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RESUMEN

Se estudiaron 262 cepas de Escherichia coli (157 aisladas de pa -
clentes, 70 de agua y 35 de alimentes). Diez cepas enterotoxigénicas,
se identificaron por el método de asa ligada en conejo y se fnvestiga
ron desde el punto de vista bioquimico, de su capacidad de resistencia
a Tos antimicrobianes y de la presencia de materfal genético extracro-
mosémico. Sus caracteristicas metabdlicas presentaron algunas diferen-
cias, con respecto a lo observado en cepas no enterotoxigenicas, sobre
todo en 1a fermentacidh de carbohidratos y la deséarboxilacion de ami-
nodcidos; con estos datos se elaboraron biotipos de ambos tipos de ce-
pas, las cepas enterotoxigénicas dieron cinco biotipos diferéntes y las
no enterotoxigénicas nueve, no existiende entre ambos grupos de bioti-
pos ningunc que se compartiera, En la prueba de susceptibilidad se en-
contrd que hay resfstencia a algunos de los antimicrobianos de usolco—

min en México, en los dos tipos de cepas.

Finalmente se observé que las cepas enterotoxigénicas comparten en
tre si un mayor nimero de pldsmidos comparativamente con los que presen

tan las no productoras de enterotoxinas.
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SUNMARY

A total of 262 strains of Escherichia coli has been isolated from patiens(157),
water(70) and sea food(35), were tested for enterotoxin production by the

rabbit ileal loop test. For this test, ten enterotoxigenic strains were ob-
tained, Biochemistry capacity, antibiotic resistance and extracromosomic DNA
presence was studied in enterotoxigenic and non enterotoxigenic Escherichia coli
strains. Results show some biochemistry difference in both enterotoxigenic and
non enterotoxigenic strains, Antibiotic resistance {n both strains was more im-
pertant to antibiotics of common usage in México. Respect to extracromosomal
DNA, enterotoxigenic strains share greater number plasmids between them, in com-

parison with the non enterotoxigenic Escherichia coli strains.



LAS ENTEROTOXINAS ¥ SU IMPLICACION EN LA PATOGENESIS OF LA
DIARREA: CARACTERIZACION BIOQUIMICA Y DE MATERIAL GENETICO
{PLASMIDOS), EN CEPAS ENTEROTOXIGENICAS DE Escherichia coli

INTRODUCCION

La gastroenteritis infecciosa aguda es un probiema mundial para
todos los grupos etarios, De tres mil a cinco mil millones de casos de
diarrea con cinco a diez millones de muertes ocurrieron entre 1977 y

1978 en diferentes ciudades de Asia, Africa y América Latina. (13-80);

La asociacibn de E. coll con cuadros de gastroenteritis aguda se
ha incrementado considerablemente en las Gt}imas décadas. Su mecanis-
mo de patogenicidad es de por Vo menos dos tipos conocidos: por inva-
si6n del epitelio intestinal (E. coli enteroinvasiva) y por enterotoxi
nas (E. coli enterotoxigénica). Las cepas enterotoxigeiicas ocupan los
primeros lugares como agentes causales de diarreas, principalmente en

los pafses en vfas de desarrollo.

La identificacién de éste microorganismo enterotoxigénice se rea
liza por 1a demostracién de las toxinas que elabora; sin embargo, los
procedimientos utitizados para éste propfsito, en la mayorfa de. Tos
casos, no estan al alcance de un gran nimero de laboratorios. En los
01timos afios diferentes investigadores han podido indagar que cepas
de E. coli productoras de enterotoxinas de origen humano poseen plds
midos que tienen informacién para la elaboracifn de enterotoxinas y
de factores de colonizacibn, y que, al parecei‘, se agrupan en un res

tringido ndmero de serogrupos o serotipos y, por ende podrfan ser carac



terizadas por métodos seroldgicos; sin embargo, el procedimients pre
senta inconvenientes de cierta importancia, como es el que se requie
re de un nimero considerable de antisueros, hecho que por si solo res-
tringe su utilidad para unos pocos laboratorios especializados. Todo
1o anteriormente mencionado da bases para plantear la bisqueda de ca-
caracterfsticas particulares de las cepas enterotoxigénicas de E. coli,

que permitan su facil fdentificacién.



ANTECEDENTES

Las enfermedades infecciosas en Mé&xico tienen una importancia de
primera magnitud; las del aparato respiraterio ocupan el primer lugar
como causa de muerte y las gastroenteritis el sequndo (1}, En cuanto
a la morbilidad, se cbserva que no manifiestan una deciinacién soste-
nida, presentan variaciones condicionadas por eventos ecolfgicos cam-
biantes (2-3). La repercusidn econémica que estos fendmenos tienen so

bre 1a sociedad y 1a familia es considerable.

La mucosa del aparato digestivo esta en contacto estrecho con Ta
flora microbiana; el nlimero de especies que la constituyen varia con
1a abundancia y clase de nutrientes, La flora intestinal tiene varia-
ciones relacionadas con la edad del sujeto, lo que seguramente refle-
Ja el tioo de alimentacién (4}, En el recién nacido, cuando es alimen
tado con formula 15ctea, hay predominio de Bifidobacterium SP.y ¥ €n
los amamantados sobresale Lactobaciilus, A esta flora inicial se agre

gan bacterjas amaerobias facultativas como Escherichia coli y Strepto

coccus fecalis, Cuando es destetado la flora cambia y se asemeja a la

del adulto, los gérmenes anaerobios estrictos Bacteroides, Fusobacte=

rium, Peptococcus, Peptoestreptococcus, Difteroides y Vibrios, (5-6-7)

aventajan a los anaerobios facultativos,

E1 estomdqo normal carece de microorganismos por la accién bactg



ricida del &cido clorhfdrico, en el intestino delgado la cifra de mi-
crobios es muy baja en las primeras porciones pero aumenta a medida que
se alcanza 1a porcidn terminal del fieon, en cambio, en 2l colon, la
poblacidn microbiana puede 1legar a una cifra cercana a 10‘0 bacterias
por gramo de heces. Esta poblacién puede modificarse por la dieta, y
por otros factores, como alteraciones en el trdnsito intestinal y la
accifn de antimicrobianos que suprimen las especies susceptibles y fa
vorecen 1a implantacidn de organismos aloctSctonos en cuya estancia,

a pesar de ser temporal, pueden ejercer accifn patdgena (7). Algunas
de estas bacterias son responsables de producir diarrea; sin embargo
por los métodos de laboratorio a nuestro alcance, no se puede deter
minar el agente etiolGgico en todos los casos; aproximadazmente en el
25% se reconoce a una bacteria patfgena conocida, entre el 25 y 50%
se puede identificar a un virus, y en cerca de un 25 3 50% !a causa

no se 1lega a conecer, (8).

Entre 1as bacterias causantes de diarrea Escherichia coli acupa
un Tugar prominente, su habjtat natural es la regién ileocecal y el
colon (9); se clasifica dentro de la familia Enterobacteriaceae en
la tribu Escherichia {10). Esta bacteria se consideraba patfgena so
lamente cuando invadia tejidos extrafios a su habitat como lo es e}
tracto urinario, el aparato respiratorio y, menos frecuente, el sis

tema nervioso central (9).

Sin embargo, desde hace varias décadas se sospechaba que podfa
ser causante de diarrea, Ya en 1923 hubo fundados indicios de sus re

laciones con casos de diarrea infecciosa (11.12).



En 1945 Bray demostré la asociacién de un tipo serolégico espe -

cffico de E. coli con un brote de diarrea (Bacterium coli papolita -

num). En 1946 en el Hospital Infantil de Ja Ciudad de Héxico, Varela,
Aguirre y Carrillo aislaron del cadaver de un Yactante de 2 meses de
edad una cepa de E. coli que posefa un antfgeno somdtico que cruzaba
con el antfgeno "0" de Salmoneila adelaide, a 12 que se le dif el nom
bre de Escherichia coli Gémez, que fue causante de la gastroenteritis

y de 1a muerte de ese nifio.

En 1952 Olarte y Varela observaron que la cepa E. coli Gémez, la

bacteria aislado por Bray, (Bacterium coli napolitanum), asf como la

cepa Bacterium tipo Giles y Songster y Ja E. coli. serotipo 0 111:84
de Kauffman y Oupont; estaban relacionadas con brotes epidémicos de
diarrea =n lactantes (13). A partir de este aescubrimiento se identi-
ficaron serotiposresponsables de producir diarrea tante en recién na-
cidos como en sifios y adultos. Neter y col. denominaron a estas ce.pas
de E. coli causantes de diarrea como enteropatogénica (EEC), para di
ferenciarlas de las cepas relacionadas con infecciones extraintestina
les {14). En 1967 aparecen las primeras noticias en que se hacfa sa -
ber que algunas cepas de E. coli eran capaces de elaborar enterotoxi-
nas; fnicialmente estas fueron aisladas de animales muy jévenes con
diarrea severa. Un afio mis tarde, en Calcuta, se hicieron estudios en
pactentes adultos con cuadro diarreicos semejantes a los producidos
por Vibrio cho1efae en quienes se aislé E. cpli; las observaciones rea
1izadas previamente en animales, hicieron pensar que estas bacterias
aisladas en Calcuta podrfan ser las responsables de esos casos de dia
rrea (15). Con el empleo de las té&cnicas utilizadas para 1a demostra-

cibn de enterotoxinas elaboradas por V. cholerae, se pudo probar que



las cepas aisladas de esos pacientes también eran capaces de sinteti-

zar enterotoxinas (17-18).
ESCHERICHIA COLY ENTEROTOXIGENICA

En la actualidad se sabe que E. coli es capaz de generar por lo
menos dos tipos de enterotoxinas que se pueden diferenciar por su re
sistencia al calor; una es termoldbil (TL) y la otra termoestable {VE};
presentan ademds diferencias en su composicidn quimica y en sus efec-
tos sobre células eucariotes (17-19-24), La toxina TL de E. coli com
parte caracteristicas ffsices, quimicas y antigénicas con la enterotg
xina de V. cholerae (TC). (19-20). Es una protefna con P.M. variable
que puede exceder de 100,000; estd constitufda por dos subunidades
1lamadas "A" y "B", esta Gltima compuesta por cince fracciones las que
en conjunto reciben el nombre de coligencide. Las fracciones de la
subunidad "B" pueden agruparse en dimeros y trimeros; esta subunidad
a su vez,se abserva en dos diferentes conformaciones denominadas "R*

y "c"; la forma "R" se mueve con r&pidez en un campo electroforético
mientras que la "C" lo hace Tentamente. Estudios recientes han mostra
do que la conformacidn denominada "C* es 1a forma activa, Se ha ob ~
servado ademds que la conversifn de la forma "R" a 1a “C" es induci-

da por accifn de la galactosa (21).

La enterotoxina TE se ha podido purificar a partir de cepas de
orfgen animal y humano, su P.M. es de aproximadamente 10,000, estd
constituida de 19pidos {83%) y protefnas (15%) con capacidad inmuno-
gén'lca pabre {19-22).

Se ha observado en dos formas denominadas TEa y TEb, que mues~



. tran diferencias en relacidn con el tipo de cepas que las producen y
en la composicifin de aminodcidos (19-23-28}, La producci6n de esta to
xina es inhibida por algunos carbohidratos como:D-glucosa, D-glucona-
to y ia L-arabinosa, mfentras que el glicerol y el piruvato, sole dis
minuyen sus niveles. Se conocen otres mecanismos reguladores para su
elaboracitn como el nivel de pH, notdndose unma producc1d§ Gptima de

toxina en pH de 7,2 a 8.0, (25).

En ambas enterotoxinas (TL y TE) el mecanismo de accién que pre
sentan es diferente, La toxina TL tiene un mecanisno-de acci6n pareci:
do al de la toxina colérica; dispone de un receptor especffico en las
células del epitelio del intestino el gangliosidc Gml, este pertenece
a Tos gangliosidos formados por complejos glucolfpidoﬁ-cerebrdsido
que se encuentran en la membrana plasmitica de la célula {19). Este
gangliosido esta constitufdo por galactosil N-acetilgalactesa minil-
sfalosi] galactosil-glucosil ceramidaj como se ha sefialado, la galac
tosa activa la subunidad B de Ta enterotoxina, favoreciendo la pene-
traci6n de 1a subunidad "A" que se encarga de activar la enzima Adg
nflato Ciclasa, que transforma el Adenosin 5 Trifosfato (ATP) en A-
denosin mono fosfato cfclico (34,5'-AMPc) (19-22-27), El incremento
intracelular de 1a concentracidn del AMPc induce cambios en el poten
cial eléctrico de 1a membrana, originando trastornos en la absorcifn
de sodio, aumento de 1a secrecidn de clore y salida de 1fquido en

exceso por la pared del {intestino (19-27),

E1 mecanismo de accibn de la toxina TE no es hien conocido pero
se sabe que induce incremento en Ta concentracién de Guanosin mano

fosfato cfelico (GMPe) (19-23-26),



FACTORES DE ADHERENCIA

La superficie de E, g_t_i_[i estd cubierta con "substancias" antigé-
nicas que inducen reacciones inmunolégicas y sfntesis de anticuerpos
especificos que se utilizan para realizar su clasificacién serolfgica;
los antfgenos de superficie mds comunes son: el antfgeno somdtico "O"
que es un oligosacdrido termoestable; el antfgeno "H" o flagelar, de
naturaleza protéica y termoldbiliy el antfgeno K o capsular, de compp
sicién polisacdrida, termoldbil, que en ocasiones emmascara al an-

tfgeno somdtico.

