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RESUMEN 

Se estudiaron 262 cepas de Escherichia coli (157 aisladas de pa -

cientes, 70 de agua y 35 de alimentos). Oiez cepas enterotoxlgénicas, 

se identificaron por el método de asa 1 lgada en conejo y se investig! 

ron desde el punto de vista bioqufmico, de su capacidad de resistencia 

a los antimicroblanos y de la presencia de material genético extracro­

mosómico. Sus caracterlsticas metabólicas presentaron algunas diferen­

cias, con respecto a lo observado en cepas no enterotoxigénicas, sobre 

todo en la fermentación de carbohidratos y la descarboxilaci6n de ami­

no§cidos; con estos datos se elaboraron biotipos de ambos tipos de ce­

pas, las cepas enterotoxigénicas dieron cinco biotipos diferentes y las 

no enterotoxigénicas nueve, no existiendo entre ambos grupos de bioti­

pos ninguno que se compartiera, En la prueba de susceptibilidad se en­

contró que hay resistencia a algunos de los antimicrobianos de uso co­

mún en México, en los dos tipos de cepas. 

Finalmente se observó que las cepas enterotoxigénicas comparten e!!. 

tre si un mayor número de pl§smldos comparativamente con los que prese!!. 

tan las no productoras de enterotoxlnas. 
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SUMHARY 

A total of 262 strains of Escherich1a ~has been 1solated from pat1ens(l57), 

water(70) and sea food(35), were tested for enterotoxin product1on by the 

rabbit ileal loop test. Far this test, ten enterotoxigenic strains were ob­

tained. Biochemistry capacity, antibiotic resistance and extracromosomic ONA 

presence was studied in enterotoxigenic and non enterotoxigenic Escherich1a ~ 

strains. Results ShOI~ sorne biochemistry difference in both enterotox1genic and 

non enterotoxigenic strains. Antibiotic res1stance in both strains was more 1m­

portant to antibiotics of common usage in México. Respect to extracromosomal 

ONA, enterotoxigenic strains share greater number plasmids between them, in com­

parison with the non enterotox1genic Escherichia coli stra1ns. 
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LAS ENTEROTOXINAS Y SU IMPL!CACION EN LA PATOGENESIS DE LA 

DIARREA: CARACTER!ZACION BIOQU!MlCA Y DE MATERIAL GENETICO 

(PLASMIDOS), EN CEPAS ENTEROTOXIGENICAS DE Escherichia ~ 

INTRODUCC l Oll 

La gastroenteritis infecciosa aguda es un problema mundial para 

todos los grupos etarios. De tres mil a cinco mil millones de casos de 

diarrea con cinco a diez millones de mue.rtes ocurrieron entre 1977 y 

1978 en diferentes ciudades de Asia, A frica y América latina. (13-80). 

La asociación de ;_. ~con cuadros de gastroenteritis aguda se 

ha incrementado considerablemente en las útl imas décadas. Su mecanis­

mo de patogenicidad es de por lo menos dos tipos conocidos: por inva­

sión del epitelio intestinal (~. ~ enteroinvasiva) y por enterotox.!_ 

nas (~. ~ enterotoxigénica). las cepas enterotoxigeñicas ocupan los 

primeros lugares como agentes causales de diarreas, principalmente en 

los pafses en vfas de desarrollo. 

La identificación de éste microorganismo enterotoxigénico se re!!_ 

liza por la demostración de las toxinas que elabora; sin embargo, los 

procedimientos utilizados para éste propósito, en la mayoria de los 

casos, no estan al alcance de un gran número de laboratorios. En los 

últimos años diferentes investigadores han podido indagar que cepas 

de ;_. ~productoras de enterotoxinas de origen humano poseen plá~ 

midos que tienen información para la elaboración de enterotoxinas y 

de factores de colonización, y que, al parecer, se agrupan en un re~ 

tringido número de serogrupos o serotipos y, por ende podrian ser cara~ 
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terizadas pQr métodos serol6gicos; sin embargo, el procedimiento pr!!_ 

senta inconvenientes de cierta importancia, como es el que se requi~ 

re de un número considerable de antisueros, hecho que por si solo res­

tringe su utilidad para unos pocos laboratorios especializados. Todo 

lo anterionnente mencionado da bases para plantear la búsqueda de ca­

caracterfsticas particulares de las cepas enterotoxigénicas de ~· ~· 

que pennitan su fácil identificación. 
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ANTECEDENTES 

!,_as enfennedades infecciosas en México tienen una importancia de 

primera magnitud; las del aparato respiratorio ocupan el primer lugar 

como causa de muerte y las gastroenteritis el segundo (1), En cuanto 

a la morbilidad, se observa que no manifiestan una declinación soste­

nida, presentan v~rlaciones condicionadas por eventos ecol6gicos cam­

biantes (2-3), La repercusión económica que estos fenómenos tienen s()_ 

bre la sociedad y la familia es considerable. 

