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FRECUENCIA Y DISEMINACION INTRAFAMILIAR DE Escherichia coli

EJTEREOTUXIGENICA PRODUCTORA DE TOXINA TERMOLABIL (TTL)
EN NINOS Y ADULTOS CON Y SIN DIARREA DE UNA COMUNIDAD RURAL

RESUMEN

En nuestro pais el papel de E. coli productora de toxina termoldbil (T.L.)
en la etiolcgia de la diarrea aguda solo se ha evaluado en comunidades ur-
banas por lo gae s2 considerd necesario evaluar su importancia en una co -
munidad rural del altiplano mexicano; en donde se determind cudl es la fre
cuencia de Escherichia coli enterotﬁxigénica (T.L.) y la diseminacién in-

trafamiliar de este microorganismo.

Se realizd ccprocultivo a todos los individuos con diagnéstico de.diarrea
y a los miembros de su familia se aislaron cuatro colonias caracteristicas
de E. coli identifi:andose pruebas bioquimicas. Se midid su capacidad de
producir la toxina (T.L.) "in v.tro" por el efecto citopatico que producen

en cultivo de tejidos de ovario de hamster chino (CHO).

Durante el estudio fueron analizadas 90 familias que correspondian a 486
individuos; encontrando en individuos con diarrea (sintomaticos) una dis -
tribucién de aislamiento del 16.1% y en individuos sin diarrea (asintomati
cos) una distribucidén de aislamiento del 8.5%. El indice de mayor preva -
lencia de Escherichia coli enterotoxigénica productora de toxina termoldbil
(ECET-TTL) fué durante la primavera y el verano. Las principales caracte-
risticas sanitarias, de composicién y ambiente familiar de la comunidad ru
ral no favorecieron la aparicién de episodios de diarrea por Escherichia
coli (ECET-TTL) con respecto a los episodios causados por otros agentes etio

légicos. La poblacidén de mds alto riesgo a enfermarse por Escherichia coli




(ECET-TTL) fueron los individuos menores de 5 afios en tanto que los mayores

de esta edad actian como portadores asintomaticos.

INTRODUCCION.

Las infecciones producidas por bacterias entéricas que causan diarrea y di-
senteria son uno de los problemas mas graves de salud en el mundo, particu-
larmente para nifios pequefios que viven en los paises subdesarrollados. Du-
rante el afic 1975, fueron cobservados 500 millones de episodios de diarrea en
recién nacidos y en nifios pequefios de Asia, Africa y América Latina causan-

do la muerte a 8 millones de ellos. (2,22,55,58,62).

La diarrea infecciosa en humanos puede ser debida a varios agentes etiold-

gicos: Entamoeba histolytica, Shigella spp, Salmonella spp, Vibrio cholerae,

Rotavirus, Yersinia enterocolitica, Campylobacter spp, Escherichai coli son

los de mayor importancia (47,48,55,62).

El papel patogénico de Escherichia coli en la diarrea humana fué reconocido

hace tiempo (5,8,39,47). Escherichia coli causante de diarrea puede clasi-

ficarse en cuatro grupos de acuerdo a sus mecanismos de patogenicidad:
E. coli enteropatogénica, E. coli enteroinvasiva, E. coli enterohemorrigica

y E. coli enterotoxigénica (30,45,47,57).

E. coli enteropatogénica fué clasificada de acuerdo a sus propiedades sero-
légicas porque permite diferenciar la E. coli de la flora normal, pero los
mecanismos de patogenicidad son pobremente conocidos en este grupo, debido
a la incapacidad de reproducir la enfermedad humana en animales de experi-

mentacién (8,13,16,22,39,56).



E. coli entercinvasiva tiene la capacidad de penetrar y multiplicarse en
las células epiteliales del intestino distal provocando la necrosis de las
mismas, modificando de esta manera la anatomia de la mucosa del intestino

y la formacién de heces con sangre, pus y moco siendo este mecanismo de pa-

togenicidad muy similar al de Shigella (8,34,50,52).

E. coli enterchemorrdgica produce una citotoxina termolabil semejante a la
toxina shiga producida por Shigella, se ha observado que la actividad téxi-
ca de la toxina producida por E. coli se neutraliza con antisuerc anti-toxi

na shiga por lo que se le ha denominado shiga-like (8,21,43,47).

E. coli enterotoxigénica produce dos toxinas codificadas por plasmidos: una
termoestable (TTE) y una termoldbil (TTL), la toxina termocestable produce

la acumulacién de fluido en el intestino del ratén lactante y no tiene la
capacidad de ser inmunogénica (6,12,14,49,50,58), la toxina termolabil cau-
sa la alteracién a nivel de crecimiento y morfologia en las células adrena-
les de ratén (Y-1) y de ovario de hamster chino (CHO) en cultivo de tejidos,
debido al aumento en la concentracién de AMPc intracelular, que altera la
estructura de los microtibulos de las células, provocando el efecto citopa-
tico en ambas lineas celulares (arredondamiento y elogacidn respectivamente)
(19,36). La utilizacién de cultivo de tejidos para medir el efecto cito -
patico y el ensayo del asa ligada de conejo han permitido conocer mejor el
mecanismo de patogenicidad de E. coli enterotoxigénica (ECET). La informa-
cién genética para la sintesis de la toxina termoldbil y termoestable se en
cuentra codificada por plésmidos (45). Evans encontré que una condicién im
portante para gque el mecanismo de patogenicidad de E. coli enterotexigénica

pueda llevarse a cabo, es la presencia de un factor de adherencia, codifi -



cado por plésmidos, que le permite a la bacteria superar uno de los mecanis
mos de resistencia natural del intestino que es el peristaltismo del intes-

tinc delgado (3,14,16,17,18,23,25).

La toxina termoldbil de E. coli comparte muchas caracteristicas con la toxi

na colérica (tabla 1), (10,33,46).