Estas estructuras antigénicas son comunes para todas las cepas
de E, coli, patgenas 6 no; sin embarge, algunas, que poseen capacidad
para elaborar enterotoxinas, pueden presentar, estructuras que permi-
ten su adherencia al epitelio intestinal, lo que favorece el estable
cimlento y proliferacin de las mismas. Estos son conocidos en la ac
tualidad como factores de adherencia o de colonizacifn, habiéndose po
dido identificar varios tipos: los denominados KB8 y 987P de orfgen
porcino; el K49 aislado de bovinos y los factores CFA/L y CFA/II de
cepas humanas, ademds de algunos otros que se han descubierto recien-

temente (29-30-31-32-33),

Las bacterias entergtoxigénicas para poder producir cuadros dia-
rréicos, deben poseer, ademas de capacidad para elaborar enterotoxi -

nas, factores de colonizacién,

Estos factores se pueden {dentificar en el laboratorio por su ca
pacidad para aglutinar erftrocitos, efecto que no es inhibido por la

accién de 1a D-manosa, como ocurre con otros apéndices de fijacién co



. nocidos como fimbrias de tipo 1, presentes en la mayorfa de las cepas
de E. ggll. {34-35.36), Se ha observado que los factores de coloniza-
cién tienen especificidad en relacién al tipo de epitelio intestinal

que colonizan, asf como para los eritrocitos que aglutinan, propiedad
que se utiliza para diferenciarlos entre sf, Estas estructuras presen-
tan caracterfsticas que comparten; en su composicén se encuentran Ja
mayorfa de los amincdcidos comunes; sin embargo, hay diferencias en -
tre ellas, asf tenemos que los antfgenos k88 y CFA/I no poseen cistefna;
por otro lade, su movilidad electroforética, su peso molecular y su es

pecificidad de huesped, las diferencfa,

La capacidad de estos factores para adherirse al epitello intes-
tinal, se relaciona con ciertas caracteristicas observadas en Ja su -
perficie de la mucosa intestinal, Tanto las Eacterias. como las célu-
las eucariotes a Tos cuales se adhieren, poseen el mismo tipo de car-
gas;para quehaya adhesi6n 1a accidn repulsiva que se produce al a ;
cercarse ambas superficies debe ser vencida, Se ha observade que es-
to se logra por intermedio de fuerzas denominadas de corto y largo
alcance, que operan cuando se unen las fimbrias con receptores espe-
cfficos para cada factor de adherencia y que se localizan en la su-
perficie de las células epiteliales (29), La naturaleza de estos re
ceptores ha sido determinada, entre otros autores, por Kearns y Gi-~
bbons (29-38), quienes descubrieron que el epitelfo intestinal de va
rias especies animales, presenta diferencias en los perfiles de gli=

colfpidos,

Apoyados en estas observaciones, otros investigadores, utilizande
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el antfgeno K88, encontraron que la capacidad para aglutinar eritro-
c¢itos de cobayo por este antigeno, era inhibido por algunas glicopro-
tefnas; 1o que hizo suponer que un residuo Beta D galactosa pudiera
estar involucrado en la interaccin del K88 con los eritrocitos, Esto
condujo a suponer que 1a Beta D galactosa deberia encontrarse en el
receptor del antfgeno {30). Lo antes mencionado se ve apoyado por ob-
servaciones realizadas en cepas de E. coli aisladas de infecciones

de vias urinarias, en las que se hallé que los glicolipidos actlan co
mo receptores de estas cepas cuando se hacen reaccionar, tanto con e-

ritrocitos humanos, como con células del epitelio uretral {29-30-40).
MATERIAL GENETICO EXTRACROMOSOMICO (pldsmidos)

Los pldsmidos son elementos genéticos autdnmomos que pueden ser he
redados sin necesidad de estar 1igados al cromosoma. Los pldsmidos son
importantes en medicina porque confieren resistencia a antibi6ticos,
porgue pueden codificar la sintesis de toxinas y otras portefnas, que

incrementan la virulencia de Jas bacterias que las poseen, {41-42}

Para la clasificacién de Tos pldsmidos se toman en cuenta sus ca
racterfsticas mds importantes, Los pldsmidos R confieren resistencia
a una 0 mds drogas antibacterianas; los denominados pl&smidos Col co-
difican para la elaboraci6n de protefnas antibacterianas conocidas cgl
- mo Colicinas; los pldsmidos degradativos codifican 1a sintesis de una
variedad de enzimas catab8licas y los de virulencia incrementan 12 pa

togenicidad de Ta bacteria por diferentes mecanismos,

Las bacterias pueden contener dos o mds pldsmidos diferentes; si

son capaces de coexistir, se denominan "Compatibles”; los plismidos que
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no pueden existir en la misma bacteria se 1laman "Incompatibles", estos
se pierden después de cierto nimero de generacionss, Sobre estas bases,

los pldsmidos son clasificados dentro de grupos de incompatibilidad,

Asf mismo, los pldsmidos pueden ser conjugativos, 1lamados también
Trat (Transferibles) y no conjugativos o Tra®. Los pldsmides conjuga -
tivos transfieren copias de elios mismos de una bacteria a otra. Pue-
den también transferir fragmentos de DNA cromosomal entre las bacterias.

(41-43).

Ademds de los pldsmidos han sido descubiertos.elementos genéticos .
conocidos como transposones y otros denominados “secuencias de inser-
ci6n" (1S). Estas estructuras se pueden encontrar también en el cromo-

soma bacterianc y en fagos (42-43).

" Los transposones tienen un tamafio que se encuentra en el rango de
1000 a 20,000 pares de bases. Sen capaces de hacer copias de si mismos
e insertarse por medio de secuencias invertidas dentro de moléculas de
DMA con las cuales tienen poca o ninguna secuencia de homologfa. Les
transposones codifican para caracterfsticas especificadas de plésmi-

dos, como resistencia a antibidticos, produccién de toxinas, etc.

Las “secuencias de insercién” son elementos gendticos que cons -
tan de 768 y hasta 5700 pares de bases. Se encuentran en el cromosoma
de muchos tipos de bacterias y bacteridfages asf como en pldsmidos.-
Exisfen diferentes tipos de estos elementos, los denominados IS1 y
152 que se pueden insertar en muchos sitios diferentes, pero se es -

tablecen preferentemente en ciertas regiones de l1a molécula de DNA.-
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Sin embargo, no siempre se insertan exactamente en el mismo punta, Por
su parte Jas secuencias de {nsercién conocidas como IS4, son altamente

especificas y se insertan exactamente en el mismo sitio del genoma,

Una caracterfstica comdin de todas las "secuencias de insercién"
y de transposones es la presencia de secuencias terminales repetidas
e fnvertidas, Probablemente, estas secuencias terminales invertidas
proporcionan a estos elementos transferibles el reconocimiento de los
sitios para las nucleasas u otras enzimas que estan involucradas en

la transposicifn y recombinacidn "ilegitima®,
Plasmidos ENT

Los pldsmidos que confieren las capacidades para elaborar enter'(‘i_
toxinas son conocidas como Ent y han sido caracterizados parcialmente,-
En algunos se ha determinado Su peso melecu]ar; su contenido total de
Guanina Citosina G-C y algunas otras propiedades, Gyles, So y Falcow
(44), entre otros, seiialaron que un plismido transmisible era el respon
sable de conferir ta capacidad para la elaboracifn de Enterotoxinas de

ciertas cepas de E, coli,

Varias observaciones (19-29-45) han mostrado que la expresifn de
ambas toxinas (TL y TE) se puede encontrar codificada en un solo plds-

mido o en pldsmidos diferentes,

Un pldsmido que codifica para 1a produccidn de ambas enterotoxi-
nas esta constitufdo por una cadena senciila de DNA con peso molecu ~
lar aproximado de 6 x 107 daltones, E1 pldsmido que cod!fica para la

elaboraci6n de }a toxina TL es hetercgéneo y su pese molecular se en-
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cuentra en un rango de 2.1 a 8.0 x 167 ¢al tones ;observdndose ademds,
que se encuentra integrado en el cromosoma de un bacteridfage tempera
do. Es probable que este factor gendtico también forme parte de un
transposon (29-42). Estudios recientes indican, que el gene que codi-
fica la elaboraci6n de la toxina TE, forma parte de un transposon; es
te gene tiene uma secuencia de 500 pares de bases separadas por dos

secuencias de insercién invertidas (ISI),

Algunos de las pldsmidos que dirigen la sintesis de los factores
de colonjzacién han sido caracterizaldos:' (29-45), observdndose que la-
capacidad para la produccién de KB8 puede ser transferida junto con
la propiedad para utilizar rafinosa como dnica fuente de carbono. -
Shirptey y cols. (29), encontraren que los genes que confieren estas
propiedades estan localizados en un plismido sencillo no conjugatfvo
de aproximadamente 50 Megadaltons. (Md). E1 antfgeno K88 tiene tres
variedades antigénicas (KBBab, KB8Bac, K88ad) y sus determinantes se.

localizan sobre un fragmento HindIIl de aproximadamente 7 a 8 Md (29).

La expresidn del ant{geno KBBac involucra 4 genes que estan ore
gavnizados en 2 operones. Uno de los operones posee genes para la sfn-
tesis de 3 polipéptidos y el otro tiene informacidn para la elabora -
cién de la fimbria.

tos polipeptidos tienen peso molecular y funcién diferente, Uno,
con peso molecular de 17,000 d, se cree que act(a como regulador po -
sitivo del operdn que gobierna 1a sfntesis de la fimbria; de los o -
tros dos polipéptidos, el de 70,000 d., al parecer favorece el ancla

Jje de las fimbrias a 1a bacteria y el de 29,000 d, se encarga de la
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adherencia de la fimbria al epitelio intestinal.

Un aspecto muy discutido esta en relacién con la posibilidad de
que un mismo plésmido posea la informacidn tanto para factores de co-
tonizaci6n como para la elaboracidén de 1a enterotoxina o que solo po

sean informaci6n para una sola de estas propiedades.

En el caso del antfgeno K88 algunos investigadores refieren que
en el mismo pl4smido se encuentra 1a informacidn relacionada con los
factores de colonizaciGn y con la produccidn de ambas enterotoxinas
(29-45). Sin embargo, Guinne y Jansen, han reportado cepas con pidsmi
do que codifica para este antigeno pero que elaboran exclusivamente to

xina TL.

£n 1972 Smith y Lingged (29-46-47), reportan un pldsmido conjuga
tivo de aproximadamente 52 Md, relacionado con la sintesis del ant{-

geno K99 y de la enterotoxina TE dnicamente.

No obstante, las observaciones muestran que en la mayorfa de las
cepas enterotoxigénicas de E. coli de origen bovino y porcino los fac
tores de colonizacidn y las enterotoxinas estan codificados por dife-

rentes pl&smidos (29-48-49).

Con respecto a las cepas de origen humano, los pldsmidos poseen

informacién para ambas propiedades.

McConwell y cols. (29-50), encontraron en una cepa del serogrupo
078,un plasmido no conjugativo con peso molecular de 60 Md encargado
de la sintesis del antfgeno CFA/I y de la toxina TE y otra cepa del
serotipo 063:H con un plismido de 65 Md que presentaba el factor CFA/I
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y elaboraba ambas toxinas (TL/TE) {51)

Esto hace pensar, que si la mayorfa de las cepas de orfgen humano
poseen pldsmidos que tiemen informaci6n tanto para la elaboracién de
enterotoxinas como para factores de colonizacidn, se podrfan agrupar
en un restringido nimerc de serogrupos o de serotipos y tal vez, cter
tas cepas podrfan tener capacidad para aceptar y donar este tipo de
material genético con mayor facilidad y con mds estabilidad que o -

tras (29-53-54-55),
IDENTIFICACION DE CEPAS ENTEROTOXIGENICAS.

La fdentificacisn de cepas enterotoxigénicas se dificylta por no
existir marcadares bioqufmicos y caracter{sticas seroldgicas que las
singularicen. Los métodos que se emplean para su caracterizacidn se
han enfocado, exclusivamente, en averiguar la accién de las enterotoxi
nas sobre diferentes modeles bioldgicos: inicialmente fueron ideados
para la identificacidn de la toxina de V. chelerae y adaptados para
descubrir las cepas enterotoxig@nicas de E. coli. Algunas técnicas
revelan ambos tipos de enterotoxinas, mientras que otras, solo una de
las dos (22-27-89), En los trabajos iniciales se empled en forma ex -
tensa 1a denominada Prueba de Asas Ligadas, que sirve para conocer el
efecto fisiopatoldgico y el mecanismo de accifn de las toxinas de V,
cholerae y de las enterotoxinas de E, coli (56). Una suspensi6n bac~
teriana o un filtrado del cultivo de una cepa en estudfo, es 1noculada
en segmentos 1igades del 1leo de conejos adultos o de lechones; (22),
la prueba se considera posiqiva cuando los segmentos inoculados apa -

recen dilatados en un Tapso entre 6 y 18 hs., segdn se trate de las td
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xinas TE o TL respectivamente. La técnica es fdcil de realizar; sin em
bargo, su alto costo impide el uso rutinario en la mayorfa de los la-

boratorios.

Entre otras pruebas, que con este mismo objeto se han venido utilj
zando, se tienen la de Permeabilidad cutdnea, que consiste en la inocy
laci6n intradérmica de filtrados de cultivo en animales de laborato -
rio, siendo los mis recomendables, conejos jévenes que son mds sensi -
bles; la prueba es positiva cuando se produce eritema, edema e indu -
racign en el sitio de la inyeccién, E1 componente activo fue 1lamado

factor de permeabilidad vascular (FP) (19-57),

La producciGn de este factor es modificada por las condiciones

de cultivo.

E1 modelo del ratdn recién nacido (58), se utfliza para averi -

guar 1a existencia de la toxina TE de E. coli.

La perfusin "tn vivo$ en el Yeyuno de ratas (60), es un método
cuantitativo muy sensible y Gtil para demostrar ambos tipos de ente-
rotoxinas. E1 sistema es reproducible y responde a ddsis muy bajas
de toxina; sin embargo, es complicado y sélo se puéderealizar en la

boratorios especializados.

Las pruebas in vitro han venido a desplazar considerablemente los
modelos de pruebas en animales, Existen un gran ndimero de células sen
sibles a la accién de Tas enterotoxinas, tanto de V, cholerae, como de
E. colf, entre ellas se tienen las células adrenales Y1 (61);.estas cé
Tulas crecen en monocapas confluentes y sufren cambios morfoldgicos

y metabdlfcos cuando se exponen a la accidn de productos como a1 ACTH
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y AMPc To que di6 1a idea para utilizarlas en la deteccién de la to
xina TL de E, coli y Ta de V, cholerae. El efecto de estos productos
se asocia con cambios en 1a morfologfa de las células, en su capaci -
dad de adherencia y en incremento de la secresidn de Delta 4-3 ceto

esteroldes,

Las c&lulas de Ovario de Hamster Chino (CHO)} (62), es otro mode
To de prueba in vitro, utilizado para detectar enterotoxinas, gl efec
to de estas toxinas sobre las células CHG y de fibroblastos, en cul-
tivo, se demuestra por un incremento eﬁ la sintesis de coldgena, asf
come por la elongacidn de las células y por la adhesidn a un substra
to, todo ello relacionado con incremento en la concentracifn de AMPc,-
E1 efecto observado en estas clulas, es contrario al que se describid
en las células adrenales, hecho que enfatizé la accidn pleiotrdfico,

del AMPc en diferentes tipos celulares,

Es facil percatarse de las dificultades involucradas en la iden-
tificacidn de cepas enterotoxigénicas de E. colf, motivando que se in
tente desarrollar técnicas accesibles a Ta mayorfa de Tos laborato -
rios clfnicos. Bajo esta perspectiva, los procedimientos inmunoldgi -
cos han adquirido gran importancia, como: 1a inmunchemdlisis radial
pasiva; el radio fnmuno andlisis (RIA) y el método de ELISA, que son
de utilidad para 1a {dentificaci6n de la toxina TL de E. coli. (63-64-
§5). Estos procedimientos son sensibles pero con dificultades téeni

cas no facilmente salvables para un gran nimero de laboratorios.