La mucosa del aparato digestivo esta en contacto estrecho con la 

flora microbiana; el número de especies que la constituyen varia con 

la 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 alimentación (4), En el recién nacido, cuando es alime~ 

tado con fa.'mula Mctea, hay predominio de ·sifidobácterlum ~ .. y en 

los amamantados sobresale Lactobacillus, A esta flora Inicial se agr~ 

gan bacterias anaerobias facultativas como Escherichla coli y Strepto 

~ fecalls, Cuando es destetado la flora cambia y se asemeja a la 

del adulto, los gérmenes anaerobios estrictos Bacteroides, Fusobacte­

~. Peptococcus, Peptoestreptococcus, Dlfteroides y Vlbrlos, (5-6-7} 

aventajan a los anaerobios facultativos, 

El estom&go nonnal carece de microorganismos por la acción bact~ 
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ricida del ácido clorhfdrico, en el intestino delgado la cifra de mi-

crobios es muy baja en las primeras porciones pero aumenta • medida que 

se alcanza la porción terminal del fleon, en cambio, en ol colon, la 

población microbiana puede llegar a una cifra cercana a 1010 bacterias 

por gramo de heces. Esta poblaci6n puede modificarse por la dieta, y 

por otros factores, como alteraciones en el trfosito intestinal y la 

acción de antimicrobianos que suprimen las especies susceptibles y f~ 

vorecen la implantación de organismos aloctóctonos 011 cuya estancia, 

a pesar de ser temporal, pueden ejercer acción patógena (7). Algunas 

de estas bacterias son responsables de producir diarrea; sin errbargo 

por los métodos de laboratorio a nuestro alcance, no se puede deter 

minar el agente etio16gico en todos los casos; aproximadamente en el 

25% se reconoce a una bacteria patógena conocida, entre el 25 y 50% 

se puede identificar a un virus, y en cerca de un 25 a 50% la causa 

no se 11 ega a conocer, (8) • 

Entre las bacterias causantes de diarrea Escherichia f.2!.i ocupa 

un lugar prominente, su habitat natural es la región ileocecal y el 

colon (9); se clasifica dentro de la familia Enterobacteriaceae en 

la tribu Escherichia (10). Esta bacteria se consideraba patógena SE_ 

lamente cuando invadfa tejidos extraños a su habitat como lo es el 

tracto urinario, el aparato respiratorio y, menos frec:uente, el si! 

tema nervioso central (9). 

Sin errbargo, desde hace varias décadas se sospechaba que podfa 

ser causante de diarrea. Ya en 1923 hubo fundados indicios de sus r~ 

laciones con casos de diarrea infecciosa (11-12). 
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En 1945 Bra.'( demostró la asociación de un tipo serológico espe -

cffico de I· fE]j_ con un brote de diarrea (~ ~ napol ita -

num). En 1946 en el Hospital Infantil de 1 a Ciudad de Mt!xico, V arel a, 

Aguirre y Carrillo aislaron del cadaver de un lactante de 2 meses de 

edad una cepa de I· ~ que posefa un antfgeno somático que cruzaba 

con el antfgeno "O" de Salmonel la adelaide, a la que se le dió el nol)1_ 

bre de Escherichia fE]J_ G6mez, que fue causante de la gastroenteritis 

y de la muerte de ese niño. 