En la actualidad sabemos que la entrotoxina termoldbil de E. coli es una exo
toxina, aunque gran parte se encuentra en el espacio periplasmico (26,39,41).
Es una proteina multimérica con un contenido muy pobre en lipidos y carbohi
dratos (32). El primer evento en la accién de la toxina es una fuerte y rd
pida unidén a los receptores de la membrana celular, en forma especifica al
Gangliésido Gy;, Holman en 1973 demostrd una correlacidn directa entre el
contenido celular del Ganglidésido Gy; y el numero de moléculas de toxina que
la célula puede unir (41). La subunidad (B) tiene un papel muy importante
en el proceso de entrada de la subunidad A y no solo acta como ancla sobre
el Receptor Gpmp de la membrana, sino que debido a cambios conformacionales
en dicha subunidad expone sus regiones hidrofdbicas que son capaces de unir
se a los componentes hidrofébicos o lipidos de la membrana plasmédtica, pro-
duciéndose una interaccidn hidrofébica que facilita la entrada de la subuni
dad A a la membrana interna (19). Después que la subunidad A de la toxina
termoldbil entra a la célula se disocia en dos péptidos, llevéndose a cabo
la activacidén de la enzima adenilato ciclasa (37,41). La activacién de la
ciclasa por la subunidad A se lleva a cabo a través de un componente regula
dor (2,55) una proteina que tiene actividad GTPasa y cuya ADP ribosilacién,
catalizada por la subunidad A, es responsable en los cambios en la funcidn

de la adenilato ciclasa (32,41,44). También se ha demostrado que uno de los



TABLA 1

CARACTERISTICAS DE LA TOXINA DE Vibrio cholerae (TC) Y DE LA
TOXINA TERMOLABIL DE Eschérichia coli (TTL)

PROPIEDAD

TOXINA COLERICA
(TC)

TOXINA TERMOLABIL
(TTL)

PESO MOLECULAR
NATURALEZA QUIMICA
SUBUNIDADES

RECEPTORES EN MUCOSA

ACCION BIOQUIMICA

ACCION FISIOLOGICA

PROPIEDADES INMUNO-
LOGICAS

METODOS DE ENSAYO

CONTROL GENETICO

FACTORES DE COLO-
NIZACION

SEROTIPOS

RESISTENCIA AL CA-
LOR (100°C, 15 MIN)

RESISTENCIA A LOS
ACIDOS

83,000 DALTONES
PROTEICA
B y A

GANGLIOSIDO GMl

ACTIVA LA ADENILATO

HIPERSECRESION PROLON
GADA

DESARROLLA RESPUESTA
INMUNE

MODELOS ANIMALES, CUL
TIVO DE TEJIDOS, Y ME
TODOS INMUNOLOGICOS
CROMOSOMAL

NINGUNA PROPIEDAD ES-
TRUCTURAL CONOCIDA

EL-TOR-0GAWA
EL-TOR-INABA

SE INACTIVA

SE INACTIVA

73,000 DALTONES

PROTEICA

B y A

GANGLIOSIDO lf;"|1

ACTIVA LA ADENILATO

HIPERSECRECION PROLON-
GADA

ESTRECHAMENTE RELACIO-
NADAS A OTRAS TOXINAS
TERMOLABILES

MODELOS ANIMALES, CUL-
TIVO DE TEJIDOS, METO-
DOS INMUNOLOGICOS

PLASMIDO

CFA/I, CFA/II MEDIADA
POR PLASMIDOS

LOS MAS COMUNES: O06K15
H16, 08K4049, 070H12 Y
OTROS MUCHOS

SE INACTIVA

SE INACTIVA

B: Binding A:Active

CFA Colonization Factor Antigen (57)
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péptidos de la subunidad A es capaz de activar per se la adenilato ciclasa
de la membrana de eritrocitos lisados (16,28). Los cambios en la funcién

de la adenilato ciclasa provocan un aumento en la concentracidn de AMPc iﬂ
tracelular alterando el transporte de iones a dos niveles: sobre la absor-
cién activa y la secrecién respectivamente, la absorcién de cloro y sodioc

se realiza a través de las células epiteliales con microvellosidades, por

medio de los canales acarreadores para iones a través de los cuales son in
troducidos a la célula, y que resultan inhibidos por la toxina termolédbil,
La activacion de la secrecién por la toxina termoldbil, probablemente ten-
ga lugar en las células cripticas, donde en aumento de AMP. estimula la se
crecién (58). El resultado es la secrecidén neta en el lumen del intestino
delgado proximal de un fluido rico en electrolitos (58). La que produce la
diarrea que clinicamente se presenta con: ndusea, vémitos, dolor abdominal,

fiebre y deshidratacién con una duracidén de 5 a 7 dias (48).

En nuestro pais los estudios de caricter epidemiolégico que se han realiza
do para determinar la prevalencia e incidencia de E. coli enterotoxigénica
productora de toxina termoldbil (ECET-TTL), no han permitido determinar en
forma confiable su papel como agente etioldgico de la diarrea, a pesar del
cimulo de conocimientos adquiridos en los dltimos 20 afios con respecto a
ECET-TTL, segin lo muestran los estudios epidemiolégicos realizados en la
Ciudad de México; en el afio de 1974 Donta encontré en individuos con dia -
rrea una frecuencia del 13.0% (20), en 1975 Evans encuentra una frecuencia
del 24.2% en individuos con diarrea (28), en 1976 y 1977 Mufioz, en nifios
con diarrea reporta una frecuencia del 7.0% (51), en 1978 Chacén encuentra

en nifios con diarrea de un hospital de pediatria una frecuencia del 9.0%

(10), en un estudio reciente realizado en una zona marginada del sur de la



Ciudad de México, Gallardo Reséndiz encuentra una frecuencia del 12.0% (35)
Observamos variacidn entre las frecuencias encontradas de ECET-TTL como
agente etiolégico de la diarrea infecciosa en los estudios realizados en

nuestro pais.

En México los estudios para evaluar la importancia de E. coli productora de
toxina termolébil solo se ha llevado a cabo en comunidades urbanas, ante es
to consideramos necesarioc llevar a cabo la determinacién de la frecuencia
de Escherichia coli enterotoxigénica productora de toxina termolébil en ni
fios y adultos con y sin diarrea de una comunidad rural, suponiendo gque la
frecuencia de (ECET-TTL) en la comunidad rural deberi ser mayor o igual a
las frecuencias observadas en las comunidades urbanas estudiadas, debido a
* que las condiciones de composicidn y ambiente familiar son més desfavora -

bies en la comunidad rural (65).

Asi mismo tampoco se han llevado a cabo estudios epidemioldgicos que nos in
diquen como es la diseminacién de (ECET-TTL) en un grupo cerrado, por lo
cual decidimos determinar la tasa de ataque secundario de Escherichia coli
productora de toxina termoldbil, asi como, la tasa de infectividad de este
germen, esperamos que los individuos menores de 5 afios se enfermen e infec

ten mas facilmente que los mayores de esta edad.

El presente es un estudio de investigacidn en el &rea biomédica que aborda
el problema de la diarrea infecciosa en nuestro pais, se espera que la in-
formacién obtenida permita prevenir el padecimiento causado por la toxina
y de esta manera contribuir a la superacidén de los problemas de salud en

México.



Descripcidn del drea de trabajo.