Todo lo antes mencionado ha estimulado 1a bdsqueda de otros proce
dimientos que puedan ser practicados por laboratorios de diagndstico

clfnico como es el-descrito por!Takeshi Honda que utiliza como princi-
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pio el método de Eleck (66), con resultados aparentemente satisfactorios.

Anteriormente se habfa citado que la. identificacibn serol6gica
de cepas enterotoxigénicas de £, coli no era pesible, porque las en
terotoxinas son codificadas por plismidos y es el cromosoma el en -
cargado de la expresién de los antfgenos de superficie que sirven
para realizar la caracterizacidn serolfgica de las bacterias, Esto
trae como consecuencia, que un nimero muy extenso de serotipos pue-
dan estar relacionados con la elaboraci8n de enterotoxinas (67}, Sin
embargo, existen datos recientes que muestran que un gran nimero de
cepas enterotoxfgénicas de E. coli de orfgen humano afsladas de di-
ferentes dreas geogrdficas, estan Timitadas a un ndmero definido de

serotipos (0: K: H) {17-67-68)},

La asociacién fue demostrada Inicialmente y en forma convincente,
en cepas productoras de ambas enterotoxinas y posteriormente en bac

terias que elaboran exclusivamente la toxina TE (51).

Asf mismo, diferentes observaciones han mostrade asociacidn mis
o menos estable entre ciertos serotfpos y algunas caracterfsticas me
tabg1fcas (17-29), Esta dltima observacidn hace pensar que ciertos
seroblotipos de clonas especiales pudieran estar adaptados como por
tadoras de pldsmidos y en este caso en particular, los relacfonados
con 1a produccidn de enteratoxinas (17-4851-T1), Estos hechos hacen
abrigar esperanzas para 1a identificacidn de bacterias enterotoxigéni,
cas las que podrian ser agrupadas en ciertos bioserotipes, facilf -

tando su deteccidn en un gran nimero de laboratorios.
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Cabe mencionar que en 1a actualidad se trabaja intensamente sobre
Tos factores de colonizacién que en un momento dade podrian ser de u-
tilidad para la identificacidn de estos microorganismos productores

de enterotoxinas. (29-34-40).
BIOTIPIFICACION

Los microorganismos, pueden medificar su medio ambiente y emplear
substancias en solucidn como fuente de energfa aprovechable para su
crecimiento y reproduccifn, Todas las actividades de las c&lulas son
mediadas por enzimas; las reacciones quimicas que para sobrevivir em ’
plean los microorganismos, requieren de un gran nimero de enzimas ¢y
va actividad se interactda, Los productos qufmicos finales de algunas
de estas acciones enzimiticas, pueden ser registradas en el laboratorio
por medio de diferentes pruebas, que permiten establecer un patrdn de
actividad de 1a bacteria y que ayudard en 12 1dentificacién y diferen-

clacisn de microorganismes de especies Tntimamente relacionadas,

Aunque 1a serotipificacién de Escherichia coli, en algunos casos,
proporciona la diferenciacién entre cepas de esta bacterfa, no todos
los laboratorfos estan capacitados para realizar este procedimiento

en razén de lo Yaborioso y el alto costo que implican (10-29).°

Esto ha ocasionado que diversos autores intenten la caracteriza-
cidn de las cepas de Escherichia coli aisladas tanto de vfas urina -
rias, como de proceso diarreicos, utilizando la biotipificacidn por

medio de diferentes pruehas bioquimicas (73-74-79),

La seleccidn de substratos para la biotipificacidn debe ser jo sy

ficientemente extensa, de manera que se pueda efectuar una buena di -
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ferenciacitn entre las cepas en estudio.

En el caso particular de E,_coli enterotoxigénicas alguros in -
vestigadores (17-51-68-71) realizan la tipificaci6n bioquimica de es
ta bacteria asociada con la serotipificacién; sin que hasta el momen

to se hayan establecido patrones caracterfsticos,
TRANSFERENCIA DE INFORMACION GENETICA

Actualmente se sabe que un gran ndmero de géneros de bacterias
pueden presentar recombinacién genética (76). Los genes son transferi
dos entre células por medio de tres tipos de mecanismos; todos tie -
nen ciertos rasgos en comin en el proceso de recombipacidn, pero di-

fieren de uno a otro en algunas caracteristicas fundamentales,

E1 primero de estos mecanismos es la transformacin, descubierta
infcialmente en Pneumococcusy en 1a actualidad se ha establecido su e-
xistencia en otras especies de bactertas (7-76). En la transformacifn
el mecanismo de transferencia del dcido nucléico se debe a 1a penetra
cidn al interior de uma bacteria receptora de DNA 1libre, modificando
la informaci6n genética que'posee. Uno de los aspectos importantes pa
ra que se 1leva a efecto Ta transformacin, es 1o que se conoce como
competencia de la poblacidn de células receptoras, La competencia es
un estado fisiol6gico que varfa grandemente durante el ciclo celular,-
Se ha observado que las células competentes producen una protefna, que
puede ser ajslada y usarse para conferir competencia a otras célutas,-
Se plensa que puedaser un componente de la membrana que facilita la
entrada del DNA, o que sea una enzima encargada de degradar algunos

componentes de Ta superficie celular para descubrir el receptor para
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el DNA. Se requieren tres eventos (separacidn de las dos hebras del
fragmento de DNA, reconocimiento del receptor y penetracién) para que
se Jleve a efecto la integracién del §cido nucl&ico en el cromosoma
bacteriano y obtener, finalmente’ una célula transformada con nueva in

formacién genética,

Otro de los mecanismos de transferencia de material genético es
la conjugacién, la cual fue descubferta por Lederberg y Tatum (43~76)
en Escherichia coli, Durante la conjugacién una de las bacterias ac -
tda como donador genético y la otra como recipiente. La capacidad de
transferir material genético le es conferida a las bacterias por un
elemento conocide como factor F, que se localiza en un plésmido, Es-

te es transmitido dnicamente por contacto directo de ¢€lula a céluia,

E1 proceso de conjugacifn ocurre en dos pasos, ambos gobernados
por genes del plismido; en el primero, ocurren una serie de reacciones
tanto en la superficie del donador coms en la de ta célula receptora
con el resultado final de la formacién de un puente de conjugacidn
en el segundo, el DNA plasmfdico pasa a traves del puente, para que -
dar como un elemento genético extracromosdémico, que, baje ciertas coﬁ

diclones, se puede integrar también al cromosoma,

Finalmente 1a célula receptora, al adquirir esta nueva informa ~
cidn tiene caracteristicas queanteriormente no poseta, entre ellas,
la capacidad de transferir esta nueva informacién ya que a adquiride

el factor F+.

E1 d1timeo de los procesos conocidos involucrados en la transfe -

rencia de informacidn genética es la transduccién {43-76), En este fe
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némeno un fragmento del cromosoma bacteriano es incorporado dentro de
una partfcula de bacteri{ffago, Cuando esta partfcula'infecta nuevas
c&lulas huesped, convierte a este d1timo recipiente en un cigoto par-

cial.

La transduccidn puede ser generalizada o especializada, En Ta
transduccidn generalizada, las partfculas fégicas transductantes con~
tienen dnicamente pequefias cantidades del DNA del fago; mientras que
en 1a transduccidn especializada, e! fragmento del ONA de 1a célula
huesped que es acarreado, esta unido covalentemente a un gran segmen

to de OKA del fago.

En general, el conocimiento de estos procesos de recombinacidn de
material genético entre bacterfas, ha venido a actarar aspectos rela~
clonados con 1a alta varfacidn que bresentan en sus diversas caracte~
risticasy propiedades bioqufmicas y otras que no pueden ser explica »

das por mutaciones?
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- HIPOTESIS

Diversos antecedentes, seflalan que ciertas cepas enterotoxigénicas
de Escherichid coli presentan caracterfsticas fermentativas y fisioldgi-
cas singulares, que nos sugieren: a) S realmente Escherichfa coli ente-
rotoxigénica presenta propiedades metabdlicas particulares, podrfan al-
gunas de estas ser utilizadas para realizar su {dentificacién emplean -
do métodos de laboratorio convencionales, b) Las particularidades meta
b8licas de estas bacterias, serdn comunes afln entre cepas aisladas de
diferentes &reas geogrdficas o0 se presentardn variaciones que pudieran

‘estar relactonadas con Tas condiciones ecol8gicas de cada sitio,

En el diagrama 1 se describe el plan de trabajo,. con el que se tra

ta de estudlar lo propuesto en la hipftesis de trabajo
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OBJETIVOS
1,~ AISLAMIENTO € IDENTIFICACION DE CEPAS DE ESCHERICHIA COLI DE DI-
FERENTES FUENTES {PACIENTES, AGUA Y ALIMENTOS).

2.~ IDENTIFICACION DE CEPAS ENTEROTOXIGENICAS POR EL METODD DE ASA
LIGADA EN CONEJO,

3.~ ESTUDIO OE ALGUNAS CARACTERISTICAS METABOLICAS, RESISTENCIA A
LOS ANTIMICROBIANOS Y DE MATERTAL GENETICO EXTRACROMOSONICO EM
CEPAS ENTEROTOXIGENICAS Y CEPAS NO PRODUCTORAS DE ENTEROTOXINAS,

4.~ CORRELACION DE RESULTADOS OBTENIDOS EN AMBOS TIPOS DE CEPAS.

5.~ TRANSFERENCIA DE MATERTAL GENETICO EXTRACROMOSOMICO DE ALGUNAS
CEPAS ENTEROTOXIGENICAS A UNA CEPA RECEPTORA,

6,~ ELABORACION DE BIOTIPQS OE LAS CEPAS ESTUDIADAS UTILIZANOG LOS
RESULTADOS BE LAS PRUEBAS METABOLICAS,

7.~ COMPARACION ENTRE LOS BIOTIPOS OBTENIDOS EN HUESTRAS CEPAS CON LOS
OBSERVADOS POR OTROS INVESTIGADORES,
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MATERIAL ¥ METODO
MATERIAL
1.- CEPAS

Se estudiaron 262 cepas de Escherichia colf de Tas cuales 157 eran
de pacientes (del Hospital General Manuel Gea Gonzdlez), 70 aisladas de

agua y 35 obtentdas de alimentos (mariscos),

CEPAS DE REFERENCIA

Cepas enteroth'lgénicas; una de or;igen humano E, coli H~10407 y o
tra de origen porcino £, coli 10 p, E. coli K 12 (Nal" JM1456),
2,~ ANIMALES:

Se emplearon conejos machos Nueva Zelanda blancos de 2.5 a 3.0 ki-
logramos, proporcionados por el bioterio de la Facultad de Medicina.
3.~ SUEROS (Behring Werke A.G, Marburg Lahn R,F.A,)

Polivalente I (ANTI-0K-8-26,~55,~78,-86,~111,-114,-119)

Polivalente II (ANTI-OK-B-124,-125,-126,-127,~128)

Monovalentes ANTI-026 K60 (B6),-055 K59 (B5),-178 K80 (8-},

-086 K61 {B7),-0111 K58 (B4),-0114 X-(8-),
- 0119 K69 (B14)

ANT1-0124 K72 (B17),-0125 K70 (B15),-0126 K71 (B16),
0127 K63 (B8),-0128 K67 (B12).

4,~ MEDIOS DE CULTIVO
" a) Para AISLAMIENTO

EOSINA AZUL DE METILENO (EMB) (Merck de México),
b) IDENTIFICACION
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_ Agar-kigler {Merck), Rojo de metilo Voges-Proskauer ( Merck ),

Medio de SIM (Merck), Medio de Simmons-agar citrato (Merck).

©) MEDIO PARA CONSERVAR CEPAS:

Tubos inclinades con 2.0% de peptona (Difco laboratories, Detroit,

Mich.), 0.5% NaCl (Merck) y 2.0% de Agar-Agar (Merck),

d

e

f

~—

—

—

MEDIO PARA LA OBTENCION DE ENTERQTOXINA

Caldo soya tripticasa {BBL, Becton, Dickinsonand Company), adiciona

do con 0.6% de Bacto dextrosa (Difco),

MEDID MINIMO (M9)

NHaC1 (Merck)

KHZPU4 (J.T. Baker)
NazHPO4 {Merck)

NaCl (Merck)

MgSD4 THZO (J.T. Baker)

Agua desfonizada
MEDIO LURIA

Bacto triptona {Difco)
Extracto de Levadura (Difco)
Cloruro de sodio (Merck)
Agua desionizada

pH final 7.0

Ig.
3g.
6 g.
0.5 g.
0.25 mg/ml. conc. fi
na
1000 ml.

10 gq.

5 4.

10 g.
1000 ml.

El medio minimo y el medio Luria fueron complementados con los si

guientes substratos:

To} CARBOHIDRATOS

Lactosa (Merck): Para el medio minimo a una concentracidn final d

1
0.1

e
4
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20) L-AMINOACIDOS (Herck,Difco}
A una concentracién final de 20 Ag/ml .

30} BASES:
Timina (Merck)
a)} Para el medio Luria a una concentracién final de éUﬂg/ml.

b) Para el medio minimo a una concentracidn final de SO/(g/mL '
40} VITAMINAS

Tiamina (Bl) (Merck)

‘ Para el medio mfnimo a una concentracifn final de ]f‘g/m].
50) AGAR AGAR (Merck)
En ambos medlos se utiliza una concentracidn al 2%
g) MEDIOS PARA PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD. '

Agar Lurfa o Mueller Hinton agar (BBL) complementados con el anti-
microbiano correspendiente,

Para el sulfametoxazol se utiiizé el Medio Minimo M9

ANTIMICROBIANOS

Ampicilina 25 a 50 4g/ml conc, final Gentamicina 12,54 9/ml

{ SENOSIAIN) a SCHERAMEX), /‘
Cefalosporina 12.5 a 25.0 y(g/ml conc.final Kanamicina 12,5 a 25 yg/ml
(Quimica Hoech) 2 (BRISTOL) ad
Cloramfenicol 25.0ﬂg/m1 conc. final Ac. Natidfxico 50.0/ug/m1
(PARKE_DAVIS) . {WINTHROP)

Estreptomicina 100-400},(9/\111 conc. final Nitrofurazona' 50.0 Ag/m1
(WYETH_VALES) . (KRIYA)

Tetraciclina  25.0 Mg/ml
(Sigma) e

Sulfametoxazol 12.5Mg/m]
{Roche) l“g
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) MEDIOS PARA BIOTIPIFICACION

1) PRUEBAS OE FERMENTACION:
Medic base caldo Rojo de Fenol (Difco) complementado con 0.5% de
cada uno de 1os siquientes carbohidratos.
Sacarosa, Mio inositol, dulcitol, lactosa, D-Xilosa, D (+) arabi
nosa (Merck),
Adonital, D-Sorbitol, Celobiosa, d levulosa, salicina, (+) Trea-
losa (Difco), D (+) Manosa, D Manitol, D (+) Galactosa (Pfanstietl
Laboratories, INC,),
D (+) Rafinosa (Mutritional Biochemicals Corporation)
L (+) Ramnosa {Sigma Chemicals Company).