En 1952 Olarte y Varela observaron que la cepa f. !:.QJ.i G6mez, la 

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

cepa Bacterium tipo Giles y Songster y la f. !:.QJ.i. serotipo O 111:84 

de Kauffman y Dupont; estaban relacionadas con brotes epidémicos de 

diarrea w lactantes (13). A partir de este descubrimiento se identi­

ficaron serotipoi"esponsables de producir diarrea tanto en recién na­

cidos como en nrnos y adultos. Neter y col. denominaron a estas cepas 

de I· fE]j_ causantes de diarrea como enteropatog1!nica (EEC), para d.!_ 

ferenciarlas de las cepas relacionadas con infecciones extraintestln! 

les (14). En 1967 aparecen las primeras noticias en que se hacfa sa -

ber que algunas cepas de f. !:.QJ.i eran capaces de elaborar ente;otoxi­

nas; inicialmente estas fueron aisladas de animales rooy jóvenes con 

diarrea severa. Un año más tarde, en Calcuta, se hicieron estudios en 

pacientes adultos con cuadro diarreicos semejantes a los producidos 

por Vibrio cholerae en quienes se aisló E.. c.ill; las observacione~ re! 

l izadas previamente en animal es, hii:i eran pensar que estas bacterias 

aisladas en Calcuta podrfan ser las responsables de esos casos de di! 

rrea (15). Con el empleo de las técnicas utilizadas para la demostra­

ción de enterotoxinas elaboradas por y. cholerae, se pudo probar que 
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las cepas aisladas de esos pacientes también eran capaces de sinteti­

zar enterotoxinas (17-18). 

ESCHERICHIA COLI EITTEROTOXIGEN!CA 

En la actualidad se sabe que I· ~es capaz de generar por lo 

menos dos tipos de enterotoxinas que se pueden diferenciar por su r~ 

sistencia al calor; una es tennolábil (TL) y la otra termoestable (TE); 

presentan ade~s diferencias en su composici6n qufmica y en sus efec­

tos sobre células eucariotes (17-19-24). La toxina TL de I· ~ CO!!!_ 

parte caracterfsticas flsicas, qulmicas y antigénicas con la enterot.11. 

x1na de y_. cholerae (TC). (19-20). Es una prote(na con P.M. variable 

que puede exceder de 100,000; está const1tu(da por dos subunidades 

llamadas "A" y "8", esta última compuesta por cinco fracciones las que 

en conjunto reciben el norrore de coligenoide. Las fracciones de la 

subunidad "8" pueden agruparse en dímeros y trímeros; esta subunidad 

a su vez,se observa en dos diferentes conformaciones denominadas "R" 

y "C"; la fonna "R" se mueve con rápidez en un campo electroforético 

mientras que la "C" lo hace lentamente. Estudios recientes han mostr! 

do que la conformaci6n denominada "C" es la forma activa. Se ha ob -

servado además que la conversi6n de la forma "R" a la "C" es induci-

da por acci6n de la galactosa (21). 

La enterotoxina TE se ha podido purificar a partir de cepas de 

origen animal y humano, su P.M. es de aproximadamente 10,000, est& 

constituida de lfpidos (83%) y protefnas (15%} con capacidad inmuno­

génica pobre (19-22). 

Se ha observado en dos formas denominadas TEa y TEb, que 111Jes-
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tran diferencias en relación con el tipo de cepas que las producen y 

en la composfcfón de amfno&cfdos (19-23-28), La producci6n de esta t2_ 

xina es fnhibfda por algunos carbohfdratos como:D-gl•Jcosa, D-glucona· 

to y la L-arabfnosa, mientras que el glicerol y el pfruvato, solo di~ 

minuyen sus niveles: Se conocen otros mecanismos reguladores para su 

elaboracf6n como el nivel de pH, notfodose una producción 6ptima de 

toxina en pH de 7 ,2 a 8,0, (25). 

En ambas enterotoxinas (TL y TE) el mecanismo de acción que pr!!. 

sentan es diferente. La toxina TL tiene un mecanfsmo·de acción paree!_: 

do al de la toxina colérica¡ dispone de un receptor especfffco en las 

células del epitelio del intestino el gangliosido Gml, este pertenece 

a los ganglios !dos formados por complejos gl ucol fpfdos-cerebr6s f do 

que se encuentran en la membrana plasmatica de la ci!lula (19). Este 

ganglfosfdo esta constitufdo por galactosfl N-aceti!_ga lactosa mfnf1-

sfalos11 galactosfl-glucosfl ceramfda1 como se ha señalado, la gala~ 

tosa activa la subunfdad B de la enterotoxfna, favoreciendo la pene­

tración de la subunfdad "A" que se encarga de activar la enzima Ad!!_ 

n11ato Cfclasa, que transforma el Adenosin 5 Trffosfato (11TP) en A­

denosin mono fosfato cfclfco (3' ,S'"AMPc) (19-22-27), El incremento 

Intracelular de la concentracMn del AMPc induce cambios en el pote!)_ 

cfal eléctrico de la membrana, originando trastornos en la absorción 

de sodio, aumento de la secreción de cloro y salida de lfqufdo en 

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

El mecanismo de acción de la toxfna TE no es bien conocido pero 

se sabe que induce incremento en 1 a concentracfdn de Guanosfn mono 

fosfato cfclfco (GMPc) (19-23-26). 
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FACTORES DE ADHERENCIA 