La investigacidn se realizé en la comunidad de Cadereyta de Montes Queré -
taro (mapa 1) durante mas de dos afios (marzo de 1983 a junio de 1985). Ca-
dereyta de Montes Qro., tiene una extensidn de 1,131 km2 y se encuentra a
2060 m. sobre el nivel del mar, tiene una temperatura anual promedioc de
26°C, las lluvias son escasas y predominan en los meses de mayo a octubre.
En la mayor parte del municipio las comunicaciones son adecuadas y existe
una carretera que permite la comunicacidn entre la ciudad de México y la
Cabecera Municipal. Para 1985 se calculé que habitan en el &rea de estu -
dio 42,624 habitantes, distribuidos en 142 localidades, 120 menores de 500
habitantes, 18 de 500 a 999 habitantes, 3 de 1000 a 2000 habitantes y una

de mas de 2500 habitantes (11,54,59).

Se distinguen en el Area dos tipos de poblacién: la urbana y la rural, la
primera asentada en la Cabecera Municipal, es de aproximadamente 4000 ha -
bitantes, el 45.0% son menores de 15 afios y de los mayores de esta edad el
19.1% son analfabetas, el 75.0% de la poblacién econdémicamente activa se
dedica a las actividades agricolas, el 15.0% al comercio y el 15.0% restan
te a otras actividades, la mayoria de las viviendas estan construidas de
concreto y tienen piso de cemento, el 88.0% cuenta con agua potable intra-
domiciliaria y el 81.0% tiene drenaje y fosa séptica. La poblacién rural
incluye aproximadamente 38,588 habitantes, 47.2% son menores de 15 afios y
de los mayores de esta edad el 42.1% son analfabetas, la mayoria de la po-
blacién econdémicamente activa se dedica a la agricultura, gran parte de
ellos son ejidatarias y peones solo un pequefio porcentaje se emplea en las

localidades suburbanas vecinas. Las viviendas son de adobe, carrizo y



MAPA 1
LOCALIZACION DEL MUNICIPIO DE CADEREYTA DE MONTES, QUERETARO.
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otros materiales locales. Solo el 57.8% de las viviendas cuenta con agua
entubada y mds del 90.0% de los habitantes practica el fecalismo al aire li

bre (11,54).
METODOS

Se incluyeron en el estudio a los individuos nifios y adultos con diagnésti
co de diarrea aguda, con un tiempo de evolucidén menor o igual a 5 dias y

que no hubieran recibido antibidéticos durante ese lapso de tiempo, se con-
sideré como diarrea al aumento en el contenido de liquidos de las evacua -
ciones y que en general se repiten mads de tres veces al dia (47,48). Se es
tudiaron ademds a todos los miembros de la familia del caso indice, toman-
do en cuenta el tiempo de incubacidén del germen y si se tratd de un caso

sintomatico, se tomaron muestras ce materia fecal de todos los miembros de
la familia en los tres y cinco dias siguientes asi como una semana después

(63).

Recoleccidn de los datos y de la muestra.
Se aplicdé un cuestionario a la familia en estudio, cuando la misma acudié
al Hospital Rural de Zona, para la toma de la muestra de materia fecal, ob

teniéndose la siguiente informacién:

- Direccién de la vivienda, nombre, ocupacidn y escolaridad del jefe de
familia, ocupacién y escolaridad de la madre de familia, nimero de fami-
liares, nimero de dormitorios, tipo de abastecimiento de agua, elimina -

cion de excretas y convivencia con animales domésticos y de granja.

- Descripcién de la sintomatologia en los casos de diarrea: dias de dura -
cién de diarrea, nimero de evacuaciones durante 24 horas, evacuaciones

con sangre, fiebre, vémitos y eritema gldateo.
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- A cada individuo se le tomé una muestra de materia fecal, durante los
tres y cinco dias siguientes a la aparicién del caso indice y una semana

después.

Crecimiento e identificacidén de las cepas de Escherichia coli.

Las muestras de materia fecal se sembraron inicialmente en los medios de
Mc. Conkey agar y Xilosa-lisina-desoxicolatc agar (XLD), para la obtencién

de 4 colonias de Escherichia coli por individuo, posteriormente se sembra-

ron en medio gelosa especial para su transporte de el Hospital Rural de Zo
na de Cadereyta de Montes Qro., al laboratorio de bacteriologia pertene -
ciente a la Divisién de Investigacidén Clinica en Enfermedades Infecciosas
y Parasitarias UICEIP, donde fueron identificadas mediante pruebas bioqui-

micas (tabla 2).

Las cepas identificadas fueron crecidas en un medio rico sin inhibidores,
tripticaseina-soya-agar (TSA), con dos finalidades: la obtencién de un cre
cimiento masivo para almacenar las cepas a -70°C en un medio con criopro -
tector (glicerol), medio de infusidén cerebro corazdén-glicerol al 15.0% y

la obtencifén de un inécule fresco de las cepas de Escherichia coli, para

identificar cudles de ellas producen toxina termolabil (47).

Condiciones de crecimiento y produccidén de la toxina termolébil.

Los cultivos fueron crecidos en matraces erlenmeyer de 250 ml. que contie-
nen 20 ml. de medio CAYE descrito por Evans en 1976 (26,28,29) adicionando
45 g/ml. dé lincomicina (38), en un medio ambiente aerdbico a 37°C durante
24 horas a 60 rpm. en un bafio metabdlico, después del crecimiento de los
cultivos fueron centrifugados a 10,000 rpm. durante 30 minutos a §°C, de

donde se colecté 1 ml. de sobrenadante de cada muestra (1,4,13,21,26).



TABLA 2

12.

FRUEBAS BIOQUIMICAS PARA LA IDENTIFICACION DE Escherichia coli

PROPIEDAD

% DE POSITIVIDAD PARA LA REACCION

(+)

(=) (v)

PRODUCCION DE INDOL

MOVILIDAD

UTILIZACION DE CITRATO

PRODUCCION DE H_S

2

DESCARBOXILACION DE LISINA

DESCARBOXILACION DE ORNITINA

MALONATO

PRODUCCION DE GAS DE GLUCOSA

UTILIZACION DE UREA

UTILIZACION DE LACTOSA

99.2

90.0

90.0

90.0

90.0

69.1
0.0
0.0

63.4
0.0

TOMADO DEL LENNETTE ED. 1985

(47).



13.

Crecimiento y mantenimiento de la linea celular (CHO).

La linea celular de ovario de hamster chino (CHO), fué cultivada en el me-
dio de Ham-Fy5, suplementado con glutamina al 1 mM, NaHCO3 al 0.15% suero
fetal de bovino 10.0%, 44 ug/ml de Anfotericina B y 1 ml. de una solucidn
de penicilina-estreptomicina que contiene 10,000 U de cada antibidtico(10).
Las células fueron crecidas en botellas de plastico de 25 cm3 a una tempe-
ratura de 37°C con una atmésfera al 6.0% de COp, cuando las células forma-
ban una monocapa confluente fueron desprendidas con una solucidn de trip -
sina al 0.25% a 37°C durante 2 6 3 minutos, las células fueron transferi -
das a botellas que contenian de 5 a 7 ml. del medio de crecimiento y conti
nuaron su crecimiento en las condiciones ya descritas (10,21,42). Los cul
tivos fueron observados periddicamente en microscopic invertido para veri-
ficar la ausencia de contaminacidé. El medio de crecimiento de los culti -
vos fué reemplazado generalmente a los 3 y 5 dias, cuando la acidez del me
dio se veia incrementada, lo cual se podia observar por la presencia del

indicador de pH en el medio (19,36,38).