2) PRUEBAS PARA HIDROLISIS O DESCARBOXILACION DE AMINDACIDOS

—

Medio base caldo de Moller {(Difce) con 1% de los aminodcidos.

L (+) Lisina, L Arginina y L Ornitina HCY (Difco).

-3

—

HIDROLISIS DEL TWEEN 80

Amortiguador de fosfatos M/15 a pH 7.0 100 ml,
Tween 80 (Nutritional Biochemicals) - 0.5m,
Rojo Neutro (J.T. Baker) Solucién acuosa al 0.1% 2.0 ml.

4) HIDROLISIS DEL ALMIDON
Bacto peptona (Bifco) 5.0 grs.
Extracto de carne (Difco) 5.0 grs.
Cloruro de sodie ] 5.0 grs.
Almidon soluble {Merck) 20.0 grs
Agar Agar 20.0 grs,
Agua destilada N 1000.0 ml,

ph final 7,2



- 29 -

5) MEDIO PARA DETERMINAR CRECIMIENTO EN CLORURC DE SODIO
Agar nutritivo (Merck) adicionade de Cloruro de sodio a concentra-

ciones de 4.0, 5.0 y 6.0%.

—_—

1) AMORTIGUADORES.
a) Amortiguador de Fosfatos M/15
SOLUCION A

NaZHPO4 {Herck) 9.464 grs,
previamente secado a 130°%.

H,0 destilada : 1000.0 ml.

SOLUCION B

KH,PO, (Merck) 9.073‘grs.

previamente secada a 110%

Agua destilada 1000.0 ml.

Para obtener la solucidn a pH 7.0 se mezclan en la siguiente propor.
cibn:

Solucibn A 6,017 ml,

Solucién B 4,011 m,

b) AMORTIGUADOR TE 1X
0.05 M Trizma base (Merck) ‘
0,003 M Sal tetrasfdica, etilendiamino tetracEtico (EDTA). (J.‘T(.Bja_
er
Ajustada con Acido acético glacial (J.T. Baker) a pH 8.0

c) AMORTIGUADOR BA

005 M Trizma base

0.002 M Sal disGdica, etilendiamino tetracético
0.02 M Acetato de sodio {J.T. Baker)

0.018 # - Cloruro de sodio

Ajustada con Actdo ac&tico glacial a pH 8.05
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d} AMORTIGUADOR DE FOSFATOS pH 8.0
SOLUCION A
0.02 M NaH2P04H20 (Técnica quimica)
SOLUCION B
0.02 M. NazHP047H20 {Merck)
Para obtener el pH 8.0 se mezclan las dos soluciones en la si -
guiente proporcidn
Sotucitn A 5.3 ml.
Solucion B 94,7 mi,

A esta mezela se le agregan 100 ml. de Agua destilada

J) SOLUCION NEUTRALIZADORA

Tris - HOY 1.8 m
Trigma base 0.2 m,
k) REACTIVOS

a) AGARQSA TIPO III
Para uso en electroforesis (Sigma)

b) ALPHA NAPHTOL (J.T. BAKER)

¢) Azul de bromofenol (Merck) en glicerol (J,T, Baker) (0.1 ml, de
una solucibn de azul bromofenol en agua por cada 5 mi, de glice
rol}.

d) BROMURD DE ETIDIO
L 4g/ml. Concentracifn final

e) DIMETIL SULFOXIDO (N-N Dimetil formamida J_. T. Baker)

f) DODECIL SULFATO DE SODIO {SDS Sigma) al 10%

g) ETANOL (J.7. Baker)

h) ROJO DE METILO {Matherson Coleman and Beh),

1) LUGOL BACTERIOLOGICO

d) REACTIVQ DE KOVACK
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METODO
AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CEPAS,

Las cepas, son resembradas en el medlo de EMB para purificarlas, y
posteriormente se practicaban pruebas bioquimicas utilizando los Medios
de Kligler, de Citrato de Sinmonsl. de SIM y del Rojo de Metilo Voges-

Proskaver, (84),

Las cepas aistadas e identificadas se guardan en medio para conser

vacibn (85),
Determinacién de Enterotoxigenicidad,
Se utilizd la técnica de asa 1igada en conejo {56),

Se emplearon conejos de 1a cepa Nueva Zelanda, cen peso aproxima-
do de 2 a 3 Kg, La anestesfa se realiz6 con Pentotal sddico a la dosis
de 3 mg/kg, adninistrado por vfa endovenosa, y se mantuvo con éter e~
tflico por inhalacién, La asepsia y antisepsia de la regfon abdominal
se hace con Alkil dimetil bencil amenio (Zolvacsol). Se practica una
fncisidn de aproximadamente 7 cms, de longitud a nivel de 1a 1fnea me
dia, con bisturf nrovisto de heja No, 22 que abarca piel y tefido cé
Tular subcutdreo, Una vez expuesta Ta capa muscular, se corta ésta
con tijeras para deJar expuesta la cavidad peritoneal. Se extrde el ifl_
testino delgado y se Yocaliza 3a vdlvula {teocecal, 7 cm, por arriba
de esta se practica una ligadura, utilizando seda (00); a partir de &s
ta se realizan nuevas 1igaduras en fleo y yeyuno dejando un espacio de

10 c¢m, de longitud y de 3 cms. entre ellas,

En cada conejo se hicieron de 10 a 12 segmentos de 10 cms, y a ca

da una de éstas porciones se inocularon 2 ml, del fiitrado de un culti
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vo de bacterias en estudio, ademds, se emplearon como comtrol positive
el filtrado de una cepa. enterotoxigénica conocida y como control nega-
tivo el medio de cultivo estéril sin sembrar, Una vez inoculados todos
Jos segmentos se cerraron por planos, E! animal se mantuvo hidratado,
en reposo y a una temperatura de 25 a 30°C. durante un perfodo de 18
hrs; al termino del cual y previe sacrificlo, se reabri6 la cavidad ab
dominal y se observaron los resultados, Se consideraba la prueba posi-
tiva cuando el acmuio de 1fquido tiene una relacidn longftud/volimen
de entre 0,5 ¥ 1 c¢,c. tomando en cuenta, también, que el control posi-

tivo y negativo dleran el resultado esperado,
OBTENCION DEL FILTRADO,

Inicialmente las bacterias en estudio se desarrollaron en un medio
de caldo nutritivo durante toda la noche.. De cada cultivo se tomaron
0.2 ml, y se inocularon en matraces Erienmeyerde 250 y 500 ml, que con
tenfan 25 a 50 m1, respectivamente de Caldo Soya Tripticasa (58}; una
vez inoculados se incubaron en agitacidn en una agitadora Mazzini (WM,
Curtin and Co, Mod, 3623) colocada en un ambiente a 379 durante 18 a 24
horas, ET cultivo obtenido se centrifugh a 4,500 r.p.m, ¥ a 4% duran~
te 45 minutos, el sobrenadante se esterilizd con filtros Miliipore de

0.45 tipo HAWP (Millipore Corporation},
ESTUBIO BIOGUIMICO DE LAS CEPAS (8fotipificacidn)

Se emples como medio Base Caldo Rojo de Fenol complementada con
0,5% de cada uno de los siguientes carbohidratos (84); Sacaresa, Ino-

sitol, Dulcitol, Lactosa, Xtlosa; L{+) Arabinosa, Adonitol, D-Sorbi -

tol, Celobiosa, Levulosa, Salicina, Trealosa, Manosa, D-Manitel, D {+)
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Galactosa, D Rafinosa, L(+) Ramnosa, Los resultados de estas pruebas fue

ron Tefdos a JYas 3, 24, 48 y 72 horas,

Como medio base para la observacién de la hidrélisis y descarboxi-
laci6n de aminodcios se utiliz6 el Caldo de Moller, complementado con
L-argfnina, Lisina y Ornitina & concentracién del 1%, Los resultados

fueron lefdos a las 24, 48, 72, 94 y 120 horas,
SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANQS

Se practicd Ta prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos tan
to de las bacterias que dieron positiva la prueba de enterotoxigenicidad

comé aquellas que resultaron negativas,

Se utiliz6 Ta prueba de dlfusidn en placa (67-82-86), empleands el
medio de Agar Luria, Agar Muller Hinton y Me-dio Hinimo M9; tmpregna -
dos con los siquientes antimicrobianes, a diferentes concentraciones:
ampicilina, 4cido nalidixido, cefalosporina, cloranfenicol, estreﬁto-
micina, gentamfcina, kamamicina, aitrofurazona, sulfametoxazol, tetra

ciclina,

Para esta prueba se prepard un cultivo bacteriolégico de 18 horas
y se ajustd por madio de diluciones a una densidad equivalente a la de

un tubo de McFarland al 0,5% (67-82-86),

Oe esta dflucidn se tomd con pipeta 0.1 ml, y se sembr§ por es -
trfa cerrada, las cajas se incubaron por 24 hrs, a 371% y Se observa~
ron los resuttados ({nhibicién del desarrolle o crecimiento normal de

1a bacteria),

HIDROLISIS DEL TWEEN 80
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Para esta prueba se emplea un medio que se prepara en el laborato-
rio (84). Este es inoculado con un cultive bacteriano gue se deja cre -
cer toda la noche, y se incuba hasta por 5 dfas para detemminar si es po
sitiva o negativa la prueba; To cual se establece por el cambio de colo

racidn del medio,
HIDROLISIS DEL ALMIDON

Este medio también se prepard en el laboratorio (84), €1 indculo se
prepara fgual que en 1a prueba antes sefialada, La Tectura de resultados
se realiza a Tas 24 hrs, al agregar al cultivo obtenido una selucién di
lufda de Lugol bacterioldgico, determinando por este procedimiento si

fue Hidrolizado el almiddn,
CRECIMIEKTO EN CLORURO DE S0DI0

Se uti11z8 agar nutritive con cloruro de sodio a diferentes concen
traciones; las cepas a probar se brepararon; también, en un cultivo que
desarrolla toda 1a noche; con dste se {nocularen Tos medies con clorure

de sodio, 1a Tectura de resultados se realizé a las 48 hrs,
CARACTERIZACION DE MATERIAL GENETICO EXTRACROMOSOMICO,
Obtencifn de DNA (87),

Para obtener el ONA es necesario romper la bacteria, la que se cuj_'
tiva inicialmente, durante 18 horas en Caldo Luria; de este primocultin~
vo, se temé 1 ml. y se adicioné a un tubo que contenfa 9 ml, de Caldo Ly
ria o BHI, Tos tubos inoculados se 1ncubaron en un bafio marfa a 37°C y
con agitacién (New Brunswick Scientific Co, Inc, Model 676), hasta que

alcanzan una densidad Sptica de 50 a 60 UK (fotocolorfmetro Klett~Summer
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son Model 800-3),

Una vez completado el desarrollo se centrifuga a 6,000 rpm duran-
te 15 minutos, el sedimento se resuspende y lava en dos ocasiones con
amortiguador TE IX; despuds de la segunda lavada el sedimento fue re -
suspendido con 0,25 ml, del mismo amortiguador aﬁadiéndolle ademds 0,05
ml, de Hidréxido de sodio IM; se dejd reposar durante 10 minutos para
agregarle 0,05 ml. de Dodecil sulfato de sodic al 10%, nuevamente se
deja reposar por 10 minutos, al tennlnq de este tiempo se agregaron
0,05 ml, de solucitn neutrali_zadora. El siguientg paso consistif en in
cubar los tubos tratados a 45°C durante 4.5 horas en bafo marfa (Thel
co, Preciston Scientific Co, Model 83 Chicago 60647 U.S,A.), Finalmen-

te estos tubos se colocaron a ~20C durante toda la meche,

Para separar el DHA de los restos celulares se descongela a tem~
peratura ambfente el material contenido en los tubes, se decanta tra -
tando de conservar €] material de consistencia mucoide y aspecto cris-

talino, a este material se - le agregd una gota de azul de Bromo-Fenol,
ELECTROFORESIS EN GEL (44-87-88),

El 1fsado bacteriano se somete a electroforésis en geles de aga -
rosa para visualizar el DNAj se emplea Agarosa al 0,87 en amofﬁguador
BA 1X, Los geles se preparan en tubos de cristal de El x 0.5 cms, cuan-
do se solidifican se uniformizan los extremos y uno de estos se cubre
con gasa que se sujeta con un anillo de 1&tex, Preparados los geles se
colocan en la Cimara de Electrofordsis (fabricaci6n Nacional), 1lemando

depfisitos con amortiguador BA IX,

Para el corrimiento electrofordtico se utiliz una fuente de poder
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(Fabricacion Nacional} ajustando la corriente a 50 miliamperes y 40 volts.-
En cada gel se colocaron 50 - 1 de resfduo mucoso del lisado y se deja en
reposo durante 5 hrs. aproximadamente. Los geles se sacan ai conclufr es
te perfodo y se colorean colecdnddios en tubos gque contienen uma solucidn

de Bromuro de Etidie.