La superficie de I· cóli esU cubierta con "substancias" antigé­

nicas que inducen reacciones inmunol6gicas y sfntesis de anticuerpos 

espec!ficos que se utilizan para realizar su clasificación serol6gica; 

los antfgenos de superficie más comunes son: el antfgeno somático "0" 

que es un ol igosadrido tennoestable¡ el antlgeno "H" o flagelar, de 

naturaleza protéica y termol&b11 ;y el antfgeno K o capsular, de comp!!_ 

sici6n pol isacarida, tennoláb11, que en ocasiones enmascara al an­

tfgeno somHico, 

Estas estructuras antigénicas son comunes para todas las cepas 

de _s, ~. patógenas 6 no; sin embargo, algunas, que poseen capacidad 

para elaborar enterotoxi nas, pueden presentar, estructuras que penni­

ten su adherencia al epitelio intestinal, lo que favorece el establ~ 

cimiento y proliferación de las mismas, Estos son conocidos en la a~ 

tual1dad como factores de adherenci~ o de colonización, habi~ndose pQ_ 

dido identificar varios tipos: los denominados K88 y 987P de orfgen 

porcino; el K99 aislado de bovinos y los factores CFA/I y CFA/11 de 

cepas humanas, adem&s d.e algunos otros que se han descubierto recien­

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

Las bacterias enterotoxigénicas para poder producir c:uadros dia­

rréicos, deben poseer, ademas de capacidad para elaborar enterotoxi -

nas, factores de colonización, 

Estos factores se pueden identificar en el laboratorio por su C!!_ 

pacidad para aglutinar eritrocitos, efecto que no es inhibido por la 

acc16n de la D-manosa .• como ocurre con otros ap@ndices de fijaci6n C!!_ 



- 9 -

nacidos como fimbrias de tipo 1, presentes en la mayada de las cepas 

de g_. ~· (34-35-36), SP. ha observado que los factores de coloniza­

ci6n tienen especificidad en relaci6n al tipo de epitelio intestinal 

que colonizan, asf como para los eritrocitos que aglutinan, propiedad 

que se ut11 iza para diferenciarlos entre sf, Estas estructuras presen-

tan caracterfsticas que comparten; en su composic6n se encuentran la 

mayorfa de los amino&c!dos comunes¡ sin embargo, hay diferencias en • 

tre ellas, asf tenemos que los antfgenos K88 y CFA/I no poseen cistefna; 

por otro lado, su movilidad electroforética, su peso molecular y su e~ 

pecificidad de huesped, las diferencfa. 

La capacidad de estos factores para adherirse al epitelio intes­

tinal, se relaciona con ciertas caracterfsticas observadas en la su -

perficie de la mucosa intestinal, Tanto. las bacterias, como las célu­

las eucariotes a los cuales se adhieren, poseen el mismo tipo de car­

gas ;para qu~haya adhesf6n la acci6n repulsiva que se produce al a • 

cercarse ambas superficies debe ser vencida, Se ha observado 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 r~ 

ceptores ha sido determinada, entre otros autores, por Kearns y Gi­

bbons (29-38), quienes descubrieron que el epitelio intestinal de v~ 

rias especies animales, presenta diferencias en los perf11es de g11-

colfpfdos, 

Apoyados en estas observacf ones, otros f nves tf gadores, ut11 izando 
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el ant!geno 1<88, encontraron que la capacidad para aglutinar eritro­

citos de cobayo por este antfgeno, era inhibido por algunas glicopro­

teínas; lo que hizo suponer que un residuo Beta O galactosa pudiera 

estar involucrado en la interaccón del KBS con los eritrocitos. Esto 

condujo a suponer que la Seta O galactosa debería encontrarse en el 

receptor del antfgeno (30). Lo antes mencionado se ve apoyado por ob­

servaciones real izadas en cepas de f. ~~aisladas de infecciones 

de vfas urinarias, en las que se halló que los qlicol!pidos actOan c~ 

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 ( plSsmidos) 