Método de microcultivo en placa para la deteccidén de la actividad citotéxi

ca de la toxina termolébil.

El método utilizado fué el descrito por Donta en 1974 (19) y por Guerrant
en 1974 (36). Las células CHO fueron cosechadas como se describié previa-
mente llevandolas a una concentracién de 105 células en 20ml. de medio de
mantenimiento MEM, las células en suspensién fueron sembradas en micropla-
cas de titulacidén para que se pegaran al sustrato durante 20 minutos a 37°C
al 6.0% de COp, al final de la incubacién se adicionaron 30 ml. de*los so-

brenadantes obtenidos de las cepas de Escherichia coli del estudio y se in
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cubaron a 37°C durante 24 horas en una atmdsfera de CO2 afi 6.0%. Los con-
troles positivos incluidos fueron la toxina de célera al 0.001 mg/ml y el
sobrenadante obtenido de la cepa H-10407 H  de origen humano productora de
toxina termoldbil en tanto que los controles negativos fueron la cepa de -

Escherichia coli K-12 nativo y sobrenadante del medio CAYE (5,7,10,19,28,

38). (Fig. 1).

Después de la inclubacién de la linea celular en presencia de los sobrena
dantes problema y de los testigo, se leyd la microplaca en microscopio in
vertido. Una reaccidn positiva debida a la toxina termoldbil se observéd
a nivel de crecimiento y morfologia celular, como la deformacién de las -
células en mas del 70.0% del nimero total de las células observadas (19,

36,56,60,61,, fotografias A y B.

Para determinur la significancia de las frecuencias observadas, con res-
recto de las esperadas se realizé la pruega de Ji-cuadrada para tablas -

de contingencia de YXC, utilizéndose p<.01 (64).

€ £ (o€ )?

2 J=1 1=1 E

(r) renglones

(¢} columnas



FIGURA 1

PROCEDIMIENTO PARA LA IDENTIFICACION DE ESCHERICHIA COLI 15.
Y DE LA TOXINA TERMOLABIL (
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ELULAS CHO (OVARIO DE HAMSTER CHINO) SEMBRADAS EN EL MEDIO F12, AH
J.0% DE SUERO FETAL DE BOVINO, INCUBADAS CON UN FILTRADO DE E.

10407 H- CRECIDA EN MEDIO TSB (A), CONTROL NEGATIVO MEDIO TSB (B),
MBOS A UNA DILUCION 1:10 EN MEDIO PBS X 133 (36).

coli -

16.
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RESULTADOS.

CELULAS CHO (OVARIO DE HAMSTER CHINO), SEMBRADAS EN MEDIO MEM, AL 50% DE
SUERO FETAL DE BOVINO, INCUBADAS CON UN FILTRADO DE E. coli H10407 H™; -
EL EFECTO CITOPATICO PRODUCIDO POR LA TOXINA TERMOLABIL PROVOCA LA ELON-
GACION DE LAS CELULAS DE LA MONOCAPA (C), EL CONTROL NEGATIVO LO CONSTI-
TUYEN CELULAS INCUBADAS CON UN FILTRADO DE E. coli K-12, LA MORFOLOGIA -
DE LAS CELULAS CHO PERMANECE SIN ALTERARSE FORMANDO UNA MONOCAPA QUE CON
SERVA LAS CARACTERISTICAS DE LA LINEA CELULAR (D). AMBAS A UNA DILUCION
1:10 EN EL MEDIO MEM DONDE FUERON SEMBRADAS LAS CELULAS. X 130. (FOTO-
GRAFIAS TOMADAS EN EL LABORATORIO DE BACTERIOLOGIA - UICEIP).
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TABLA 3

DISTRIBUCION DE AISLAMIENTO DE Escherichia coli PRODUCTORA DE TOXINA
TERMOLABIL (ECET-TTL) EN FAMILIAS COMPLETAS DE LA
COMUNIDAD DE CADEREYTA, QRO.

No. DE INDIVIDUOS No. DE INDIVIDUOS
CASO ESTUDIADOS CON AISLAMIENTO %
DE (ECET-TTL)

SINTOMATICOS 124 20 16.1
ASINTOMATICOS 362 30 8.5
TOTAL 486 50 10.1

90 FAMILIAS ESTUDIADAS.

LA DISTRIBUCION DE AISLAMIENTO EN INDIVIDUOS CON DIARREA (SINTOMATI
COS) FUE MAYOR A LA OBTENIDA EN INDIVIDUOS SIN DIARREA (ASINTOMATI—
COS). EL ANALISIS DE X2 MOSTRO DIFERENCIA ESTADISTICAMENTE SIGNIFI
CATIVA. X2 = 6.8 P<.01 -
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TABLA 4

DISTRIBUCION DE AISLAMIENTO DE Escherichia coli PRODUCTORA DE
TOXINA TERMOLABIL (ECET-TTL) EN LOS DIFERENTES TIPUS DE CASOS

TIPO DE CASO CASOS CON AISLAMIENTO

No. CASOS No. POSITIVOS %

CASO INDICE PRIMARIO B85 15 17.6
(CIP)

CASO COPRIMARIO 22 4 18.0
(ccp)

CASO SECUNDARIO 17 i €.0
(cs)

CASO ASINTOMATICO 362 30 8.5
(ca)

TOTALES 486 50 10.3

MEDIANTE EL ANALISIS DE JI-CUADRADA (Kz), SE ENCONTRO DIFEREN-
CIA SIGNIFICATIVA ENTRE LOS CASOS INDICE PRIMARIOS Y COPRIMA-

RIOS CON RESPECTO A LOS CASOS ASINTOMATICOS, X2 = 7.28 (p < -

.01). EL PORCENTAJE DE AISLAMIENTO DE LOS CASOS SECUNDARIOS -
FUE APROXIMADAMENTE 3 VECES MENOR A LOS OBSERVADOS EN LOS CA-

S0S INDICE PRIMARIOS (CIP) Y CASOS COPRIMARIOS (CCP). EN LOS

CASOS ASINTOMATICOS EL AISLAMIENTO FUE DEL 8.5%.
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FIGURA 2

DISTRIBUCION DE AISLAMIENTO DE Escherichia coli PRODUCTORA DE
TOXINA TERMOLABIL (ECET-TTL) EN LOS DIFERENTES TIPOS DE CASOS
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TABLA 5