Para visualizar el material genétice se exponen los geles a uma 1&m,
para de luz ultravioleta (CHROMATO VUETRANS [LUMINATOR MOD. C61 111 VOLTS
60H2 1.47 AMPS) y son fotografiados con Pelfcula Tri X Pan Asa 400 con

fiitro amarilio
CONJUGACION BACTERIANA

La cepa receptora (JM1456 Nalr), se deja en desarrollo durante to-
da 1a noche, y se diluye al 1;50 utilizando caldo Luria para obtener una

densfdad bacteriana de hda8 cels/ml,

La cepa donadora fqual que la receptora se deja crecer durante toda
1a noche, La conjugacidn se realizd utfifzando 4,5 ml del cultivo de 1a
bacter{a receptora y 0,5 ml de Ta donadora, la mezcla se incuba 24 hrs,

a 30°c 0a 37°C. La suspensign celular es centrifugada a 5,000 r,p,m,
durante 10 minutos; el paquete celular se resuspende en § mi, de medio
mfnime ¥ nuevamente es centrifugada; finalmente se prepara una suspenside
bacterlana que se siembra en cajas de agar con mezcla de antibifticos pa

ra realizar la contra seleccifn,
HEDIOS PARA CONTRASELECCION

Para este fin se utiliza Agar Luria adicfonado con Acido Nalidixia
co a una concentracidn de 40 g/ml y otro de los antimicrobiancs a Jos

que nuestra bacteria donadora es resjstente; estos antimfcrobjanes se
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utilizan a las mismas concentraciones empleadas en Tas pruebas de suscep
tibiiidad, En estos medios se sfembran las cepas conjugadas, a las 24 ho
ras, 1as que crecen , son colocadas en cajas con un solo antibiftico, Es
tas cepas se utilizan posterjormente para las pruebas de fermentacién y

electroforésis,
CARACTERIZACTON SEROLOGICA (10)

Se utiliza 1a prueba de aglutinacién en placas para realizarla las
cepas son previamente— cultivadas en Medio de Agar Nutritivos a partir de
este desarrollo se toma uma colonia y se extiendé en forma homogenea $o
bre un portaobjetos, se coloca a un lado una gota de suero; inicialmen-
te se utilizan los suercs Polivalentes y de acuerdo al resultade se em
plean posteriormente los sueros Monovalentes correspondientes, se mez -
clan el suero y el cultivo bacterfano y se aplica un movimiento rotat§
rfo a 1a mezcla, 1a prueba se lee dentro de los dos minutos posteriores,-
Cuando el resultado no es satisfactorio, se prepara una suspensién del
cultivo en solucf6n:salina al 0,85% y se calienta durante 30 minutos a
100% para destrufr el Antfgeno K y dejar expuesto el Antfgeno 0; a coi

tfruacibn se siguen los mismos pasos seiialados al principio
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RESULTADOS

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION: Se estudiaron 262 cepas de Escherichia
coli, 157 aisladas de pacientes, 70 de agua de consumo y 35 de alimen
tos {Caudro 1).

ENTEROTOXIGENICIDAD: De Tas 262 cepas aisladas 10 dieron pesitiva 1a
prueba de asa ligada; de estas 7 son de pacientes, 2 de agua y 1de a

limentos. En la figura 1 se muestra una reaccidn positiva.

BIOTIPIFICACION: En este estudio y en los restantes, se utilizaron,

1o

demds de las 10 cepas enterotoxigénicas aisladas por nosotros, 2 ce -
pas de control. Como puede aprectarse en los cuadros (II, IIA, III,
[11A) 1a produccién de dcido, por fermentacién de los carbohidratos u
tilizados, muestra diferencias apreciables, cuando Ta Tectura se rea-
11za a las 3 horas con respecto a la obtenida en la lectura a las 24
y 48 horas; a las 3 horas, e! 100% (12) de las cepas dan positiva Ja
prueba con 1a arabinosa, en cambio cuando 1a lectura se realiza a las
24 y 48 hrs., solo el 58.3% (7) de estas dan el mismo resultado; con
la celobiosa, también a las 3 horas todas las cepas producen dcido y
en la lectura a las 24 y 48 hrs, los resultados son negatiyus en Jas
12; en 1a lectura a las 3 hrs, de la prueba de rafinosa, nuevamente
es positiva en el 1007 y a las 24 y 48 hrs. solo el 75% da el mismo
resultado; con la xilosa y el dulcitol, se aprecia un patron pareci
do al de los casos anteriores.Los otros carbohidratos utilizados, no
dan varfacidn de resultados en las diferentes lectuyras. En l1a prueba
de descarboxfilacién de aminodcidos (Cuadro 1V, [VA}, se puede obser~

var que la L(+) Tisina es utilfzada por todas las cepas, la ornitina
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por 8 ¥ Ta arginina solo por 3 {(Cuadro V)., Los 3 aminodcidos som utili-
zados por el 16.6% de las cepas, 2 de ellos por el 58.3% y uno solo por
el 25% (Cuadra VI), Las pruebas de hidrolisis del Twaen 80 y del almi-
ddn fueron negativas con todas 1as cepas. El estudio de tolerancia al
Clorura de sodio mostrd que 1a mdxima concentracién, soportada por es-~
tas cepa;. es del 6% con excepcifn de 1as denominadas Poll P y 19804

que solo crecieron con una concentracidn del 5%.

Las pruebas de fermentacifn en las cepas no enterotoxigénicas se
muyestra en los cuadros (VI1, VIIA, YIIL, VIIIA). En estos se observa
que a diferencla de Tas cepas enterotoxigénicas, 1a arabinosa cambid
de positiva a las 3 hrs. a negativa a las 24 y 48 hrs. solo en dos de
1as cepas; la celobiosa dié la prueba positiva en el 69.2% de las ce-
pas a las 3 hrs, y fue negativa en el 100% en las lecturas posteriores;
con la rafinosa y el dulcitol se observaron también ligeras cambios de
positiva a las 3 hrs. a negativo en las otras lecturas. Con los carbo-
hidratos restantes na se presentan cambios en 1a lectura. Los resulta
dos de las pruebas de descarboxilaci6n se puedan observar en los Cuadros
{IX, IXA). Encontramos que la arginina es el aminodcido mis utidizade
por estas cepas, la ornitina por el 69.2% y finalmente la 1isind 58.3%
{Cuadro V), asf mismo el 30.7% de las cepas utiliza los 3 amind&cidos
38.4% 2 de los aminodcides y 30.7% solo uno de estos {Cuadro %), La
Hidr6iisis del Tween BO y del almidln, as? como Va tolerancia al Clo
ruro de sodio, mastrd los mismos resultados que las observados en las

cepas enterotoxigénicas,

SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANQS: Los resultados obtenidos en es-
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ta parte del trabajo nos sefialan que 7 de l.as cepas enterotoxigénicas
(58.3%) son resistentes a la Ampiciiina, 4 (33,3%) a 1a Kanamicina, 2
a 1a Tetraciclina y una a la Nitrofurazona (Cuadro XI); de las 12 ce-
pas 6 de ellas (50%) son resistentes a 2 antimicrobianos, 3 (25%) a

uno y tres de las cepas {25.0%) sensibles. (Cuadro XII).

Las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos en las ceoas
no enterotoxigénicas sefialan que el 30.7% de estas fueron resistentes
a la Kanamicina y a la Tetraciclina y el 7.6% a Ta Ampicilina y Estrep
tomicina (Cuadro X1). De las trece cepas estudiadas una de ellas fue
resistente a 4 de los antimicrobianos utilfzades, dos a dos de estos o
tras 2 a solo uno, las restantes 8 fueron sensibies a todos tos anti -

microbianos. (Cuadro XIII).
MATERIAL GENETICO EXTRACROMOSOMICO, ELECTROFOﬁESIS £l GELES DE AGARQSA,

E1 andlisis del material gendtico extracromosémico de las cepas en

p—

terotoxigénicas, nos muestra que el nlmero de bandas de DNA varif de
a 5 en las diferentes cepas estudiadas, esto puede apreciarse en los
Esquemas (2 y 3); en los Cuadros (XIV y XV), se muestra la migracién
relativa, el peso molecualr y nimero de pldsmidos en cada una de las

cepas estudiadas.

Las cepas no productoras de enterctoxinas mostraron de 1 a 4 ban-
das, Esquemas (2, 3, 4), pldsmidos, migracién relativa y peso molecu-

lar de estas cepas se pueden apreciar en Vos Cuadros {XIV, XV, ¥VI),

Para calcular la migracidn relativa y el peso molecualr de los

plasmidos presentes en las diferentes cepas se utiliz. la gréfica de
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la figura 2 (89).

TRANSFERENCIA DE IMFORMACION GENETICA, La transferencia de material gg
nético extractomosdmico entre algunas de las cepas enterotoxigénicas y
una cepa receptora nos mostrs el pase de informaciSn que codifica para

resistencia a los antimicrobianos. {Cuadro XVII).

Por otro lade las pruebas de metabolismo (Fermentacidn de carbohi
dratos y Descarboxilacién de a.a.), no se medificaron en las transconju
gantes, en relacifn a 1o observado en estas pruebas con 1a cepa recep-
tora {Cuadro XVII1). En el £squema 5 se observan el ndmero de bandas de
ONA que se transfirieron; en el Cuadro (XIX) se muestra nimero de plds
nidos, migracién relativa y peso melecualr de estos en las cepas trans

conjugantes.

BIOTIPQS. Con los resultados obtenidos en las pruebas metabélicas (Fer-
mentacifn de carbohidratos y Descarboxilacién de aminodcidos), se ela~

boraron Esquemas de los Biotipos obtenidos con las diferentes cepas.

Como se puede apreciar en los Cuadros (XX, XXA, XXI, XXIA) las ce
pas enterotoxigénicas'dieron 5 biotipos diferentes y 1as no enteroto-
xigénicas 9. Cuandg 13 lectura de resultados de fermentacidn se hizo
desde las 3 horas y 5, 4 y B respectivamente cuando 1a lectura se

hizo hasta las 24 horas.

TIPIFICACIGN SEROLOGICA. A pesar de no contar con un nlmero adecuado de
sueros, se realizé agiutinacisn en placa Gnicamente de las cepas ente

rotoxigénicas.

El resultado obtenido muestra que solamente 3 de las 12 cepas pu~



- 87 -

pucdieron ser tipificadas adecuadamente la 89 P, 91P y 1980A presentando
el seratipo -0111-k58-(B4), las 9 restantes no aglutfnaran con ninguno

de tos sueros utillzados.
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DISCUSION DE RESYLTADGS

La ignorancia, 1a pobreza y la insalubridad consecuente, presentes
en los pafses en desarrollo, son factores que propician tanto 1a desnu-
tricidn como 1a propagacidn de diversas enfermedades infecciosas y, ep’

tre &stas, en particular, las diarréicas.

Las enfermedades diarrdicas afectan al nifio desde el nacimiento, obs
servindose un aumento notable en su incidencia, con el destete (13). Ou
rante este periéde, El nifio queda expuesto a numerosas fuentes de jnfec
cién a través de los nuevos alimentos que ingiere; al mismo tiempo, eﬁ
esta época de la vida, se presentan mayores frndices de desnutricién,

y con ellos se observan cuadros clinicos mds graves y- prolongados y ,
consecuentemente ta tasa de letalidad es muche mayor que en los bien nu

tridos,

En 1a figura 3, se muestran los datos relacionados con la mortali
dad porenfermedades diarréicas en Méxica desde 1931 a 1975 (13). En és
ta se pueden observar, que la mayor incidencia se presenta en nifies me
nores de un afio y en el grupo de edad de 1 2 4 afios; asf mismo, la fi-
gurz 4 nos muestra que en los pafses en desarrolio el prob1ema.es ma-
yor que en los industrializados, en los cuales, en la actualidad el

problema es de minima importancia.

La aticpatogénia de la diarrea es variada, sin embargo, en los paf
ses en desarrollo, los colibacilos toxigénicos parecen representar el

agente etiol6gico mds comin (13,17)
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En nifios mexicanos con cuadro de diarrea aguda, se ha identificado
a E. coli enterotoxigénica como uno de los agentes ms comunes, con una

frecuencia que varfa entre 7 y 47% (Cuadro XXIL) (13, 77, 78, 79).

En este trabajo se encontré que la frecuencia de aislamiento de ce
pas enterotoxigénicas, fue del 3.8%. E1 bajo nimero de cepas aisladas
se puede deber a dos razones fundamentales: Por un lado la fuente de o
rigen de las cepas identificadas fué diverso (Cuadra XX1I1); y de las
aisladas de seres humanos no fué posible conocer si procedian de suje-

tos con cuadro clinico caracteristico.

En seqgundo lugar ha sido sefialado por diferentes autores (13, 77,
78, 79), que es importante para aislar e identificar cepas enterotoxi-
génicas,vseleccionar entre 5 y 10 colonias de cada caja en la cual se
realiz6 el primo-aislamientc. En nuestro caso, esto no fué posible por
que 1as bacterias nos fueron proporcionadas ya aisladas e identifica -
das bioguimicamente, motivo por el cual las cepas que probamos proce =

dfan de una sola colonia.

Las dificultades para 1a identificacién de las cepas enterotoxigé
nicas, se deben a que los procedimientos utililizados, no estan al al-
cance de la mayorfa de los laboratorios. Con este antecedentz y apoya
dos por diferentes observaciones {17,19,74,75), se intenta, en este tra
bajo, realizar la caracterizacidn de cepas productoras de enterotoxi-

nas analizando diversas caracterfsticas y propiedades metabSlicas.

Se estudié su capacidad para fermentar carbohidratos y de descar -
boxilacidn de aminodcidos, con estos datos obtuvimos perfiles enzimiti-

cos de las cepas toxigénicas, que a continuacidn discutimos,
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En 1a fermentacidn de carbohidratos se observé varfacién de resul-
tados entre las lecturas a 1as 3 y 24 hrs. mis caracteristica en las ce
pas enterotoxigénicas (Cuadros XXIY y XXIVA) y en particular con arabi-
binosa, celobiosa, dulcitol, rafinosa y trealosa; en la lectura a las
3 hrs. se obtuvo resultado positivo en todas las cepas, negativisdndo-
se an algunas en las Jecturas posteriores. Con respecto a las cepas no
toxTgénicas este cambio s6lo se aprecié con la celobfosa y la rafinesa.-
Hecho que seffala la importancia que tiene realizar la lectura de resul
tados a partir de las 3 horas y ademds que este cambio fué mis patente
en las cepas enteratoxigénicas en las cuales se detectd en un mayor nd
mero de carbohidratos, Esta observacién nos podrfa hacer pensar en que
estas cepas pueden tener un comportamients diferente al de las cepas no

productoras de enterotoxinas.

Esta apreciacidn nos sugiri6 comparar nuestros datos con los re -

portados por Edwars y Ewing (10) que se muestran en el cuadro XXV.

Encontramos que existen diferencias en cuanto a la fermentacién
de celobiosa, dutcitol, rafinosa, ramnosa y salicina, cuando la lec -
tura se hace a las 3 horas y con adonitol, arabinosa, rafinosa y saca

rosa en 1a lectura a las 24 y 48 hrs.

En el caso de nuestras cepas no toxigénicas observamos un compor-
tamiento similar al de Tas cepas productoras de enterotoxinas en la
primera lectura, pero fué diferente en la lectura posterior en la que
solo se apreciaron diferencias de resuitados con un solo carbohidrato.-
Consideramos que este es un dato mds para suponer que realmente presen

tan caracterfsticas fenotfpicas particulares de las cepas enterotoxigé
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nicas,

En el estudio de lacapscidad para descarboxilar los aminodcides,
también encontramos diferencias entre las cepas productorss de entero-
toxina y las que no la producen en particular con 13 1isina y la argi-
ninra. AsY mismo en relacidn con Va frecuencia en que se utilizaron los
diferentes aminadcidos las productoras de enterotoxinas tuvieron menos
varfacidn (Cuadros ¥, VI y X}, Por otro lado con estas pruebas no esta
blecimos g4iferencias entre Yo observade por nosotros y lo referido por
Edwars y Ewing.

