medio de cultivo el CAAYE 2 y como 1n6culo l 0ml de cultt o

".vo puro sin filtrar, ##

er Incubacién estacionaria en atm&nfeta de annerobﬁonu (37‘c. 18-

24 hrs.) , utilizendo como medio de cultivo el CAAYE 2 y como °
indculo 1.0 ul de cultivo puro sin filtrax, #s -

J - Agitacibn con perlas de vidrio durante 2 horas, inmediatas a la
‘ " incubacidn con agitacisn (37°C, 18-24 hrs.) , utilizando como
i ©“ " medio de cultivo caldo soya tripticasa sustituyendo la glucosa
X por. sacarosa y como. inﬁculo l O ml de cult:lvo“puro sin filtrlr.ﬁ*

K L ‘Incubacwn estacionaria (37°c, 18-26 hu.) ’ utiuundo como. .
PO medio de cultivo caldo soya tripticass lultituyendo la glucosa

. por sacarosa y como inSculo 1.0 ml de cultive puro sin filtrar.*

* o Se utilizs como nedio de cult:lvo ‘caldo aoya ttipticau
Tk La cepa se- denrrolls prwiuent. en agnt soya triptiuu 26 hu. 8 37'0

oz



‘Tabls III
ESTUD10 DE CONDICIONES OPTIMAS PARA LA PRODUCCION

DE ENTEROTOXINA EN CEPAS DX Proteus ap.

condicionu ] ) procedimiento empleado

L Similar al procodmimto descrito en el punto B.2.3.1., uci
lizando como inSculo 1.0 ml de cultivo filtrado a través de
nembranas Millipore de 0.45 um HAWP, *

M Similer al procedimiento descrito en el punto §,2.3.1, , uti
1izando como inSculo 1.0 ml de cultivo puro sin filtrar. B
SN Se adlade 0.25 1 de polilixinn a una conc. de 2.5 mg/mt/25

‘al de medio durante las 4 horas finsles de incubacién con &
gltacibn (37°C , 18-24 hrs.) , utilizando como inSculo 1.0 ml
de cultivo puro sin filtrar. *

) IncubaciSn estacionaria con atafafera de anserobiosis (3‘1‘0.
§8-24 hrs.), utilizsndo como inSculo 1.0 ml ds cultivo puro

sin filerar., *

? Se ailade lincomicina, 90 sg/nl de medio, durante ln 4 hra.
: ~ finales de incubacifin con, agitscidn (37°C , 18~24 hrs. )
utilizando como infculo 1.0 ml de cultivo puro ein filtrar.®

q Similar sl procedimiento descrito en el punto B.2.3.1. , uti
1icando el medio da CAAYE 2 y cowmo inSculo 1.0 -1 de cultivo
puro sin Intur .

R Similar al prodedimiento descrito en el punto B.2.3.1. , uti
lisando el medio de caldo soys tripticasa sustituyendo aluco
sa por uurou y como inSculo 1.0 ml de cultivo puro sin

* B utilizé como nedio de cultivo caldo soya tripticssa
" la ccn s dourronﬂ puvnuatc en agsr mn tripttuu 24 hu . 37°c. :

Lo
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C.- RESULTADOS

Se estudiaron 25 coprocultivos de ninos con cuadro
clinico diarreico provenientes de la clinica # 32 del Instituto
Mexicano del Seguro Social, aislados en un perfodo comprendido
de abril a julic de 1983,  Mediante la prueba de IMVC se
procedid a identificar el gémero ; en 15/25 [60%] se aislé Xleb-
siella , 6/25 [242] Proteus » 3/25 [122) Citrobacter y
. 2125 [82] Enterobactenr (tabla 1IV).

Para la'carac:erizacién de cepas productoras de enteroto-
xina se utiliz3 el método ce asa ligada ea conejo, mediante el .
cual se identificaron 17 cepas enterotoxigénciess, 11 de ellas
pertenccientes al género Klelsizlia y 6 al género Proteus. En
uno de los coproculfiﬁos se a2isld tanto Klebsiella como Protecus

resultando ambas productoras de enterotoxinas (tablé 1v).

Médiante prucbas bioquimicas especi{ficas se procedis a
- identificar la especie de las cepas enterotoxigénicas encontradas,
_obteniéndose 11 cepas de Klebsiella pnewncniae, 3 de  Proteus
morgenii, 2 de Proteus vulgaris y 1deProteus mirabilis (tabla V).