DISTRIBUCION DE AISLAMIENTO DE Escherichia coli PRODUCTORA DE
TOXINA TERMOLABIL (ECET-TTL) DE ACUERDO A LA EPOCA DEL AfiO
(MARZO 1983 - JUNIO 1985)

SINTOMATICOS ASINTOMATICOS
Na. % No. %
PRIMAVERA 14/" (14.3) 48/4 ( 8.3)
VERANO 60/13 (21.6) 163/22 (13.5)
JTONG 50/5 (10.0) 151/4 ( 2.8)
INVIERNO oM ( 0.0) S/M ( 0.0)

NO SE ENCONTRO DIFERENCIA SIGNIFICATIVA EN LOS CASOS ASINTOMATI-
COS CON RESPECTO A LOS CASOS SINTOMATICOS X2 = P > 0.01. SE OB-
SERVA UNA MAYOR PREVALENCIA EN EL VERANO, EN TANTO QUE EN EL IN-
VIERNO NO HUBO AISLAMIENTOS.
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FIGURA 3
DISTRIBUCION DE AISLAMIENTO DE Escherichia coli PRODUCTORA DE

TOXINA TERMOLABIL (ECET-TTL) DE ACUERDO A LA EPOCA DEL ANO
(MARZO 1983 - JUNIO 1985)
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TABLA 6

DISTRIBUCION DE AISLAMIENTO DE Escherichia coli PRODUCTORA DE TOXINA TERMOLABIL

(ECET-TTL) DE ACUERDO A GRUPOS DE EDAD

T O T A L INDIVIDUOS SINTOMATICOS INDIVIDUOS ASINTOMATICOS

GRUPOS DE EDAD No. POSITIVOS/NO. CASOS % No. POSITIVOS/NO‘ CASOS % No. POSITIVOS/NO. ékSOS %
0-11M 7/45 15.5 5/42 11.9 2/3 66.6

12 - 23 M 5/33 15.0 4/22 18.2 1/11 9.1

2 -4 A 14/74 19.0 8/27 29.6 6/47 12.8
5-14 A 14/144 10.0 1/8 5.5 13/128 10.2

= 15 A 10/190 5.2 2/13 15.4 8/173 4.6
TOTAL: 50/486 10.3 20/124 16.1 30/362 8.3

EN LOS INDIVIDUOS SINTOMATICOS LA DISTRIBUCION DE AISLAMIENTO FUE MAYOR EN EL GRUPO DE EDAD DE 2 A 4 AROS (29.6%)

Y MENOR EN EL GRUPO DE 5 A 14 ANOS, EN INDIVIDUOS ASINTOMATICOS,

FUE EL DE O A 11 MESES (66.6%) Y EL DE MENOR DISTRIBUCION FUE EL DE MAYORES DE 15 ANOS.

EL GRUPO DE MAYOR DISTRIBUCION DE AISLAMIENTO -
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(%)

NISTRIBUCION DE AISLAMIENTO DE ECET-TTL
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FIGURA 4

DISTRIBUCION DE AISLAMIENTO DE Escherichia coli PRODUCTCRA DE TOXINA
TERMOLABIL (ECET-TTL) DE ACUERDO A LOS GRUPOS DE EDAD
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TABLA 7

FRECUENCIA DE DIARREA AGUDA CON AISLAMIENTO DE
E. coli TTL (+) EN RELACION A LA EDAD

R No. DE INDIVIDUOS CON AISLAMIENTO DE E. coli (TTL (+)
SINTOMATICOS ASINTOMATICOS %
< 5 A0S 17 9 65.4%
> 5 Afios 3 21 12.5*%
TOTAL 20 30 40.0
& 2
X = 13.3 P < 0.01

EN ESTA TABLA SE OBSERVA UNA MAYOR DISTRIBUCION DE AISLAMIENTO EN
LOS INDIVIDUOS MENORES DE 5 Afios (SINTOMATICOS Y ASINTOMATICOS).
EL ANALISIS DE JI-CUADRADA MOSTRO DIFERENCIA SIGNIFICATIVA ENTRE
MENORES Y MAYORES DE 5 ANOS.



TABLA 8

DISTRIBUCION DE AISLAMIENTO DE Escherichia coli PRODUCTORA DE

TOXINA TERMOLABIL (ECET-TTL) EN INDIVIDUOS CON

DIARREA DE ACUERDO A LA SINTOMATOLOGIA

28.

CASOS CON AISLAMIENTO

CASOS SIN AISLAMIENTO

SINTOMATOLOGIA (20) (104)
No. % No. %
DIAS DE DURACION
DE LA DIARREA
< 10 DIAS 15 75.0 80 77.0
= 10 DIAS 5 25,0 24 23.0
No. DE EVACUACIONES
EN 24 HORAS
< 10 EVACUACIONES 8 90.0 88 85.0
= 10 EVACUACIONES 2 10.0 16 15.0
EVACUACIONES CON
SANGRE a 20.0 17 16.4
DISENTERIA 2 10.0 29 27.9
ERITEMA GLUTEO 6 30.0 19 18.3
FIEBRE 6 30.0 39 37.5
VOMITOS 3 15.0 33 31.4

{ ) NUMERO DE CASOS

NO SE OBSERVA DIFERENCIA SIGNIFICATIVA EN LOS DIAS DE DURACION DE DIA-
RREA Y EL NUMERO DE EVACUACIONES EN 24 HORAS EN LOS CASOS DE DIARREA -
POR (ECET-TTL) CON RESPECTO A LOS CASOS QUE ESTUVIERON ASOCIADOS A
OTROS GERMENES Y A LOS CASOS DE DIARREA QUE NO PRESENTARON AISLAMIENTO

DE ALGUN AGENTE ETIOLOGICO.
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TABLA 9

DISTRIBUCION DEL AISLAMIENTO DE Escherichia coli PRODUCTORA DE TOXINA
TERMOLABIL (ECET-TTL) DE ACUERDO A LAS PRINCIPALES CARACTERISTICAS
SANITARIAS DE LAS FAMILIAS ESTUDIADAS DE CADEREYTA, QRO.

PORCENTAJE DE FAMILIAS CON LA CARACTERISTICA SENALADA

CARACTERISTICA FAMILIAS CON ECET-TTL  FAMILIAS SIN ECET-TTL
(35) (55)

No. DE INDIVIDUOS POR
CUARTO (HACINAMIENTO)

s 3 40.0 57.5
4 - 6 36.6 40.0
= 7 5.4 2.5
TIPO DE ABASTECIMIENTO
DE AGUA
INTRADOMICILIARIA 77.1 69.1
HIDRANTE PUBLICO 11.5 16.3
POZO 11.4 5.0
OTROS - 8.1
DISPOSICION DE EXCRETAS
DRENAJE PUBLICO 31.4 31.0
LETRINA 8.6 7.2
FECALISMO 60.0 6B8.8 =
CONVIVENCIA CON ANIMALES
AVES DE CORRAL 67.1 49.0
CERDOS 51.1 29.0
BOVINOS 20.0 9.0
( ) NUMERO DE FAMILIAS.