Ademds de las pruebas menﬁonadas. se practicaron otras, como la

Hidrolisis del Tween BO, y del almidén; y la tolerancia al Cloruro de

Sodio; este tipo de estudios se emplea para la caracterizacidn de V.

cholerag y Ta toxina TL de E. coli (15,17‘195. pues se piensa que hay

paso de informacidn gendtica entre estas bacterias; por esta razén con
stderamos que era fmportante establecer si se hubiera presentado tr;an_s_
ferencia da caracterfsticas metab§licas; sin embargo, los resultados

fueron negativos tanto con las cepas toxigénicas como con 1as no pro -

ductoras de enterotoxinas,

Los resultados obtenidos Indican que existen diferencias entre las
cepas enterotoxigénicas y las no productoras de enterotoxinas; aunque
en algunos casos estas son minimas, Consideramos es importante el uso
de un gran niimero de substratos con 1o cual se puede lograr una mejor
caracterizacifn, ademfs estudiar un mayor nimere de cepas para esta -

blecer la confiabilidad del procedimiento.

£} estudlo de susceptibilidad a Tos antimicrobiancs permite sefla~
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nicas.

En el estudio de lacapacidad para descarboxilar los aminodcidos,
también encontramos diferencias entre las cepas productoras de entero-
toxina y las que no la producen en particular con la lisina y la argi-
nina. Ast mismo en relactdn con la frecuencia en que se utilizaron los
diferentes aminodcidos las productoras de enterotoxinas tuvieron menos
varfaci6n {Cuadros V, VI y X}, Por otro lado con estas pruebas no esta
blecimos diferencias entre lo cbservado por nosotros y lo referido por

Edwars y Ewing,

Adem§s de las pruebas mencionadas, se practicaron otras, como la
Hidr61isis del Tween 80, y del almid6n;, y 1a tolerancia al Cloruro de
Sedio; este tipo de estudios se emplea para la caracterizacin de V.
cholerae y 1a toxina TL de E. cold (15,17,19‘. pues se piensa que hay
paso de informacion genética entre estas bacterias; por esta razén con
sideramos que era importante establecer si se hubiera presentado t;ang
ferencia de caracter{sticas metabfiicas; sin embargo, los resultados
fueron negativos tanto con las cepas toxigénicas como con las no pro -

ductoras de enterotoxinas,

Los resultados obtenidos indican que existen diferencias entre las
cepas enterotoxigénicas y las no productoras de enterotoxinas; aunque
en algunos casos estas son minimas, Consideramos es importante el uso
de un gran nimero de substratos con 1o cual se puede Tograr una mejor
caracterizacidn, ademss estudiar un mayor nimero de cepas para esta -

blecer 1a confiabilfdad del procedimiento.

E1 estudfo de susceptibilidad a Tos antimicroblanos permite seffa-
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lar que 1a resistencia a los mismos, ha adquirido enorme importancia en
Tos d1timos afios, la que estd fntimamente relacionada con el uso de los
agentes antimibrobianos; en el Cuadro XXVI (81) se muestra la frecuen-
cia de resistencia en relacidn con el consumo de estos fdrmacos la mis
alta proporcidn de resistencia es para aquellos antimicrobianos que se
consumieron en mayor cantidad, En nuestro trabajo encontramos que tan-
to las cepas enterotoxigénicas y las no enterotoxigénicas presentaron
resistencia a algunos de los antimicrobianos de uso comin en nuestro
pafs {Cuadro XI). Este hecho nos parece de la mayor importancia, debi-
do fundamentalmente a que en la mayorfa de los nifios con diarrea, al

no identificarse el agente etiolfgico, frecuentemente son tratados con
antimicrobianos, y si el microorganismo causal es resistente a éstos,

el cuadro diarreico no mejora y, si por el contrario, se puede agravar,

En relacidn estrecha con las cepas resistentes de E. coli, se ha
observado, en estudios realjzados con animales alimentados con produc
tos complementades con antimicrobianos, que se incrementa la frecuen-
cia de aislamiento de cepas enterotoxigénicas (92), lo que probablemen

te también repercuta sobre el huesped humano,

Diferentes grupos han realizado estudios de susceptibilidad a los
antimicrobianos en cepas productoras de enterotoxinas (81,83); los re-

sultados reportados son similares a los observades por nosotros.

Tomando en cuenta que en los pldsmidos encargados de la expresidn
de enterotoxinas pueden eﬁcontrarse genes responsables de la resisten-

cia @ antimicrobianos, {49,81,82,93) se plantea Ta posibilidad de rea
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1izar la caracterizaci6n de bacterias productoras de enterotoxinas por
su capacidad de resistir la accidn de los antimicrobianos; aunque esto
no es del todo especifico si se podrfa utilizar como un pardmetro mis,
ya que hemos observado que entre las cepas enterotoxigénicas y las no
entergtoxigénicas estudiadas se presentan patrones de resistencia di -

ferentes. (Cuadros XI1, XIII),

E1 estudio del material genético extracromosémico por electroforé
sis en gel lo realizamos como punto de referencia para efectuar el se-
guimiento epidemiolégico de las bacterias en relacitn a su capacidad
para portar cierto tipo de materia) genético y su asociaci6n con el gra
do de virulencia. Los resultados obtenidos sefialan que, en general, las
cepas enterotoxigénicas portan un mayor nimero de plésmidos comparati-
vamente con las no enterotoxigénicas, en las que se observan diferen -
cfas en el nimero y caracterfsticas de 105 mismos (Esquemas 2,3,4). -
Sin embargo, las cepas productoras de enterotoxinas (76P y 1980A) no
mostraron la presencia de plismidos, 1o que no resulta corgruente, pues
por lo menos deben presentar uno que serfa el encargado de la expre -
sién de la toxina, Creemos que esto se puede deber a fallas en el pro
cedimiento de extraccién o al enmascaramiento de plésmidos por la ban
da de DNA cromosomal, ya que en el estudio realizade con las transcon

Jugantes se aprecia una banda apenas perceptible,

Por otro lado, dos de las cepas no productoras de enterotoxina
{29A y 79A) presentaron un plismido que fué compartido con Tas cepas
enterotoxigénicas.

La cepa 29A, ademis, mostrd caracterfsticas metab8licas similares

a la cepa enterptoxigénica 91P.
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Se menciona, que los plismidoes Ent, frecuentement son acompafiados
por otros pldsmidos, los cuales son poco comunes o ausentes en cepas de
E. coli afsladas de indjviduos asintomdticos o que proceden de otras
fuentes {90), esto nos podrfa explicar fa diferencia en el nimero y ca
racterfsticas de los pldsmidos de los diferentes tipos de .cepas estu -
diadas. La presencia de material genético extracromosémico en la mayo-
rfa de las cepas estudiadas y los datos referentes a Ja resistencia a
los antimicrobianos de las mismas, nos dan bases para asegurar gue se

realiza intercambio a alta frecuencia de material genético.

Se realizé el estudio de conjugacidn tratando de establecer que
pldsmidos, presentes en algunas de Tas cepas enterotoxigénicas, se po-
dfan transferir. Se logré la transferencia de diferentes plasmidos, pe
ro aparentemente e} encargado de la produccién de 1a toxina no se trang
firih, esto se explica porque no todes los plésmidos son transferibies
{31} y por otro lado que se requiere cubrir ciertos regquisitos para que
el fendmeno se presente; entre 105 que se puede sefialar la capacidad
del pidsmido para transferirse, el tipo de cepa que lo posee y ademds
la cepa receptrora; ha sido observado en case de E. coli que este pro-
ceso se efectia a mds alta frecuencia cuando se utiliza cepas de E. coli
K 12. 5610 se logrd determinar que los plésmidos encargados de Ta re-
sistencia a antimicrobianos se transfirieren pues las cepas transconju
gantes fueron capaces de crecer en Yos medios con mezcla de antibigti-
cos; en el Esquema5 se muestran las geles de las cepas donadoras y.trans
conjugantes, pudiéndose apreciar los plismides que se transfirierons

en los Cuadros XXVIIA y XXY1I8 se muestran e} nimerc de pldsmidos, su
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migraci6n relativa y su peso molecular, Este tipo de estudios de trans
ferencia nos ayudan a gonocer, en forma general, para que codifican los
diferentes plismidos, para si poder efectuar un control posterior de

las cepas portadoras.

Relacionado con el estudio serolégico de E. coli, ya se ha mencio
nado anterformente, que las cepas enterotoxigénicas se pueden agrupar
en un restringide namero de serogrupos (53,54,57); en el Cuadro XXVIII
se muestran algunos de los mds frecuentes. En nuestro trabajo la carac
terizacién por este procedimiento no se logrd reaiizar en virtud del
limitado nimero de Sueros que poseemos, hecho que no permite realizar

la caracterizacion completa.

Las cepas que se 109ré agrupar pertenecen al serotipo 0111 K58 (B4)
el cual no se encuentra incluido en el Cuadro XXVIII. Creemos que es
importante valorar si este tipo de estudios pueden ser realizados par
laboratorios con escasos recurses en los cuales, se carece de todos los
sueros necesarios y por otro lado, que es imprescindible el estudio de
las cepas mis comines en cada drea geogrdfica, ya que esto disminuirfa

el gasto, al probar sélo los tipos de sueros mis frecuentes.

Por d1timo, quisiera sefialar la importancia de las pruebas de fer
mentacidn y descarboxialcién, para la elaboracifn de biotipos, procedi
miento que se estd tratando de reimplantar para la caracterizacifn de
diferentes bacterias {73,74,75). Con respecto a las cepas enterotoxigé
nicas, diferentes investigadores han realizado su estudio bioquimice,

como un procedimiento complementario (68,69,71).

En nuestro trabajo se determinaron cinco biotipos diferentes con
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las cepas enterotoxigénicas y nueve en 1as no toxigénicas no existien-
do entre ambos tipos de cepas correspondencia de biotipo 1o cual nos
d§ cierto apoyo para pensar que pueden existir biotipos caracterfsti -

cos de las cepas enterotoxigénicas.

En los biotipos de nuestras cepas enterotoxigénicas ¥y los reporta

dos por otros autores, (68,69,71), que se muestran en Yos cuadros XXIX,
XXX, XXXI, y los substratos utilizados en cada uno de lgs casos varfan,

esto nos sugierc que cada investigador realiza tas pruebas que le apo-
tan mayores datos. Lo cual ha impedido una comparacifn de datos; sin .
embarge, en los casos en ios que fué factible, encontramos correlacién

entre nuestras resultados y los de estos autores.



CUADRO I

NUMERO Y ORIGEN DE LAS BACTERIAS ESTUDIADAS

PACIENTES

(Coprocul tive) P 157
Agua A 70
Alimentos -
(Mariscos) M 35
Total ) ' 262

Clave de identificacién., P = paciente
A = agua
M = alimentos

-zs-



CUADRD 1

NUMERO Y ORIGEN DE LAS BACTERIAS ESTUDIADAS

PACIENTES

{Coprocultivo) 4 157
Agua A 70
Allmentos :
{Mariscos) M 35
Total ' ' 262

Clave de {dentificacitn, P = paciente
A = agua
M = alimentos

-Zs-



CUADRQ 1I

REACCIONES BIQQUIMICAS EN CEPAS ENTEROTOXIGERICAS
(AISLADAS DE PACIENTES)
*FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS

CEPA ADO ARA CEL RAF RAM SAC SAL TRE X ouL
**Poli P - + + + - - - + + +
89 p - + + A + + + - + + +
a3e - + + + - + - + + +

83 p - + + + + + - + + + é
%P - + + + + + - + + +
91 P - + + + + + - + + . +
191°p + + + + + " - + + +
a6 P - + + + - + - + + +

Abreviaturas: ADQ = adonitol ARA = arabinosa, CEL = celobiosa, RAF = rafinosa, RAM = ramnosa
SAC = sacarosa, SAL = salicina, TRE = trealosa, XIL = xilosa, DUL = duleitol

* Lectura de resultados a 1as 3 horas

** Cepa de Referencia H10407



CUADRD 1A

REACCIONES BIOQUIMICAS EN CEPAS ENTEROTOX1GENICAS
(ATSLADAS DE PACIENTES)
*FERMENTACTON DE CARBOHIDRATOS

CEPA ADD ARA CEL RAF RAM SAC SAL
Poli P + - - - + - (+)
89 p - - - + + + -
3P - + - + - + -
83 p - + - + + + +
16 P - + - + + + -
9P - . - + + + -
191 p + - - - + - +
%P " + - + - + {+)

* Lectura de resultados a las 24 y 48 hurns',‘

{+) Positivo hasta las 48 horas,



CUADRO 111

REACCTONES BIOQUIMICAS EN CEPAS ENTEROTOXIGENICAS
(AISLADAS DE AGUA, ALIMENTDS Y DE ORIGEN ANIMAL).
*FERMENTACION DE CARBORIDRATOS

CEPA ADO  ARA  CEL  RAF RN SAC  SAL  TRE  XIL
46 A - + + + - - - + +
1980 A - + + + . . . PO
1M - + + + . - - + +
** CERDD - + + N . - + + +

- g5 -

*Lectura de resultados a Jas 3 horas

**Cepa de referencia 10P



CUADRO I11IA

REACCIONES BIOQUIMICAS EN CEPAS ENTEROTOXIGENICAS
(AISLADAS DE AGUA, ALIMENTOS Y DE ORIGEN ANIMAL)
*FERMENTACION OE CARBOHIORATOS

CEPA ADO ARA CEL RAF RAM SAC SAL TRE
46 A - + - + - + {+) £
11980 A + - - - {+} - {+) +
16 ¥ - 4+ - + - + - +
CERO - + - + + + - +

-.95.—

* Lectura de Resultados a las 24 v 48 horas

{+} Positivo hasta las 48 horas



CUADRD IV

REACCIONES BIOQUIMICAS EN CEPAS ENTEROTOXIGENICAS
{AISLADAS DE PACIENTES)
DESCARBOXILACION DE AMINOACIDOS*

CEPA ARG LIS ORN
Poli P {+) + -
89 P (+) + +
3P (+) + o+
ae - + -
%P - + -
9P - + ;
191 P . T (+)

a6 p - +

Abreviaturas: ARG = arginina, LIS = Visina,
ORN = ornitina,

+ = Positivo desde las 24 horas
~ = Negativo
(4} = Positivo después de 48 horas,

* = Lectura de Resultados hasta las 120 hrs.