Con las cepas enterotoxigénicas caracterizadaavhe realiss
un estudio de susccptibilidad freante a 13 de los antimicrobianos
de mayor uso clinico, estableciendo su concentracién minima in -

hibitoria y su relacién de resistencia,



En el caso de las cepas de Kleboiella pneﬁmouiae se en
contrd un elevado porcentaje de resistencia para ampicilina ,
carbenicilina, cloramfenicol , rifampicina y cefalotina , 1la
cual fue de 100 X y de un 84.6 % para trimetoprim y sulfameto
xazol [TMP/SZ].

Con el género Proteug se encontrd también resistencia
del 100 2 péra ampicilina, carbenicilina, cloramfenicol, rifam
picina y trimetoprim/sulfametoxazol .

La relacién de resistencia o susceptibilidad la obtuvi-

mos comparando los valores de corte con la concentracién mini-

ma 1nhib1;otia obtenida para cada una de las cepas (tabla VII,

IX y XII).

Otro estudio realizado consisti5 en conocer la capaci-
dad de resistencia a 12 productos quinicos orgﬁnicos e inorgi
nicos [Resistotipos] ; las cepas de Klebsiella productoras de
enterotoxina mostraron resistencia a todos los productos emn=
pleados, excepto para el m-amino fenol al 3.6% con el cual
86lo se observé un 40% de resistencia y con el sulfato de co-
bre al 0.07% sdlo el 70X. Con Proteus se obtuvo también
100% de resistencia con la mayorfa de los productos, excepto
con'el n~amino fenol al 3.6% en donde s6lo el 40 % de las ce
pas fueron scnsibles y con el arsenato de sodio al 0.75 % y
el dcido bérico al 3% con una sensibilidad de 80X en ambos
casos (tabla XIII y X1V).
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Con el objeto de buscar condiciones Sptimas para la pro
duccidn de enterotoxina en estas bacterias, se estudiaron dife

rentes variantes en cuanto a procedimientos f{sicos y medios

de cultivo. Las condiciones con las que se obtuvieron resul :

tados fueron, en el caso de Klebsiella pneumoniae a) agitacidén
con perlas de vidrio durante 2 horas después de efectuar incu-
con agitacién [18-24 horas, 37°C} , utilizéndo el medio de cal
do soya tripticasa y como indculo 1.0 ml de cultivo puro sin

filtrar ; b) incubacibfn estacionaria en condiciones anaerobias

[13-26 horas, 37'01_. utilizando el medio de caldo soya tripti ‘L

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

Para Proteus se obtuvieron buenos resultados al adicio
- nar polimixiné'ai ngdio de cultivo utilizado [caldo soya’trip-
~ ticasa] (tabla XV).' SRR

. En lasytablah 11, II-AVyIIII ae-muéscrasvlaa diferéhtge~"

" condiciones probadas.
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Tabla IV

ENTEROBACTERTIAS DIPERENTES A Ebcharichta aoli PRDDUCTOIAS

DE ENTBROTOKINA AISLADAS DE 25 COPRDCULTIVOS.

# de cepas.

“# de coprocultivos .

§ de coprocultivol copll ontetotoulgl

yctnero : - estudiados én que se aislaron nicas aisladas de
Lo estudiadas ) cepas cnterotoxig! los. coproeulctvol
v ‘nicas (Z) :

Kiebeiella 82 - %15/ (60.0) 6/15(40.0)
CPotews 31 %6/ @0 . 2/6 (3 6

©Citrobacter 12 3 (1200 0 Lo e

 Enterobactar 9 2/ (8.0) o 0
total : - 134 * 26 8 17

o Se encontrS en un mismo coprocultivo tlnto chbaiclla cono Proteul
productoras de enterotoxtna. ‘ v ,
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Tabla V

NUMERO Y PORCIENTO DE ESPECIES DE‘KZebeicZZa

Y Proteus PRODUCTORAS DE ENTEROTOXINA.

Género Especile Cepas enterotoxigénicas
o No. ' (%)
Klebsiella pneumoniae n (64.0)
Proteus morganit * 3 . (17.6)
Proteus vulgarie * 2 (11.8)

Proteus mirabilis 1 ( 5.9)

% Se encontraron en un mismo coprocultivo dos especies diferentes
de Proteus productoras de enterotoxina.