LAS PRINCIPALES CARACTERISTICAS SANITARIAS DE LAS FAMILIAS DE LA COMUNIDAD DE
CADEREYTA, QRC. NO MOSTRARON DIFERENCIA SIGNIFICATIVA AL REALIZAR JI-CUADRADA.

No. DE INDIVIDUOS POR CUARTO XE = 3.13 P> 0.01
TIFD DE ABASTECIMIENTOD DE AGUA }(2 =1,38 P> 0.01
DISPOSICION DE EXCRETAS X2 = 0.40 P> 0.01
CONVIVENCIA CON ANIMALES xz = 0.30 P> 0.01
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TABLA 10

DISTRIBUCION DE AISLAMIENTO DE Escherichia coli PRODUCTORA DE TOXINA
TERMOLABIL (ECET-~TTL) DE ACUERDO A LAS PRINCIPALES CARACTERISTICAS
DE COMPOSICION Y AMBIENTE FAMILIAR DE CADEREYTA, QRO.

PORCENTAJE DE FAMILIAS CON LA CARACTERISTICA SENALADA

CARACTERISTICA FAMILIAS CON ECET-TTL FAMILIAS SIN ECET-TTL
(35) (55)

No. DE INDIVIDUOS
POR FAMILIA

< 5 34.3 54.5

=5 65.7 46.5

ESCOLARIDAD DE LA

MADRE
0-3 57.0 45.0
4-8 34.0 44.0
27 9.0 11.0

OCUPACION DEL ESPOSO

CAMPESINO 45.8 40.0
OBRERO 8.5 7.3
ALBANIL 11.4 14.5

EMPLEADO PUBLICO
Y COMERCIANTE 11.4 25.5

OTROS 22.9 12.7

NO SE OBSERVA DIFERENCIA SIGNIFICATIVA EN LA DISTRIBUCION DE AISLAMIENTO DE
ACUERDO A LAS CARACTERISTICAS DE COMPOSICION Y AMBIENTE FAMILIAR.

No. DE INDIVIDUOS POR FAMILIA x2 = 2.77 P> 0.01
ESCOLARIDAD DE LA MADRE X2 = 2.20 p= 6.01
OCUPACION DEL ESPOSO X2 = 2.18 P> 0.01
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TABLA 11

FRECUENCIA DE AISLAMIENTO DE Escherichia coli PRODUCTORA DE TOXINA
TERMOLABIL (ECET-TTL) EN INDIVIDUOS ASINTOMATICOS EN RELACION A
SI HABIA O NO UN CASO PRIMARIO DE DIARREA POR ESTE GERMEN
EN LA FAMILIA

INDIVIDUOS ASINTOMATICOS DE ESAS FAMILIAS

AISLAMIENTO DE E. coli  CON AISLAMIENTO DE SIN AISLAMIENTO DE

TTL (+) EN EL CASO E. coli TTL ( + ) E. coli TTL ( + )

PRIMARIO O COPRIMARIO (No.) (No.) %
SI 9 a6 16.9
NO 21 288 6.7

T8F &L 30 362 8.5*

2
LEl = 5.9 P =0.025

LOS INDIVIDUOS SIN DIARREA SE INFECTAN MAS FACILMENTE CUANDO LOS CA
SOS INDICE PRIMARIOS Y CASOS COPRIMARIOS ENFERMAN, TENIENDO COMO =
AGENTE CAUSAL A (ECET-TTL) COMO AGENTE ETIOLOGICO, QUE CUANDO DICHOS
CASOS ENFERMAN POR ALGUN OTRO AGENTE ETIOLOGICO. EL ANALISIS DE -

JI-CUADRADA ARROJO UNA X2 = 6.0 (P> 0.01).
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ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

El método utilizado para determinar la presencia de (ECET-TTL) fué el mas
adecuado dadas las caracteristicas de nuestro estudio. El modelo "in vi-
tro" que determind el efecto citopdtico producido por la toxina termola-

bil de Escherichia coli en cultivo de tejidos tiene una sensibilidad y es
pecificidad mayor a la de las pruebas inmunoldgicas que existen en la ac-
tualidad. Con respecto al modelo "in vivo" del asa ligada de conejo, tie
ne la ventaja que incluye un nimero mayor de pruebas por ensayo (4-5 en -
el asa ligada y de 30-35 en cultivo de tejidos) aunque la sensibilidad y

especificidad del asa ligada son mayores a los de la técnica empleada en

la presente investigacién (4,7,10,15,17,18,19,21,24,27,29,30,36,42,61) -
fotografias C y D.

Durante el estudio se analizaron 124 episodios de diarrea, 20 de las cua-
les estuvieron asociados a (ECET-TTL) (16.1%) 20 a otras bacterias entero
patdgenas (16.1%) 16 a Rotavirus (13.0%) y 13 a parasitos enteropatdgenos
(10.5%). La distribucidén de aislamiento de (ECET-TTL) es similar a la de
otras bacterias enteropatdgenas y mayor a la de otros agentes etioldgicos
de la diarrea (Rotavirus y parédsitos). Por lo anterior podemos considerar
a (ECET-TTL) como un agente etiolégico importante de la diarrea en la co-
munidad rural, debido a que la distribucidén de aislamiento en los estu-
dios de prevalencia realizados en la comunidad urbana fueron menores al -
16.1% encontrado en la comunidad rural, a excepcidén de la encontrada por

Evans en 1975 del 24.2% (2,10,20,28,51).

La distribucidn de aislamiento fué aproximadamente tres veces mayor en los
casos indice primarios y casos coprimarios con respecto a los casos secun-
darios (tabla No. 4) hecho gue permite suponer que (ECET-TTL) se adquiere
mas fAcilmente por una fuente comun que por contagio. La distribucién de
aislamiento en individuos sin diarrea (asintomdticos) fué del 8.5% la pre-
sencia de portadores asintomdticos en la comunidad rural se puede expli-

car si tomamos en cuenta que en el humano ocurre la respuesta inmlne hacia
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ECET-TTL (tanto en suero como en intestino) a los 8 y 10 dias después de la
infeccién en el 90.0% de los casos. Por otra parte en la tabla No. 7 se
observa que los individuos asintomdticos que tuvieron mayor distribucidn de
aislamiento fueron los mayores de 5 afios, los que probablemente ya han es-
tado infectados por ECET-TTL y desarrollaron respuesta inmune (13,17,18,48).
En mas del 50.0% de los casos colonizados por ECET-TTL se ha demostrado la
presencia de anticuerpos especificos contra los factores de adherencia de
la bacteria CFA/I y CFA/II (colonization factor antigen) que le permite a
la bacteria adherirse a la mucosa del intestino delgado, impidiendo con ello
la colonizacién y la elaboracién de toxina "in situ" (18,23,25,40,49). Este
fenémeno constituye quizd la base mas importante de la inmunclogia en los
individuos portadores que a pesar de ser infectados no enferman y de esta

manera constituyen un reservorio de ECET-TTL para la comunidad.