Los pUsmidos son elementos genéticos autónomos que pueden ser h~ 

redados sin necesidad de estar 1 igados al cromosoma. Los plSsmidos son 

importantes en medicina porque confieren resistencia a antibióticos, 

porque pueden codificar la sfntesis de toxinas y otras portefnas, que 

incrementan la virulencia de las bacterias que las poseen. (41-42) 

Para la clasificación de los pliismidos se toman en cuenta sus c~ 

racter!sticas ni.is importantes, Los plasmidos R confieren resistencia 

a una o !Ms dra;¡as antibacterfanas1 los denominados plSsmidos Col co­

difican para la elaboración de protelnas antibacterianas conocidas c~ 

mo Colicinas; los plilsmidos degradativos codifican la sfntesis de una 

variedad de enzimas catabólicas y los de virulencia incrementan la p~ 

togenicidad de la bacteria por diferentes mecanismos, 

Las bacterias pueden contener dos o m~s pli!smidos diferentes; si 

son capaces de coexistir, se denominan "Compatibles"; los plrism1dos que 
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no pueden existir en la misma bacteria se llaman "Incompatibles", estos 

se pierden después de cierto número de generaciones, Sobre estas bases, 

los pUsmidos son clasificados dentro de grupos de incompatibilidad. 

As! mismo, los pl~smidos pueden ser conjugativos, llamados también 

Tra + (Transferibles) y no conjugativos o Tra·. Los pHsmidos conjuga -

tivos transfieren copias de eJl.Js mismos de una bacteria a otra. Pue­

den tambitin transferir fragmentos de DNA cromosomal entre las bacterias. 

(41-43). 

Adem~s de los plásmidos han sido descubiertos .elementos genéticos 

conocidos como transposones y otros denominados "secuencias de inser­

ci6n" (IS). Estas estructuras se pueden encontrar también en el cromo­

soma bacteriano y en fagos (42-43). 

Los transposones tienen un tamaño que se encuentra en el rango de 

1000 a 20,000 pares de bases. Son capaces de hacer copias de si mismos 

e insertarse por medio de secuencias invertidas dentro de moléculas de 

DNA con las cuales tienen poca o ninguna secuencia de homologfa. Los 

transposones codifican para caracterfsticas especificadas de plásmi­

dos, como resistencia a antibi6ticos, producci6n de toxinas, etc. 

Las "secuencias de inserci6n" son elementos genéticos que cons -

tan de 768 y hasta 5700 pares de bases. Se encuentran en el cromosoma 

de muchos tipos de bacterias y bacteri6fagos asf como en plásmidos.­

Existen diferentes tipos de estos elementos, los denominados IS! y 

IS2 que se pueden insertar en muchos sitios diferentes, pero se es • 

tablecen preferentemente en ciertas regiones de la molécula de ONA.-
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Sin embargo, no siempre se insertan exactamente en el mismo punto, Por 

su parte las secuencias de inserción conocidas como IS4, son altamente 

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

Una caracterfstica común de todas las "secuencias de inserci6n 11 

y de transposones es la presencia de secuencias tenninales repetidas 

e invertidas, Probab 1 emente, es tas secuencias termina 1 es invertidas 

proporcionan a estos elementos transferibles el reconocimiento de los 

sitios para las nucleasas u otras enzimas que estan involucradas en 

la transposición y recombinación "ilegitima", 

PHsmi dos ENT 

Los plásmidos que confieren las capacidades para elaborar enter~ 

toxinas son conocidas como Ent y han sido caracterizados parcialmente,-

En algunos se ha determinado su peso melecular, su contenido total de 

Guanina Citosina G-C y algunas otras propiedades, Gyles, So y Falcow 

(44), entre otros, señalaron que un pl~smido transmisible era el respo~ 

sable de conferir la caoacidad para la elaboración de Enterotoxinas de 

ciertas cepas de _s. ~. 