" Tabla VI

HUM BIOQUIMICAS FARA LA CARACTERIZACION DE ESPECIE

Proteus PRODUCTORAS DE ENTEROTOKINA,

prusba o sustrato

especie
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Referencia :  Edwards,P.R. snd Bwing,W.H. ; Identification of Enterobacteriscess ()

1972.



Tabla VII |

PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA LA CARACTERIZACION DE ESPECIE
DE Klebsiella PRODUCTORAS DE ENTEROTOXINA. B

prueba o sustrato

teseryxoqTessep eurayuze

eSPTOIPTYTP eutuThIC

PERTIXOQIVOSEP UTSTT
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Referencia : uwaido, P.R and Ewing, W.H. :1dentification of Enterobacterisceas (7)
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Tabla VIII.

I’RUEMS DE SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIHICROIIANOS%B CEPAS DE Klebeiella
PRODUCTORAS DE ENTEROTOXINA ESTABLECIENDO SU CONCENTRACION MINIMA
INHIBITORIA %#

-] -
.9 -
- s 9 .
a . a [ [T} % . 3 ‘.
| T 3 & . 3 % 3§ 1% 1} 3 4
cepa 3 PR B § ° W §. E i 2 B i
| i ~ o T > N : 8‘ H 5
S i i E ("] u.&’ -3 A‘ g -4 : o L]
- - N ’ ) . 8 U3 '8 [ -] 8. ~ 3 3
‘32 | 8.0 8.0 25 64.0 256 256 256 21.3 1.0 256 16.0 256 8.0
'3 8.0 2.66 256 128 256 256 ; 256 8.0 1.0 256 16.0 2% 1.0
» 8.0 2,66 256 64.0 256 256 256 8.0 2.0 256 16.@ 2% 1.0
39 8.0 2.66 256 64.0 - 256 256 256 8.0 0.2 256 16.@ 256 0.125
81 8.0 8.0 256 256 256 256 256. 16.0 8.0 - 256 16.0 256 8.0

102 | 8.0 2.66 256 64,0 256 256 - 256 8.0.0.25 256 64.0 16.0 1.0
103 | 8.0 2.66 256 64.0 256 256 256 8.0 1.0 256 21.3 16.0 1.0
106 | 8.0 2.66 256 64.0 256 256 256 8.0 1.0 256 21.3 16.0 2.0
145 | 8.0 8.0 256 64.0 256 256 256 256 2.66 256 16.0 8.0 8.0
159 | 8.0 2.66 256 256 256 256 256 256 2.0 256 . 21.3 256 8.0
200 |64.0 2,66 256 21.3. 256 256 256 8.0 2.0 256 16.0 8.0 8,0
3% | 8.0 2.66 256 64.0 256 256 256 8.0 1.0 256 16.0 256 1.0
©202%%116.0  2.66 256 21.3 256 256 " 256 8.0 1.0 - 256 16.0 16.0 2.0

* Método de diluciSn en placa con aur Mueller Hinton. Inoculacmn nnnmh
con replicador de Steers
a4 Las diluciones ssriadas swpleadas para los antimicrobiancs fueron da 0 125 o 256 0 ,nlll
#44 Cepas que dieron negativa la pruo!n d. ass ligada nn concjo
M ,'rrmtopti- y lulfmtoxuol (lsl ) S ‘
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Tabla IX |. '

SUSCEPTIBILIDAD A LOS ABTIHICROIIANOS*DB CEPAS DE Proteus
PRODUCTORAS DE ENTEROTOXINA !STABLECIE‘DO SU CONCENTRACION
MINIMA INHIBITORIA ##

g .
: : 3 4 :
. . :
S ¢ 8 3 4§ i 8 3 @
-;0‘ [ ] [*] Y ) -l 3 i

SRR T N B i i 1

» ] ] e o

§ i § & § 4 & &8 3§ & -3

onc, = ug | ml '
122 8.0  0.25 256 256 256 256 256  0.25 256 256 © 256 0.2%
123 8.0 0.125 25 25 256 256 256  0.125 2% 256 256  0.2%
124 8.0 0.125 256 256 256 256 256 0.25 256 256 256  0.25
"131 8.0 0.25 25 25 256 256 256  0.25 25 236 256  0.25
138 8.0 0,125 256 256 256 256 256 0.25 25 256 256  0.123
224 8.0 1.0 25 25 256 256 256 1.0 256 256 256 1.0