-Ls-



GUADRO 1VA

REACCIONES BIOQUIMICAS EN CEPAS ENTEROTOXIGENICAS
(AISLADAS DE AGUA, ALIMENTOS Y DE ORIGEN ANIMAL)
DESCARBOXILACION DE AMINOACIDOS*

CEPA ARG LIS ORN
46 A . . .
1980 A - ) + -

15 M . + 4

CERDO - + . +

* Lectura de Resultados hasta las 120 horas.



CUADRO ¥

FRECUENCIA DE DESCARBCXILACION (%) DE AMINOACIDOS
EN CEPAS ENTEROTOXIGENICAS ¥ HO ENTEROTOXIGENICAS

+

NUMERO DE CEPAS POSITIVAS {%)
NO ENTEROTOXTGENICAS

AMINOACIDOS
ENTEROTOXIGENICAS

ARGININA 3 (25) 10 {76.9)
[
LISTHA 12 (100) 7 (53.8) 0y
L]

8 (66.6) 9 {69.2)

ORNITINA




CUADRO V1

UTILIZACION OF AMINOACIDOS POR CEPAS ENTERGTOXIGENICAS

AMINOACIDOS No. CEPAS (%}
ARG, LIS, ORN 2 16.6
ARG, LIS 1 8.3

L1s, ORN 6 50.0 .

o

LIS 3 25.0 e




CUADRO VII

REACCIONES BIOQUIMICAS EN CEPAS NO ENTEROTOXIGENICAS
* {AISLADAS DE AGUA v DE PACIENTES)
*FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS

CEPA A0 ARA  CEL  RAF R4 SAC AL TRE
23 A “ * + + + + - +
29 A - + + + - ] - +
7R _ - + + + - + - +
79 A - . - . . - -

163 P - + + + - - - +
195 P - + + P - . +
212 p - + - + - 7 - - +
1055 P - + + + . + - +

* Lectura de Resultados a las 3 horas.

- 19 -



CUADRO VIIA

REACCIONES BIGQUIHICAS EN CEPAS NO ENTEROTOXIGENICAS
(AISLADAS DE AGUA Y DE PACIENTES)
*FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS

CEPA AD  ARA CEL
23 A . . -
29 A - + -
77 A - - -
79 A - N -

163 P . + .
195 P . . .
azp - + .

1085 p - + -

RAF RAM SAC

+ + +
+ + *

.
+ + +
- + -
- + -
+ (+} -
+ + +

CSAL

(1)

TRE AL buL

+ + +

+ + +

+ * - '
o
n

- + + )

+ + +

+ + +

+ + +

+ + -

* Lectura de Resultados a Tas 24 y 48 horas,

{+) Resultado positivo a las 48 horas'.‘



CUADRO VIIT

REACCIONES BIOQUIMICAS EN CEPAS NO ENTEROTOXIGENICAS
(AISLADAS DE ALIMENTOS)
*FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS

CEPA

18 H
3N
a1 M
61 M
64 H

ADO ARA CEL RAF RAM SAC SAL TRE AL ouL

- + + + + - + + + +

- + - - - - - + + -

- + + + - . - + + + '
[e0d
w

- - - - - - - + - - '

- + + + + - - + + +

* Lectura de Resultados a las 3 horas.



CUADRG VITIA

REACCIONES mooumxc»\s EN CEPAS NG ENTEROTOXIGENICAS
{(AISLADAS DE ALIMENTOS)
*FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS

CEPA

18 M
38 M
am
61 M
64 K

ADD ARA GEL RAF RAM SAC SAL TRE XL ouL

- + . + + + + + + +
+ - - - + - - + + -
- + - - + - + + + +
- - - - + - + + + -
- + - “ + - + + + -

* Lectura de Resultados a las 24 y 48 horas.

-



CUADRO X

REACCIONES BIOQUIMICAS EN CEPAS NO ENTEROTOXIGENICAS
(AISLADAS DE AGUA Y DE PACIENTES)
*DESCARBOXILACION DE AMINOACIDOS

CEPA ARG LIS ORN .
23 A (+) - -
29 A - + +

77 A (+) . s .

&

79 A (+) - + '
163 P (+) v ¢
195 p (+) (+) -
2p (+) + 4
1055 P (+) + +

* Lectura de Resultados hasta las 120 horas,



CUADRD 1XA

REACCIONES BIOQUIMICAS EN CEPAS MO ENTEROTOXIGENICAS
(AISLADAS DE ALIMENTQS)
*(ESCARBOXILACION DE AMINOACIDOS

CEPA ARG L1s ORN
18 M (+) + +
4N (+) - -
MAM ~ + -
61 (+) - (+)
64 M - « {+)

* {ectura de Resultados hasta Jas 120 horas,



CUADRO X

UTILIZACION DE AMINOACIDOS POR CEPAS NO ENTERQTOXIGENICAS

AMINOACTDO0S No. CEPAS {%)
ARG, LIS, ORN 4 10.75
ARGS LIS 1 7.6
LIS, ORN 1 7.6
ARG ORN 3 23.0 é
ARG 2 15.3 !
LIS 1 7.6

ORN 1 7.6




CUADRG XE

COMPARACION DE % DE RESISTENCIA A AGENTES ANTI-
MICROBIANOS ENTRE CEPAS ENTEROTOXIGENICAS Y NO

ENYEROTOXIGENICAS,
AGENTE ANTIMICROBIAND PORCIENTO DE CEPAS RESISTENTES
ENTEROTOXIGENICAS  NO ENTEROTOXIGENICAS
Ampicitina 58,3 (7) 7.6 {1}
Kanamicina 13,3 (4) 30.7 (4)
Tatraciciina 16,6 {2) 30.7 {4}
Nitrofurazona 8,3 (1) ]

Estreptomicina 0 7.6 (1)

-



CUADRO XI1

SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS CEPAS

ENTEROTOXIGENICAS
CEPA
"P Ap ¥m
46 P Ap Kn
46 A Ap fm
15 M Ap Km
83 P ' Ap kn
CERDO . Nit Te
89 P Ap
91 p Ap
191 p : Te

ABREVIATURAS: Ap = Amplcilinay Gm = Gentamicinaj Km = Kanamicina
’ Nit « Nitrofurazona; T¢ = Tetraciclina,

-69-



CUADRG XIII

SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS CEPAS
NO ENTEROTOXIGENICAS

CEPA

25 A Ap m Sm Te

BH Km Te
1085 P Km Te
196 P Tc

8I M : Km

-0f -
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CUADRO X1V

MIGRACION RELATIVA Y PESO MOLECULAR
DE PLASMIDOS EN CEPAS ENTEROTOXIGENICAS
Y NO ENTERQTOXIGENICAS

- CEPA PLASMIDD MIGRACION RELATIVA PESO MOLECULAR
{em) DALTONS x 10
3P A 0.28 ‘ -
B 0.57 8.1
¢ 0.71 5.2
46 P A 0.50 9.6
B 0.57 8.0
c 0.64 6.3
b 0.78 4.0
£ 1.42 .74
76 P - - R
89 p A 0.57 8.0
B 0.71 5.2
. ) 2.0 .62
8P A 0.46 23.0
: 8 0.53 8.8
c 1.6 .68
CERDO A 0.53 8.8
] 2.66 -
c 3.46 -
6 A A 0,50 C 9.6
B 0.57 8.0
c 0.64 6.3
79.A A 0.5 9.6
8 0.57 8.0
c 0.71 5.2
29 A A 0.46 23.0
B 0.60 7.2
c 0.66 5.8
D 0.86 2.4

mdse Cepa sin plasmidos
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CUADRD XV

MIGRACION RELATIVA Y PESO MOLECULAR
DE PLASMIDOS €N CEPAS ENTEROTOXIGENICAS
Y NO ENTEROTOXIGENICAS

CEPA PLASMIDO MIGRACION RELATIVA PESO MOLECUL9R
{em) DALTONS x 10
15 M A 0.56 7.64
8 0.68 5.8
c 0.75 4,7
X 88 - - .
46 A A 0.61 7.0
B 0.69 5.5
¢ 0.76 4.4
D 1.3 8
POLI P A 0.53 9.4
BeP A 0.69 7.0
B 0.73 4.7
46 P A 0.69 7.0
B 0.66 5.8
¢ 0.8 3.7
191 p A 0.66 5.8
91 P A 0.58 7.5
B 0.70 5.2
*65 M A 0.78 4.1
B 1.92 .63
¢ 4.18 -
= JM1456

* Cepa no enterotoxigénica
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CUADRO XVI

MIGRACION RELATIVA ¥ PESO MOLECULAR
DE PLASMIDOS EN CEPAS NO ENTEROTCXIGENICAS

CEPA PLASMIDOS MIGRACION RELATIVA  PESO MOLECULAR
{cm) DALTONS x 107
1055 P A 0.4 -
. .67
c 3.0 -
93 M A 0.4 .
8 0.6 7.2
76 M A 0.2 .
B 4.0 -
82 A - - -
18 M - - -
79 A A 0.4 -
B 0.53 8.4
C 0.6 7.2
0 4.2 .
2A A 0.4 -
4.3 -
104 - - -
*JH1456 - - e

* Cepa receptora



CUADRO V1Y

SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS
EN CEPAS TRANSCONJUGANTES*

CEPA
33 P Conj, Ap
46 P Conj, Ap
46 A Conj, Ap
16 M Con}, Ap
CERDO  Cony Tc
. 191 P Cond, T¢
1980 A Cony, ‘
Polt P Cond.

F F F 7

tat
Nal
Nal
fal
Nal
Nal

Hal

Nal

* Cepa Receptora JW1456
Cepas donadoras Enterotoxigénicas

- ¥~



CUADRO xVI1!

REACCIONES BIOQUIMICAS EN CEPAS TRANSCONJUGANTES
FERMENTACION DE CARBOHIORATOS

CEPA ADO ARA CEL puL RAF RAM SAC
Poii P - - - + - + -
3r - - - + - + -
191 P - - - + - + -
46 P - - - + - + -
46 A - - - + - + -
1980 A . . . " . + .
15 H - - - + - + -
CERDO - - - + - + -
*JM1456 - - - + - + -

SAL

{+)
(+)
{+)
{+)

{+)
{+)
{+)
{+)

XL

*JM1456 Cepa Receptora
(+) Positivo a las 48 horas,

-G =
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CUADRO XIX

MIGRACION RELATIVA Y PESO MOLECULAR
DE PLASMIDOS EN CEPAS TRANSCONJUGANTES

CEPA PLASHIDOS KIGRACION RELATIVA

(cm)

46 P A 0.55

B 0.66

¢ 1.1

191 P CoA . 0.5

B 4 1.0

auep A 0.55
CERDO A 0.5

46 A A 0.55

8 0.66

154 A 0.55
Poli P - .
1980 A . .

33p A 0.29

B 0.52

c 0.70

D 0.82
*JH1456 - .

* Cepa Receptora

PESQ MOLECULAR
DALTONS x 10

8.82
7.0,
0.97

9.64
.47

8.82
9.64

8.82
1.0

8.82

9.1
5.2
3.5



CUADRO XX

BIOTIPOS OBTENIDOS EN LAS CEPAS ENTEROTOXIGENCIAS, OE
RCUERDO A SU CAPACIDAD PARA FERMENTAR CARBOHIORATOS*

Y PARA DESCARBOXILAR AMINOACIDOS**

FERMENTACION DE:

BIOTIPO

ADO  ARA CEL DUL RAF RAM
1 n=3 + + + + + 0 {+)
2 n=2 - + + + + (D)
3 n=2 - + + + + +
4 ne3 - + + + + -
5 n=2 - + + + + +

SAC

(D)

TRE

XIL

DESCARBOXILACION DE:

ARG LIS  ORK

'
(P} + X ij
(+) + +

- + -

- + +

- + +

* Lectura de Resultados desde las 3 horas
** Lectura de Resultados hasta las 120 horas,

{P) Positivo retardado algunas cepas negativo
X Negativo algunas cepas positivo

20 Reacci6n variable

+) Positivo retardado,



CUADRO XXA

BIOTIPOS OBTENIDOS EN LAS CEPAS ENTEROTOXIGENICAS, DE
ACUERDO A SU CAPACIDAD PARA FERMENTAR CARBOHIDRATOS*
Y PARA DESCARBOXILAR AMENOACIDOS®*

BIOTIPO

3 n=2

FERMENTACION DE:

ADD  ARA CEL DUL RAF RM SAC SAL TRE XIL

L T 5 T O3 B "
- . - + + - + (D) + +
- - - - + +. + - + -
- + - + + + + X + +
+ - - - - + - + + +

DESCARBOXTLACION DE:

ARG LIS ORN
Moy e -
*(D) + +

*(D) + +

* Lectura de Resultados a partiv de 1as 24 horas,
** Lectura de Resultados hasta las 120 horas,

X Tardfa o negativa,
(D) Reacci6n varfable,



CUADRO XX1

BIOTIPOS OBYENIDOS EN LAS CEPAS NO EWTEROTOXIGENICAS, DE
ACUERDO A SU CAPACIDAD PARA FERMENTAR CARBOHIDRATOS* Y
PARA DESCARBOXILAR AMINOACIDOS**

BIOTIPO

n=2
n=2
n=2
n=g
N=1
n=}
n=1
n<l

WO N e WM

n=l

FERMENTACION DE: DESCARBOXILACION DE:

ADD  ARA  CEL DUL RAF RAM SAC SAL TRE XIL ARG LIS  ORN
+ D)+ + + + {+) + + {+) + +
+ + + + + - - + 4 {#) (+) {0}
+ + + + + + - + + L {D) +
+ + + + + - + + + . {D) ()
% + + + + 4 {+) + + (+) - -
+ + + + + + - + + - 4 +
+ - + . + - {+} + (+) - +
+ - - - + - + + + (+) - {+}
+ + + - + - - + + (+) - -

* Lectura de Resultados desde las 3 horas.
%% {ectura de Resultados hasta las 120 horas,

$D Reaccidn variable
P) Positivo retardado o negativo

(+) Positivo retardado

- 6L =



CUADRO XXIA

BIOTIPOS OBTENIDOS EN LAS CEPAS NO ENTEROTOXIGENICAS, DE
ACUERDO A SU CAPACIDAD PARA FERMENTAR CARBOHIDRATOS* Y
PARA DESCARBOXILAR AMINOACIDOS**

FERMERTACION DE: : DESCARBOXILACION DE:

BIOTIPO

ADO ARA CEL DUL RAF RAM SAC SAL TRE XIL ARG LIS ORR \
1 n=3 - + - + + 4 (4) o+ + (+) (1 (@» 8
2 w2 B S S (+)  x + '
3 nst - + - (D) . + - + + + - {+}x (X}
4 ne2 R T ) L T +) (4 (o)
5 n=l - + - + + + + - + . + - + +
6 nsl - + - + - + - - + {+} - +
7ol - e .o w . w4 (O PR
8 n=l + - . o= + - + - ‘- + + (+) - -

* Lectura de Rsultados a partir de 1as 24 horas.
** Lectura de Resultados hasta las 120 horas.