La distribucién de aislamiento en individuos sin diarrea (asintométicos)
fué del 8.5% (tabla 3), la presencia de estos portadores asintomiticos en
la comunidad rural se explica si tomamos en cuenta que en el ser humano
ocurre la respuesta inmune hacia ECET-TTL(tanto en suero como en el intes-—
tino) a los B y 10 dias después de la infeccién en un 90% de los casos (2,

8,16,55).

Con respecto a la edad los individuos menores de 5 afios se enferman e in -
fectan mds que los individuos mayores de 5 afios (tablas 6 y 7) debido qui
zé a que como ya lo mencionamos, los mayores de 5 afios han mantenido ya un
contacto con ECET-TTL, lo que ha inducido en ellos la respuesta inmune con
tra los facotes de colonizacién CFA/I y CFA/II, o hacia la toxina termoléa-

bil de tal manera que aunque se encuentren infectados no enferman , en tan
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to que los menores de 5 afios si enferman por este germen, carentes quizé de

respuesta inmune (3,12,13,17,18,29).

La diarrea provocada por ECET-TTL fue aguda tabla No. 8) teniendo una du-
racién de 5 a 7 dias, los resultados obtenidos nos indican que 15 de los
episodiso (75.0%) tuviercon menos de 10 dias de duracidén de diarrea. El nime
ro de evacuaciones fué en el 90.0% de los casos menor a 10 durante 24 horas.
Por lo que respecta a otros sintomas las evacuaciones con sangre y la disen
teria se presentaron en el 20,0% y 10.0% de los casos respectivamente sin
que se asociaran a la presencia de Shigella spp. (Enteropatbgeno invasivo

y Enterohemorréigico) lo que nos lleva a pensar en la posible presencia de
Escherichia coli Enterohemorragica productora de toxina shiga-like, causan
te de diarrea hemorrédgica similar a la producida por Shigella Spp., como
causante de tales sintomas, en el presente estudio no se determiné la pre-
sencia de Escherichia coli enterohemorrigica productora de toxina shiga-
like . Debido a que en los estudios de incidencia y prevalencia de Esche-
richia Egii invasiva en nuestro pais y la prevalencia e incidencia de Es -
cherichia coli invasiva ha sido muy baja considero importante descartar la
participacién de E. coli invasiva como la causante de estos sintomas (10,

20,28,35).

Las caracteristicas de composicidén y ambiente familiar de Cadereyta de Mon
tes, Qro. (tablas 9 y 10)nu determinaron que existiese una menor o mayor
prevalencia de ECET-TTL asociada a los casos de diarrea y a que tanto en
familias con aislamiento de ECET-TTL las caracteristicas son similares y no
presentaron diferencias significativas, sin embargo en las tablas se obser

va claramente que la préctica del fecalismo al aire libre, la convivencia
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con animales domésticos, el analfabetismo y la ocupacidén en las labores del
campo, favorecen una mayor distribucidén de aislamiento de ECET-TTL en las
familias con dichas caracteristicas con respecto a aquéllas con otros ha -
bitos y otras ocupaciones (63). Por lo anterior podemos inferir que ECET-
TTL se ve favorecida, al igual que otros agentes etiolégicos, por estos hé
bitos y ocupaciones de tal manera la prevalencia e incidencia es mayor en

una comunidad rural con respecto a la comunidad urbana (63).

El andlisis de diseminacidén de ECET-TTL en las familias completas (tasas de
ataque secundario y tasa de infectividad) no arrojé resultados significati
vos que permitan extrapolarlo. Observamos gue, aparentemente ECET-TTL es
adquirida por una fuente comun y no por contagio y que el efecto producido
por ECET-TTL no prevalece en las segundas muestras, pero que los individuos
ée infectan mas féacilmente cuando han estado en contacto con un miembro de

la familia gque ha enfrmado por ECET-TTL tabla 11,

CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS

De la discusidén anterior podemos concluir que Escherichia coli enterotoxi-

génica productora de toxina termoldbil (ECET-TTL) es una causa importante

de diarrea en la comunidad rural estudiada. La mayor distribucién de ais-
lamiento de ECET-TTL en la comunidad rural con respecto a la comunidad ur-
bana se ve favorecida por la practica del fecalismo al aire libre, la con-
vivencia con animales domésticos, el analfabetismo y la ocupacidén en las

labores del campo, que en la comunidad rural estudiada juegan un papel muy
importante como factores de riesgo. Por lo anterior se considera importan-
te sugerir para estudios posteriores en comunidades rurales el andlisis pa

ra la determinacién de ECET-TTL en el agua, animales domésticos jdvenes y
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excretas y alimentos de la comunidad y de esta forma determinar de manera

simulténea cudl es la fuente o las fuentes comunes de infeccidn.

Durante el verano se observa la mayor prevalencia e incidencia de episodios
de diarrea causados por ECET-TTL, por lo que se considera indispensable fo
mentar las campafias de higiene donde se traten diversos temas como: plani-
ficacién familiar, alimentacidén durante el primer afio de vida, higiene per
sonal, desnutricién, complicaciones de la diarrea, deshidratacién y rehidra

tacidén oral asi como el control del nifio sano.

Ya que los individuos menores de 5 afios enfermos cuando son colonizados por
ECET-TTL, en tanto que los mayores de esta edad se infectan pero no enfer
man, aparentemente porque un contacto previo con este germen desencadena

en ellos la respuesta inmune del huésped, se sugiere para estudios poste -
riores determinar si existe alguna correlacién entre la infeccién por(ECET-

TTL) y la respuesta inmune especifica a los factores de colonizacidén (CFA/I

y CFA/II).