21794n 2.3 1.0 - 256 256 256 236 256 1.0 2356 236 256 1.0
12642 8.0 0.125 256 256 256 256 256 0.2 236 256 236 0.25

» Método de dilucisn en placa con agar Mueller Hinton 0.5X més cone.
Inoculacién realizada con replicador de Steers.
L Las diluciones seriadas eapleadas para los antimicrobianos fueron de 0.125 a 256. Olllnl
4%  Cepas qus dieron negativa la prueba de asa 1igada en conejo. .
Trimetoprim y sulfasetoxazol [1:19). '
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Tabla X
INRIBIDAS A DIFERENTES ANTIMICROBIANOS.

PORCENTAJE ACUMULATIVO DE CEPAS DE Xlebsislla ENTEROTOXIGENICAS

concentracidn [ug/ml)

Antimicrobiano
0.125 0.25 0.33 1.0 2,0 2.66 8.0 16 21.3 64 128 236

Ac. nalidfxico 90,9 -~ =— 100

Amikacina © 72,1 100

Ampicilina 100

Carbenicilina 100

Cefalotina - 100

Cloranfenicol 100
- Estreptomicins 63.6 72,7 81,8 - == 100

Gentamicina 18,2 -- 54.6 81,9 91.0 100

Polimixina 100

Rifampicina 63.6 90.9 100

Tetraciclina : 18,2 45,5 — - - 100

Tobramicina 9.1 == == 45,5566 -- 100

TMP/S2 9.1 72,7 81.8 100

r'lotn‘ : los espacios con la marca (--) indican no inhibicién
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PORCENTAJE ACUMULATIVO DE CEPAS DE Proteus ENTEROTOXIGENICAS

INHIBIDAS POR DIFERENTES ANTIMICROBIANOS.

concentracidn { ug/ml]

Antimicrobianos 0.125 0.25 0.33 1.0 2.0 2.66 8.0 16 21.3 64 128 256
Acido nalidixico ‘ . » . ' ) ’ 100

Amikacina  50.0 83.3 == 100 ’

Ampicilina o EE | 100
™P /Ssz - . _ 100
Carbenicilina ’ : . : » o : 100
Cloramfenicol : ; ' SR i PR K 100
Estreptomicina / o _ ‘ B . : ER 100
Gentamicina . 16.7 83_.45 — 100 |
Polimixina IR o , » 100
Rifampicina | o | - 7 100
fetraciclina : » - ' 100
‘Tobramicina 16.7 83.4 -- 100 |

sy

nota : los espacios con la marca (--) :lndiéan no inhibicién
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RESISTENCIA DE Klebsiella pnewmonias Y

Proteus A DIFERENTES ANTIMICROBIANOS

ANTIMICROBIANOS #

Valor de corte

porcentaje de resistencia

g/l Klebsiella (13) Proteus (8)

Ampicilina 32 100.0 ~ 100.0
Carbeniciling ' 128 100‘.07 100.0

. Gentamicina 8 R -. Y

- Amikacina 16 0 - o

_ Cloramfenicol 16 . 100.0 100.0
“TMR/sz [1:19] 32 86,6 100.0
Cefalotina 16 100.0 —
Rifampicina - 4 100.0 100.0

(' ) = n(mero de cepas

) Ant:uuctobunol suaoridon por el NO(:LS (25)



CAPACIDAD DE RESISTENCIA A DIFERENTES PRODUCTOS
QUIMICOS (ORGANICOS E INORGANICOS) DE CEPAS ENTE
ROTOXIGENICAS DE Klebsielld (RESISTOTIPOS).

Patrones de Resistencia

2

producto quimico .empleado

Cepa fb vm np as ab sc¢c mp ac m-af p-af cap
32 ‘fb wvm np as ab sc mp ac p-af - cap
33 fb wvm np as ab sc mp ac p-af cap
37 fb vm np as ab sc mp ac p=af cap
39 - fb wvm np as ab s mp ac - m-af p-af cap
102 - fb wvm np as ab sc mp ac ' p-af cap

103 fo vm np as ab sc mp ac  m-af p-af  cap
138 "fb  vm np as ab s mp ‘ac p-af cap
145 fb vm np as ab mp ac - p~af cap
159 fb vm np as ab mp ac m-af p-af cap
207 fbo vm op as mp -ac m-af p-af cap
£h  fucsina bisica 0.0014 % mp metabisulfito potdsico 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  A&cido bdrico 3% cap clorurc de cetilpiridinio 0.C125%

§C - sulfato de cobre 0.07% _
NOTA : las abreviaturasdel producto quimico correspondiente en el cuadro indican
resistoncia; la ausencia de abreviaturas indica sensibilidad.
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CAPACIDAD DE RESISTENCIA A DIFERENTES PRODUCTOS
QUIMICOS (orgdnicos e inorginicos) DE CEPAS ENTEROTO
XIGENICAS DE PpProteus .( RESISTOTIPOS ).