Varias observaciones (19-29-45) han mostrado que la expresión de 

ambas toxinas (TL y TE) se puede encontrar codificada en un solo pUs­

mido o en pl~smidos diferentes, 

Un pUsmido que codifica para la producción de ambas enterotox1-

nas esta constituido por una cadena sencilla de ONA con peso molecu • 

lar aproximado de 6 x 107 daltones. El ol&smido que codifica para ta 

elaboración de la toxina TL es heterogéneo y su peso molecular se en-
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cuentra en un rango de 2.1 a B.O x 107 daltones ;observándose adem.ls, 

que se encuentra integrado en el cromosoma de un bacteriófago temper!'_ 

do. Es probable que este factor gen6tico 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; e~ 

te gene tiene una secuencia de 500 pares de bases separadas por dos 

secuencias de inserci6n invertidas (!SI). 

Algunos de los plásmidos que dirigen la síntesis de los factores 

de colonización han sido caracterizados: (29-45), observándose que la. 

capacidad para la producci6n de K88 puede ser transferida junto con 

la propiedad para utilizar rafinosa como única fuente de carbono. -

Shirpley y col s. (29), encontraron que los genes que confieren estas 

propiedades estan local izados en un plásmido sencillo no conjugativo 

de aproximadamente 50 Megadal tons. (Md). El antígeno K88 tiene tres 

variedades antigénicas (K88ab, KBBac, K88ad) y sus determinantes se 

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

La expresi6n del antígeno KBBac involucra 4 genes que estan or­

ganizados en 2 operones. Uno de los operones posee genes para la sfn­

tesis de 3 polipéptidos y el otro tiene informaci6n para la elabora -

cf6n de la finbria. 

Los polipeptidos tienen peso molecuhr y funcf6n diferente. Uno, 

con peso molecular de 17,000 d, se cree que actúa como regulador po -

sftfvo del operón que gobierna la sfntesis de la fimbria; de los o -

tros dos pol 1pépt1dos, el de 70,000 d., al parecer favorece el ancl! 

je de las f1ntirias a la 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 relación con la posibilidad de 

que un mismo plásmido posea la información tanto para factores de co­

lonización como para la elaboración de la enterotoxina o que solo PQ. 

sean información para una sola de estas propiedades. 

En el caso del antígeno K88 algunos investigadores refieren que 

en el mismo plásmido se encuentra la información relacionada con los 

factores de colonización y con la producción de ambas enterotoxinas 

(29-45). Sin embargo, Guinne y Jansen, han reportado cepas con pHsmj_ 

do que codifica para este antígeno pero que elaboran exclusivamente t_!! 

xina TL. 

En lg72 Smith y Lfnggod {29-46-47), reportan un plásmido conjug! 

tivo de aproximadamente 52 Md, relacionado con la sfotesis del antí­

geno K99 y de la enterotoxina TE únicamente. 

llo obstante, las observaciones muestran que en la mayoría de las 

cepas enterotoxigénicas de_!;. SQ!.i de origen bovino y porcino los faE_ 

tares de colonización y las enterotoxinas estan codificados por dife­

rentes pllismidos (29-48-49). 

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

información para ambas propiedades. 

McConwell y col s. {29-50), encontraron en una cepa del serogrupo 

078 1un plásmido no conjugativo con peso molecular de 60 Md encargado 

de la síntesis del ant(geno CFA/I y de la toxina TE y otra cepa del 

serotipo 063:H con un plásmido de 65 Md que presentaba el factor CFA/l 
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y elaboraba ambas toxinas (TL/TE) (51) 

Esto hace pensar, que si la mayorla de las cepas de origen humano 

poseen pl.1smidos que tienen información tanto para la elaboración de 

enterotoxinas como para factores de colonfzacf6n, se podrfan agrupar 

en un restringido número de serogrupos o de serotfpos y tal vez. efe!:_ 

tas cepas podrfan tener capacidad para aceptar y donar este tipo de 

material genético con mayor facilidad y con más estabilidad que o -

tras (29-53-54-55), 

IDENTIFICACION DE CEPAS ENTEROTOXIGEN!CAS, 

La identificación de cepas enterotoxi9i!nfcas se dificulta por no 

existir marcadores bioqufmfcos y caracterfstfcas sero16gicas que las 

singularicen. Los métodos que se emplean oara su caracterización se 

han enfocado, exclusivamente, en averiguar la acción de las enterotox.!_ 

nas sobre diferentes modelos biológicos: inicialmente fueron ideados 

para la identificación de la toxina de '!_. cl!_ol_erae y adaptados para 

descubrir las cepas enterotoxig~nicas de~· <:2l!_. Algunas técnicas 

revelan ambos tipos de enterotoxinas, mientras que otras, solo una de 

las dos (22-27-89), En los trabajos iniciales se empleó en forma ex -

tensa la denominada Prueba de Asas Ligadas, que sirve para conocer el 

efecto fisiopatológico y el mecanismo de acción de las toxinas de '!_, 

cholerae y de las enterotoxinas de~. colf (56). Una suspensión bac­

teriana o un filtrado del cultivo de una cepa en estudio, es inoculada 

en segmentos ligados del !leo de conejos adultos o de lechones; (22). 