Siendo los individuos menores de 5 afios los mds susceptibles a enfermarse
por ECET-TTL y tomando en cuenta que la subunidad B de la toxina termolédbil
tiene la habilidad de introducir la respuesta antitoxigénica en la mucosa
intestinal del ratén cuando se inyecta intraperitonealmente y si la corre-
lacién entre la infeccién por ECET-TTL y los factores de colonizacién sea
significativa, seria importante llevar a cabo un estudic para elaborar una
vacuna que antagonice a ECET-TTL y utilizarla como método inmunoprofilacti
co durante los primeros 6 meses de vida, y de esta manera poder reducir la

incidencia y prevalencia de diarreas por ECET-TTL en los menores de 5 afios.
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Debido a gue parte de los episodios de diarrea causados por ECET-TTL pre-

sentaron evacuaciones con sangre y disenteria (20.0% y 10.0% respectivamen
te) sin que se hubiese aislado Shigella, sugerimos para estudios epidemio-
légicos posteriores que se determina la presencia de Escherichia coli en -
terohemorragica productora de toxina Shiga-like que provoca diarreas con

evacuaciones con sangre y disenteria (8,13,21) ya que debido a la aparicién
de estos sintomas en los episodios de diarrea asociados a ECET-TTL supone-
mos que Escherichia coli enterohemorragica pudiera ser una causa importante

de diarrea en la comunidad rural.

En el anterior trabajo se abordé parte de un problema de salud importante
para nuestro pais como es la diarrea (10,20.28,35) por lo que se espera que
los resultados obtenidos en este estudio ;ean utilizados para prevenir el
fadecimiento causado por este germen y de esta manera contribuir a superar

los problemas de salud de nuestro pais.
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APENDICE

Cepas bacterianas

Clase Caracteristicas o propiedades

E. coli H-10407 H- Produccién de toxina termolabil,efec-—
to citopatico en células CHO-K1

E. coli nativa o silvestre No productora de toxina termolabil,
K-12 sin efecto citopatico en células CHO-K1
Antibidticos
Tipo Laboratorio o proveedor
Anfotericina B E.R. Squibb and Sons Inc. Princenton
N.J. 09540 USA
Lincomicina Donado por Laboratorios UP-JOHN de

México. México, D. F.

- Solucién de penicilina/
Estreptomicina 10,000 U/meg/ml.

Enzimas

Tripsina 0152/159 Difco Laboratories. Detroit Michigan
U.S.A.

Toxinas

Toxina colérica Sigma Chemical Company P.0.Bos 1450

St. Louis, M.D. 63178 U.S.A.

Medios de cultivo

Caldo de infusién cerebro corazdn-gliceron (BHI-glicerol (BHI-glicerol 15.0%.
Difco

31.4 g/850 ml. de agua DD mas 150 ml. de glicerol (100.0%), esterilizar por
15 minutos a 121°C pH final 7.4

Medio CAYE, descrito por Evans (38)
Casaminodcidos (Merck) ........ 20 g/l

Extracto de levadura (Difco)... 1.5 g/l
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Esterilizar en el autoclave por 20 minutos a 10 lb/sq in por 20 minutos,
antes de adicionar las siguientes sales, a la concentracién indicada.

MgS04..... T s e o, DR DOS%
MOGLS o v v v e A RS 0.005%
FeCls..... T 0.005%

Adicionar 1 ml. de lincomicina (antibidtico), a la concentracién indicada.
Lincomicing: v suisea soiba s vie . 45 microgramos por ml. pH final B.5

Gelosa especial

Base para gelosa sangre........ 20 g/l
Agar bacteriol6gicO...veeveerss 15 g/1 BIOXON
Extracto de carne....cvevvenens 1.5 g/l

pH final 7.4

Esterilizar a 15 lb/sq in por 20 minutos.

Mc. Conkey agar Bioxon

50 g/l esterilizar en el autoclave, 15 lb/sq in por 15 minutos.
Tripticaseina soya agar (TSA).

31 g/l esterilizar en el autoclave 15 lb/sq in por 15 minutos.
Xilosa lisina desoxicolato agar (XLD agar). BIOXON

55 g/l calentar y transferir inmediatamente a un bafio maria a 50°C, vaciar
en las placas tan pronto como se haya enfriado.

Medios para la identificacidn bioquimica

Agar de hierro de Kigler (produccién de HoS, produccién de gas, (utilizacién
de lactosa).

52 g/l esterilizar en el autoclave 15 1b/sq in por 15 minutos.

Agar de hierro lisina (LIA) Bioxon.(descarboxilacién de lisina) 24.2 g/l
esterilizar en el autoclave 15 1lb/sq in por 15 minutos.
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Agar citrato de Simons (utilizacién de citrato). Bioxon 33.1 g/l esterili-
zar en el autoclave 15 1b/sg in por 15 minutos.

Malonato Bioxon (utilizacidén de malonato).
9.3 g/1 esterilizar en el autoclave 15 1lb/sq in por 15 minutos.

Medio para movilidad MIO Bioxon (movilidad, produccidn de indol utilizacidn
de ornitina).

31 g/l. esterilizar en el autoclave 15 lb/sq in por 15 minutos.

Urea Bioxon (utilizacidén de urea).
10 g/l esterilizar en el autoclave 15 lb/sq in por 15 minutos.

Medios para cultivo de células.

Medic o complemento Proveedor

Medio basal de Eagle MEM 10X, In Vitro, S.A. México,D.F. 06700
con sales de Earle, L-glutami-

na sin bicarbonato de sodio.

ME-001.

Medio de Ham—Flg 10X con L-glu- In Vitro, S.A. México,D.F. 06700
tamina, sin bicarbonato de sodio.

Buffer para tripsina, solucién In Vitro, S.A. México,D.F. 06700
de fosfatos EN-004.

L-glutamina 200 mM. In Vitro, S.A. México,D.F. 06700

Microplacas para microensayo In Vitro, S.A. México,D.F. 06700
96 pozos (0.3 cm3/pozo).

Suero fetal de bovino 100 ml. S 01 In Vitro, S.A. México,D.F. 06700

Reactivos quimicos.

Acido clorhidrico J.T. Baker,5.A. de C.V. México
Bicarbonato de calcio Merck de México,S.A. México, D.F.
Cloruro férrico Maallin Ckrodt Chemical Works

St. Louis
Cloruro de manganeso Merck de México,S.A. México,D.F.
Cloruro de magnesio Merck de México,S.A. México,D.F.
Cloruro de potasio Merck de México,S.A. México,D,F.

Cloruro de sodio Merck de México,S.A. México,D.F.



E.D.T.A. (disddica)

Etanol

Fosfato de potasio dibasico
Fosfato de sodio dibésico
Glicerol

Hidrdxido de scdic

Sulfato de Manganesoc

Sulfato de magnesio

2.T. Baker,S.A. de C.V. México

Productos Quimicos Monterrey, S.A.
Monterrey, N.L. México

Productos Quimicos Monterrey, S.A.
Productos Quimicos Monterrey, S5.A.
Merck de México,S.A. México,D.F.
Merck de México,S.A. México,D.F.
Merck de México,S5.A. México,D.F.

Merck de México,S.A. México,D.F.
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