Patrones de Resistencia

producto quimico empleado .
cepa fb vm np as ab sc mp ac m-af p-af  cap

122 fb wvm onp as ab sc mp ac Cp-af ‘ cap
123 fb vm np as ab sc mp ac m-af p-af cap
2124 fb vin np as ab s mp ac - p-af cap
131 fb vin np sc mp ac p-af‘ ' ‘cap

22 fb  wvin np as ab sc mp ac m-af p-af cap

£b fucsine basica 0.0014% mp metabisulfito potdsico 1V

vm verde ¢e 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 acido kérico 3% ‘ ' cap cloruro de cetilpiridinio 0.0125%
sc sulfatc de cobre 0.07%

NOTA : las akreviaturas del pkoducto quimico correspondiente en el cuadro
indican resistencia ; la ausencia de abreviaturas indica sensibili
dad
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Tabla XV

ESTUDIO DE CONDICIONES OPTIMAS PARA LA

PRODUCCION DE ENTEROTOXINA EN CEPAS DE
Klebsiella prnewnoniae Y Proteus sp.

condiciones resultado de la prueba
empleadas *# de asa ligada en conejo *
A +
B -
c -
D -
E +
F -
G -
H \ -
P ¢ -
J -
K -
L. -
M -
N +
0 -
P -
Q -
R -
+ = positiva - = negativa

# Se utilizaron las ccpas 32 de Klebsiella pneumoniae
y 224 de Proteus mllubllia. ’
Como concrol positive el filtrado de una cepa entero
toxigénica conocida y como control negativo el medio
de cultivo estéril.

%% Las condiciones utilizadas son descritas en las
" tablas 1I, 11-A y III,

50



51

C.- DISCUSION DE RESULTADOS

Como se pudo observar de los resultados obtenidos en
los 25 coprocultivos estudiados , en todos ellos gse aislaron
Enterobacterias consideradas como flora habitual del intes -
tino.

En 15 / 25 coprocultivos estudiados se aislé Xlebsie-
lla [60%) ., en 6 /25 Proteus [247) , en 3 /25 Citrobacter
" [82]. Cabe mencionar que algunos de estos coprocultivos

se aisld m3s de un género,

En lo referente a la capzcidad de estas enterobacterias
para producir enterotoxinas, de laé 134 -cepas estudiadas, se
" encontrd que 17 de ellas fueron enterotoxigénicas, Si
correlacionanos el niimero dé cepas enterotoxigénicas encontra-
dzs, con el total dg cepas estudiadas, el porcentaje que resul
ta es bajo [12.6%]. Sin emhargo, es importante tomar en
cuenta que estas bacterias son consideradas como no patégenas
en tracto digestivo, y por lo genaral cuando son aislados de
un coprocultivo son reportados como flora normal y hasta en pu
blicaciones recientes se ha empe:add a mencionar la presencia

de cepas enterotoxirénicas de estos géneros.

De los diferentes géneros de enterobacterias identifica
dos, Klebsiella resultd ser la bacteria més importante como
productora de enterotoxina, encontrindose en el 24% del total
de coprocultivos ; 1a otra bacteria fue Proteus con 8x.
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] ]
Los porcentajes antes seiialados se incrementan cuando
se consideran solamente aquellos coprocultivos en los cuales
se aisld Klebeiella (6 / 25) , con lo que de un 24 Z obte-
nido se eleva al 40 % de frecuencia. En estos 6 coprocul

tivos se aislaron ll cepas enterotoxigénicas.

En lo que corresponde a las cepas de Proteus en 2 /25
coprocultivos fueron caracterizadas 6 cepas como productoras
de enterotoxinas [33.3 7] , en este éaao. podenos asegurar
que no se trata de una misma cepa productora de enterotoxina,
ya que en la identificacidn de especie se encuentran varia -
ciones (tablalV). ' .