X MNegativo algunas cepas positivo
éD Reaccién variable
+) Positivo retardado



CUADRO XXI1

GERMENES ENTEROPATOGENOS ENCONTRADOS EN NIfOS MENORES DE
005 AROS, ESTUDIADOS EN LA CIUDAD DE MEXICO, EN DIFEREN.
TES AROS,

(Frecuencia Expresada en %)

FE‘CHA DEL ESTUDIO . CONBICTON CLINICA MICROORGAKISMOS ENCONTRADDS
{No. de casos) Rotavirus  E, cold toxigbnica EPEC® AGENTES,
CLASICO
1974 Con Diarrea {50) -c 16 18 26 ‘;o
{dul{o~Octubre} Sin Diarrea {50) - 2 0 2 :‘
1975 Con Diarrea {62) 26 47 24 18
{Abril-Septiembre) Sin Diarrea {0} - - - -
1976-1977 Con Darrea {340) 17 7 - 29
(Todo el afo) Sin Diarrea {98) 3 4 - 0

a = Serotipos enteropatcgenos de E, coli
= Shigella, Salmonella, Mst'\yﬂ , G, tamblia
c = No se estudid

Tomada de: Olarte, J.: Avances en el Conocimiento de )a £tiopatogenia de Jas Diarreas: Analectas de Medicina
Mexicana 2; Academia Nacional de Medicina, México, 1981. pp, 7-34.



CUADRO XXT11

CEPAS ENTEROTOXIGENICAS IDENTIFICADAS

KUMERD ¥ ORIGEN

ORIGEN NUHERO DE CEPAS CEPAS %
ESTUDIADAS ENTEROTOXIGENICAS

Paclante 157 7 4.5

Agua 70 2 2.8

A imentos '35 1 2.8

Total 262 10 4.0

:-28-



CUADRD XXIV

FRECUENCIA DE FERMENTACION (%) DE CARBOHIDRATOS*
POR CEPAS ENTEROTOXIGENICAS Y HO ENTEROTOXIGENICAS

CARBOHIDRATO

Adonitol
Arabinosa
Celobiosa
Dulcitol
Rafinosa
Raninosa
Sacarosa
Saiicina
Trealosa

X1losa

HUMERQ DE CEPAS POSITIVAS (%}

ENTEROTOXIGENICAS NO ENTEROTOXIGENICAS
1 (8.33) 0 (0
12 (100) 11 (84.6) b
12 {100) 9 (69.2) N
12 {100) - 9 {69.2)
12 (100) 10 (79.6)
5 (41.6). 3 (23.0)
6 (50.0) 4 {30.7)
1 {8.33) 1 {7.6)
12 (100) 1é (92,3}
12 {100) 9 (69.2)

* Lectura de Resultados a las 3 horas.



CUADRO XXIVA

FRECUENCIA DE FERMENTACION (%) DE CARBOHIDRATOS*
POR CEPAS ENTEROTOXIGENICAS Y NO ENTEROTOXIGENICAS

" CARBOHIDRATO

Adonitol

Arabinosa
Celobiosa
Dulcitol

Rafinosa

Raﬁnosa ’
Sacarosa

Salicina

Trealosa

X{losa

HUMERO DE CEPAS POSITIVAS (%)

ENTEROTOXIGENICAS NO ENTEROTOXIGENICAS
3 (25) 1 {7.6)
7 (58.3) 10 (76.9) @
o (0) o {0) '
7 (58.3) ° 8 (61.5)
9 (75.0) 7 (53.8)
8 (66.6) 13 (100)
9 (15.0) 6 (46.1)
6 {50.0) 7. (53.8)
12 (100) 12 (92.3)
8 (66.6) 13 (100)

* Lectura de Resultados a las é4 y 48 hrs.
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CUADRO XXV

RESUMEN DE REACCIONES BIQQUIMICAS
(FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS ¥ DESCARBOXILACION DE AMINGACIDOS)
DE ESCHERICHIA COLI

NUMERO DE CEPAS ESTUBIADAS

1021 210

SUBSTRATO RESULTADO b4 (%+)*  RESULTADO %+ (%+)*
Adonitol - 4.7 {0.4) d 10 (1.9)
Arabinosa + 100 , + 99 (0.5)
Celobfosa - 3.3 (3.3) d ' 1.9 (s.1)
Dulcitol d 38.1 (17.9) d 59.5 (12.4)
Rafinosa d 53.9 (0.5) d 42.4 (2.4)
Ramnosa d 74 _ +0 (+) 88 (5.3)
Sacarosa d 51.3 (5.3) d 7.1 {7.2)
Salicima d 37.1 (13.2) d 53.8 (17.7)
Trealosa + 98.4 + 99 (1)
X1losa d 69.7 (11.5) + 95,1 (2}
Lisina d 87.¢ (1.2) + 90.5

Arginina d 17.2 (44.8) d 18.6 {5.2)
Ornitina d 63.4 (7.1} d 66.2 (1)

Tomado de EDWARS P.R. and EWING W.H. IDENTIFICATION OF ENTEROBACTERIACEAE
: BURGESS PUBLISHING COMPANY,

+ 90% 0 mis positfvas entre 1 8 2 dfas de {ncubacifn

(+) Reaccidn positiva después de 3 dfas o mds

- Sin reaccién (90% o mis)

- Mayorfa de las cepas positivas algunos cultivos negativos
+ Mayorfa de las cepas negativas algunos cultivos positivos
d Diferentes reaccionas +, (+), - '

+6
-8



CUADRQ %XVI

RELACION ENTRE CONSUMO DE ANTIBIOTICOS Y CEPAS RESISTENTES

ANTIBIOTICO CONSUMD EN MEXICO CEPAS RESISTENTES

1977 (TONS) (3)*

Te 134 86.5°
Su 11 70.8
fp 101 63.7
cb 0.3 55.0
sm 133 54.1
Ce 15 36.1
km 133+ 5.6
- Cm 85 45.2
ax 20 9.6
Rif 5 4.0

Gn 0,58 2.2

* Basada en e} ndmero total de cepas estudiadas: 295 £, colf, 198 Proteus mirabilis
63 Proteus fndol positivo y 39 Salmonella sp.

** Consumo total de Sm, ¥m y Neomfcina
Fuente: MOLECULAR BIOLOGY, PATHOGENICITY, AND ECOLGGY OF BACTERIAL PLASMIDS
ANTIBIOTIC RESISTANCE OF GRAM NEGATIVE BACTERIA EN HEXICO:

RELATIONSHIP TO DRUG CONSUMPTION
YANKEL M, KOPERSZTOCH-PORTNOY
EDIT, STUART B. LEVY, ROYSTOX C. CLONES 198)

- 38 -
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CUADRQ XXVII

MIGRACION RELATIVA Y PESO MOLECULAR
DE PLASMIDOS EN CEPAS TRANSCONJUGANTES

Y CONADORAS.
CEPA PLASMIDOS MIGRACION RELATIVA PESO MOLECULAR
{em) DALTONS x 10/
46 P Conj. A 0.55 B.82
8 0.66 7.0
46 P Don. A 0.44 29.0
8 0.55 8.82
c 0.66 7.0
D 0.77 4.4
£ 1.33 0.78
191 Conj. A 0.55 8.82
191 Don. A 0.55 8.82
33 P Conj. A 0.55 8.82
33 P Don. A 0.56 8.0
B 0.69 5.76
CERDO ConJ. h 0.5 9.6
CERDO Don. A 0.56 8.0
B 2.75 -
c 3.43 -
46 A Conj. A 0.55 8.82
0.66 7.0
46 A Don, A 0.53 8.8
8 0.61 7.0

¢ 0.69 ' 5.76
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CURDRO XXYIT CONT.

MIGRACION RELATIVA Y PESO MOLECULAR
DE PLASMIDOS EN CEPAS TRANSCONJUGANTES

Y DONADORAS
CEPA PLASMIDOS MIGRACION RELATIVA PESO MOLECULAR

(em) DALTONS x .10

15 M Conj. A 0.5 9.6
- 15 M Don. A " 0.58 7.5
0.64 6.3
0.76 4.3
Poli P Don. A 0.56 . 8.0
Poli P Conj. - - -
*IM1456 - - -
3P A 0.29 -
B 0.53 . 8.8
c .70 5.2
D 0.82 3.5



CUADRD XXV111

SEROERUPOS DE Escherichia coli ASOCIADDS COM CUADROS DIARREICOS

TIPO SEROGRUPO O SUJETOS QUE MECANISMOS DE
AFECTA PATDGENICIDAD
ENTEROTOXIGENICO 6,8,16,25,27,78, Nifos y Adultos Enterotoxinas
148,150 (TL, TE)
ENTEROINVASIVO 28ac,112ac,115 Adultos y Hiios Penetracibn de
124, 136,143, 144, cflulas epite-
147, 152 liales
ENTEROPATOGEND 26, 55, 86, 111, 114, Nifios {rara en Desconocide
119.1525. 126, 127, Adultos)
128,142

MANUAL OF CLINICAL
HICROBIOLOGY
THIRD EDITION 1980

- 68 -



CUADRO XXIX

BIOTIPOS CEPAS ENTEROTOXIGENICAS
MICHAEL H. MERSOM, et al.
IRFECTION AND IMMUNITY, Feb. 1979, p. 325-329

CEPA
ADD

™ -
2 .
3" -
4 .
5 -
6" +

o )

DuL

FERMENTACION DE: DESCARBOXILACION DE:

LAC  MAL  RAMM SAC  SORBI SORB0  XIL ORNITINA

+ + + + + - + - '
]

+ + + + + - + - o

+ + + X + - + D

+ + + + - - + D

+ + D - - - + -

+ + + - D - - -

+ + + X + + + +

0 Diferentes reacciones con diferentes cepas

% Tardfa o negativa



CUADRD XXX

BIOTIPOS CEPAS ENTEROTOXIGENICAS

R,

. TH, et al.
FEMS Microbiology Letters 6 {1979) 255-260

CEPA -

.
"
o
4'|Il
i
o
-
-
o

DESCARBOXILACION DE:

LISINA

+

ORNITINA

UTILIZACION

MYCATE

+

+

ADO

DuL

FERMENTACION DE:

RAF

SAL

SOR

- 16 -

+ Posttivo en uno 8 dos dfas
{+) Reaccifn positiva dilatada

- Hegativo



CUADRO XXXI

BIOTIPOS CEPAS ENTEROTOXIGENICAS
M, HENRIQUETA L. REIS, et al,
INFECTION AND IMMUNITY, Abr. 1980, p. 24-27

FERMENTACION DE:

CEPA
ADO CELO UL RAF RAM SAC SAL . X
1! - - + + + + + + ,
2! - - + + + - - + B
3 - - - + + + + + '
4! + - - D D - + +
5¢ N - - + + + + - -
6' + - - - + - - *
1 - D + + + + + +
8! - D - + + + {(+) +

D Diferentes reacciones con diferentes cepas
{+) Positivo después de 3 dfas



ESQUEMA 1

AISLAMIENTO ¥ CARACTERIZACION DE CEPAS ENTEROTOXIGENICAS

TOMA DE PRODUCTOS

" PACIENTES

AISLAMIENTO £ IDENTIFICACION DE CEPAS DE E, coli
Medios diferenciales Prucbas bfogufmicas

IDENTIFICACION DE CEPAS ENTEROTOXIGENICAS
PRUEBA DE ASA LIGADA EN CONEJO

CARACTERIZACION DE CEPAS ENTEROTOXIGENICAS

Material genético
Extracromosdmico

Pruebas de susceptibilidad Pruebas de fermentacifin de
Electroforésis en Gel

a antimicrobianos carbohidratos,
Descarboxilactién de amino-

.8cidos,
Otras; (Bfotipificacidn)

CORRELACION DE BIOTIPOS ENTRE LOS OBSERVADOS
POR DIFERENTES INVESTIGADORES Y L0OS OBTENT -

DDS POR HOSOTROS.

AGUA ALIMENTOS

-EG-

Conjugacidn
Estudio BQ

¥ de antimicro
bianos de trans,
conjugantes



ESQUEMA 2

REPRESENTACION ESQUEMATICA DE ELECTROFORESIS
EN GELES DE AGAROSA.

i-33pw
2-46P ¥ =
3r76P¥ —_
4- 89PN
5 93P - —
67 CERDO %
T-ASA % -
87794 X w -
O-20A W X
10-JMI4BE X » %

11
1l
1
il

- 6 -

I 2345356 78910

% cepas toxlgo’nlc'm
#* ¥ cepas no toxigenicas
¥ ¥ # cepo receptoro sin plasmidos



ESQUEMA 3

REPRESENTACION ESUEMATICA DE ELECTROFORESIS .
EN GELES AGAROSA

I

Ml

[ ]
2-KB8
3464
4-P0LI HP
8-33 P
6-46 P
TP
8.-91

9:- 63 M¥ ¥
10~ IM1456 ¥

1 2 3 45 67 8 9 10

¥ Cépa receptora .
¥ % cepa no enterotoxigenico

- gg -



ESQUEMA 4

REPRESENTACION ESQUEMATICA DE ELECTROFORESIS
EN GELES OE AGAROSA

171053 P -
2:93 P

3-76M r—
4:824
5:18M —
679 A
T-23A
B-I0M
9-JMI456 X

- 95 -

1 2 3 45 6 7 8 9



ESQUEMA 5

REPRESENTACION ESQUEMATICA ELECTROFORESIS
EN GELES DE AGAROSA

M1

1746 P Con), —
2-191P Con).
3-33P Con).
4;CERDO Con).
346 A Conj,
8.-15 M Con)
7-POLI H Conj,
8-1980A Conj
933P

10; UMI45E X

- 16 -

I 2 3% 4 86 7T 8 9 i0

% cepa recoptora



1246 P Con)
2:46 P

ESQUEMA 6

REPRESENTACION ESQUEMATICA DE ELECTROFORESIS
€N GELES DE AGAROSA.

2:191 P Con)
4:191 P

- — :4

8:33 P Con)

6:33P

1r
11Nl

7= CERDO Con)’ -

8-CERDO
9-48 A Conj
10- 46 A
1 1= 15 M Conj
127 15M
137 POLIA
14> POLLP Con|
15:JM 1456 %
16733 P
17=JM 1486

% cepa receptora

2345 6 789104 121314131617

- 86 -



Fi9 1.~ Prueba de asa Vigada en intenstino de conejo;
para demostrar la capacidad enterotoxigénica

de Cepas de Escherichia coli,
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