Lo anterior nos hace pensar la importancia que la
transferencia de informacidn genética tiene en este tipo de
bacterias;‘pOt lo que existe la necesidad dé estudiar mas
profundamente la frecuencia con la que estas bacterias puedan
" ger portadoras de informacidn para producir enterotoxinas,

asi como los posibles mecanismos para controlar este fendmeno.

Otro aspecto interesante oﬁserﬁado fue el aislamiento
de cepas de Xlebsiella y Proteus productoras de enterotoxinas
en un mismo coproculti&o. situaciSn que probablemente nos seila
le que la transferencia de material genético encargado de la -
exprééién de las enterotoxinas se esté realizando a una fre -

cuencia alta, aiin entre géneros diferentes.

Con respecto a las especies caracterizadas como producto
ras de enterotoxinas, en el caso del género Klebsiella, K. pneu
moniae fue la Gnica especie productora de enterotoxinas ; esto
es comprénsible. si tomamos en cuenta que es la especie mis co

munmente encontrada como flora habitunl en el tracto intestinal.
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Con el género Proteus , las especies caracterizadas como
productoras de enterotoxinas fueron : P, morganii [ 17.6 2],
P, vulgaris [ 11.8 %) y P. mirabilis [ 5.9 Z]. (tabla V)

En virtud de que el nimero de bacterias identificadas [6]
es bajo, los pércentajes en cuanto a frecuencla se refiere, pro .
bablemente no sean representativos. Sin émbargo, es importan
te sehalar que 2 especies diferentes con capacidad enterotoxigé-
nica se aislaron de un misamo coprocultivo ; esto nos permite
nuevamente establecer la posible frecuencia de la transmisidn

del material genético extracromosémico, en estas bacterias.

Por otro lado, queremos mencionar que de acuerdo a la
Sociedad Americana de Microbiclogia (22) , la tribu Proteecs
ha sufrido modificaciones en su nomenclatura ; sin embargo ,
en este trzbajo no hemos considerado estos cambios en virtud
de que-se utilizaron esque=as bioquinicos en los cuales aiin no

se refiercn las modificaciones.

Para el estudio de susceptibilidad a los antimicrobianos
utilizamos, ademis de los recomendados por el NCCLS'para el tra
tamiento de infecciones por enterobacteiias. algunbs_otros.
principalmente porque en 1la actualidad el uso ae antimictbbianos"
se ha hecho rutinario por parte de élgﬁnos facultativos, motivo
que puede estar favoreciendo la sciecci&n de mutantes resisten-
tes, fazén que justificé nuestro interds por conocer la sensibi -
lidad que ticnen este tipo de bacterias estudiadas frente a di

ferentes: productos.’




Los resultados obtenidos nos muestran que con respecto
a los antimicrobianos recomendados para el tratamiento de en-
fermedades por enterobacterias , la resistencis fue entre el
85% y el 1002 para ampicilina , cefalotina , cloramfenicol ,
trimetoprinm / sulfametoxazol , y sSlo hubo sensibilidad para
amikacina y gentamicina , tanto en el caso de Xlebsiella como
el de Proteus.

Con antinicrobianos no utilizados comunmente para el
trataniento de enfermedades ocasionadas por este tipo de bac .
terias , se encontrS resistencia del 100 X con carbenicilina
y rifampicina , en ambos géneros bacterianos.

Otros antimicrobianos utilizados fueron &cido nalidixi
co , estreptomicina , polini:iha‘.‘ tetraciclina y tobranicina,
en los que se observa que la concentraci6n minima yinhirbitotu‘
- .[CMI] fue muy variada , éncont:indqse desde un valor de 8.0
hasta 256 ,ug/nl. | |

Con eatoa productos no se establecié 1la resistencia
por no contar con los valores de corte: cortespondientes. Estos
valores de corte no se reportan para estos anthicrobumos en
razén de no ser productoa utilizados comunmente para el trata-
miento de enfermedades gastroentéricas. '

Los viloreo de corte‘teportadoa ‘estin dados en mlul. Yy
nos sirven para considerar a una cepa como sensible o rui.uu

te, estableciéndose de acuerdo con los nivelel promedio que al

‘canza el antimicrobiano en el Hquido corpoul de donde se .
aisls 1a bacteria. Los valores de corte utﬂiudoo en. cl
' preunte trabajo se han tmdo de estudios en dondo [ obut-

v8 1a resistencia de enterobacterias g :dihuntu -ngiucmbg
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nos (13) y del Boletin Informativo del Comité de Control de Anti
microbianos, Hospital de Pediatria, C.M.N. (3).

Como se puede apreciar claramente, la resistencia a la ma
yoria de los medicamentos de uso comiin y aun para los que no lo
gon para el tratamiento de esta clase de padecimientos es alta,
lo cual nos debe preocupar y ademis nos obliga a realizar mis es
tudios de este tipo para tratar de conocer cdmo puede ir modifi-
cindose esta resistencia, para intentar de predecir cambios con

respecto al uso de estos productos.

‘ En el presente estudio se observd ademis la_resistencia
a diferentes productos quimicos [orgdnicos e inorgdnicos]. Esta
parte del tiabajo se realizd debido a la asociacién que existe en
tre la capacidad para elaborar enterotoxinas y la capacidad de re
sistencia a productos quimicos, informacidn que podria radicar

también en‘plﬁsmidos transmisibles.

Desafortunadamente, la posibilidad de establecer una proba
ble correlacidn entre la produccion de enterotoxinas y la resis-
tencia a productos quimicos no se logré llevar a cabo, en virtud
de que se trabajd sSlo con cepas enterotoxigénicas , sin contar

con resultados de cepas no productoras de enterotoxinas.

La Gltima parte de este estudio se dedicd a buscar condi-
ciones Sptimas para la obtencidn de enterotoxinas. Esto ge
debis, a que durante el desarrollo del trabajo, en algunos casos
se tuvieron variaciones en los resultados de positividad por el
método de asa ligada en el conejo. A pesar de que se han re-
portado condiciones Gptimas no fue posible lograrlas de manera
iepetitiva.‘raz6n por la cual ge 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 seilalar que algunas enterobacterias con
sideradas como flora habitual del tracto intestinal, son
capaces de elaborar enterotoxinas y por lo tanto, se les
puede considerar como posibles agentes etioldgicos respon
sables de cuadros diarreicos ; tal es el caso de Kleb-
éiell&"pneumoniae » Proteus morganii , Proteus vulgaris
y Proteus mirabilis.

La frecuencia éon‘la que se aislaron estas bacte
rias, a partir de coprocultivos de nifios con cuadro cli
‘nico diarreico, results muy alta en relacifn al nimero
de coprocultivos estudiados, hecho que demuestra la im
portancia que estas enterobacterias pueden”adquirir den
tro de la etiologia del padecimiento, ya que hasta el
momento no se han considerado como posibles agentes pa
tégenos en tracto intestinal.
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La elevada resistencia mostrada frente a los
antimicrobianos por las cepas enterotoxigénicas aisla
das, nos pone de manifiesto los dafios que el uso indis

criminado de antimfcrobianos puede ocasionar en lo que

se refiere a la aparicién, cada vez mds frecuente, de

cepas multirresistentes, ya que tomando en cuenta que
las enterobacterias estudiadas no habian sido combati-
das especificamente con estos antimicrobianos en el
tratamiento de enfermedades gastrointestinales por no
considerirseles patogenas en dichos sitios, presentan
ya una marcada resistencia a la mayorfa de los antimi
crobianos utilizados, condicidn que adquiere relevan-
cia clinica. |

En lo referente al estudio de la resistencia
a diferentes productos quimicos orgidnicos e inorgini-
cos [Resistotipos] de las cepas enterotoxigénicas aig
ladas, la falta de resultados comparativos con cepas
no enterotoxigénicas hace que no sea posible estable~
cer un patrén de resistencia caracteristico que permi
ta evidenciar a las cepas productorasvde eﬁterotoxl -
nas, No obstante, es de tomarse en cuenta la alta
resistencia que a la meyorfa de los productos quimi-
cos empleados, mostraron estas cepas.
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~ Los resultados obtenidos en relacidn con
el aislamiento en un mismo coprocultivo de cepas de
Klebsiella y Proteus productoras de enterotoxinas ,
asf como la resitencia frente a los antimicrobia-
nos y a los diferentes productos quimicos orginicos
e inorginicos, permite considerar que la frecuencia
con la que se estd realizando la transferencia de
material genético entre estas bacterias, posiblemen

te pueda ser muy alta.

Ademis de las condiciones reportadas por
diversos autores para la produccién de la enteroto-
xina, ge observs que se pueden utilizar otras condi
ciones como agitacidn con perlas de vidrio e incuba
ci6n anaerobia, en el caso de cepas de Klebsiella y
la adici6n de lincomicina al medio de cultivo utili
zado para la produccién de enterotoxina en cepas de
Proteus.
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ANEXO
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I. Preparacion de soluciones para Resistotipos

Productos utilizados :

Fucsina bisica
Verde de malaquita
Nitrato de plomo
Arsenato de sodio
Acido bérico
Sulfatorde cobre
Metabisulfito potdsico
Acetato de cadmio

. .m-amino fenol
p~amino fenol
cloruro de "cetil piridinio

0.0014%
0.003%
1.62%
0.752
3.0z
0.072
1.02
0.4%
3.6%
3.6%
0.01252

Se utiliza como disolvente amortiguador TRIS 0.1 M pH 7.6
Para la preparacidn de la fucsina bdsica, m~amino fenol y

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

alcohol y se completa con agua destilada hasta alcanzar la con

centracisn deseada,



Medio base para Resistotipos.

Medio para Antibidticos # 2 102 mis concentrado

Bacto peptona o peptona de gelatina-~—-=--— 6.6 g

Extracto de levadura 3.3 ¢
Extracto de carne 1.65 g
Agar-agar 16.5 g

Se disuelve en TRIS 0.1 M pH 7.6

II. Medio para conservacidn de cepas.
Agar agar ~===e=——== 2%
Cloruro de sodio --—— 0,52
Bacto peptona =—==-=- 2,0%
disolver en 1 000 ml de agua destilada

III. Medio para produccidn de enterotoxina CAAYE 2 .

ca’ Mﬂlodcidos DA G S S - 2 o
Extracto de levadura ——<—==-— 0.6
cloruro de 80di0 ~===w—-—em— 0,2
0.8
0.2

K28?04 ,
Bacto dextrosa
golucidn de : 0.5% Hss_o6

0.52 MnCl,
0.5% FeCl, =---- 0.1%

Ajustar a pH 8.5 con NaOH o HC1 1 N
La dextrosa se esteriliza por filtracidn y se adiciona
en condiciones de esterilidad (1,10,14) S ,
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IV. PREPARACION DE LOS ANTIMICROBIANOS

tubo =l HZO dest. ml del antibiftico conc. final

* g /ml

1 4.88 5.12 [del antibidtico] 256

2 2.5 2.5 [del tubo # 1 128

3 6.0 2.0 { " | R 64

4 2.0 1.0 [ " ¢ 31 21,3

5 3.0 1.0 [ u #3) .16

6 7.0 1.0 | " ¢ 3] 8

7 2.0 1.0 [ I B3 | 2.66

8 3.0 1.0 { v #6)] 2.0

9 7.0 1.0 { " $6]} 1.0

10 2.0 1.0 { " 9] 0.33

11 3.0 1.0 { » £91] 0.25
- 12 7,0 1.0 [ v O -49] 0.125

* concentfacic‘in que se tiene en la placa tonaudé
1.0 ml de cada dilucidn / 20 ol de medio.



PREPARACION DE LOS ANTIMICROBIANOS

- Acido Nalidixico
Ampicilina

Amikacina
Carbenicilina
Cloranfenicol
Gentamicina

~ Polimixina
_ 7 Rifampicina

‘Tobramicina
Estreptomicina

trihetoprin / sulfa

~ metoxagzol

disolvente utilizado

NaOH 0.2 (mInima cantidad) completar con uzo dest. ca:ﬁ:il.
Buffer de fosfatos pH = 8,0 0.1 M , completar con buffer de
fosfatos pH = 6.0 0.1 M, ,
Buffer de foafltop pi=8.00.1NM, conpleta; con 320 dest.
nzo

Btanol (mInima cantidad), completar con KZO dest. estéril.
Buffer de fosfatos pH = 8.0 0.1 M » conpletar con H 0 dest.
estéril. ' :

H 0

~A1cohol o dinetil sulf6xido hasta que esté totalmente disuel

ta, completar con nzo dest. estéril.

nzo.» , v , _

Agregar casi en vol(meénes 1gualel'a1coh9 - vol_-fﬂzo.ise pre
cipita, agregar mfis alcohol, se pone opalescente, completar

con 820 dest. eqtéril;

Metanol ninima cantidad.
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