la prueba se considera posit.1va cuando los segmentos inoculados apa • 

recen dilatados en un lapso entre 6 y 18 hs., segtln se trate de las t~ 
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xfnas TE o TL respectivamente. La t~cnica es fácil de real fzar; sfn "!!! 

bargo, su alto costo impide el uso rutinario en la mayorla de los la­

boratorios. 

Entre otras pruebas, que con este mismo objeto se han venfdo util:!_ 

zando, se tienen la de Permeabilidad cutánea, que consiste en la inoc'!_ 

laci6n intradérmica de filtrados de cultivo en animales de laborato -

rio, siendo los más recomendables, conejos j6venes que son más sensi -

bles; la p'rueba es positiva cuando se produce eritema, edema e indu -

ración en el sitio de la inyección. El componente activo fue llamadr> 

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

La producción de este factor es modificada por las condiciones 

de cultivo. 

El modelo del ratón recién nacido (58), se utfliza para averi -

guar la existencia de la toxina TE de ~· ~· 

La perfusi6n •in vivo~ en el Yeyuno de ratas (60), es un método 

cuantitativo muy sensible y ütil para demostrar ambos tipos de ente­

rotoxinas. El sistema es reproducible y responde a d6sis muy bajas 

de toxina; sin embargo, es complicado y sólo se puedl!_realizar en la 

boratorios especializados. 

Las pruebas in vitro han venido a desplazar considerablemente los 

modelos de pruebas en animales. Existen un gran número de células se~ 

sibles a la acción de las enterotoxinas, tanto de~. choler~!!.· como de 

~· col.!_, entre ellas se tienen las células adrenales Yl (61); estas c! 

lulas crecen en monocapas confluentes y sufren cambios morfológicos 

y metabólicos cuando se exponen a la acción de productos como el ACTH 
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y AHPc lo que di6 la idea oara utilizarlas en la detección de la t!l_ 

xi na TL de S• ~y la de !'_. cholerae. El efecto de estos productos 

se asocia con cambios en la morfologfa de las células, en su capaci -

dad de adherencia y en incremento de la secresión de Delta 4-3 cet!l_ 

esteroides. 

Las células de Ovario de Hamster Chino (CHO) (62), es otro mod! 

lo de prueba in vitro, utilizado para detectar enterotoxinas. n efe~ 
to de estas toxinas sobre las· células CHO y de fibroblastos, en cul­

tivo, se demuestra por un incremento en la sintesis de colágena, asf· 

como por la elongación de las células y por la adhesión a un substr~ 

to, todo ello relacionado con incremento en la concentración de AMPc .­

El erecto observado en estas células, es contrario al que se describió 

en las células adrenales, hecho que enfatiza la acción pleiotrófico, 

del AHPc en diferentes tipos celulares, 

Es fácil percatarse de las dificultades involucradas en la iden­

tificaci6n de cepas enterotoxigénicas de S• ~olf, motivando que se i~ 

tente desarrollar técnicas accesibles a la mayorfa de los laborato -

rios clfnicos. Bajo esta perspectiva, los procedimientos inmunológi -

ces han adquirido gran importancia, como: la inmunoherndlisls radial 

pasiva; el radio Inmune an&llsis (RIA) y el método de ELISA, que son 

de utilidad para la Identificación de la toxina TL de S· col i. (63-64-

65). Estos procedimientos son sensibles ·pero con dificultades t~cn!_ 

cas no facflmente salvables para un gran nümero de laboratorios. 

Todo lo antes mencionado ha estimulado ·la bGsqueda de otros proc! 

dimientos que puedan ser practicados por laboratorios de diagnóstico 

clfnico como es el ·descrito por !Takeshi Honda que util Iza como princi-
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p!o el método de Eleck (65), con resultados aparentemente satisfactorios. 

Anter!onnente se habfa citado que la ldentff!cac!6n sero16gica 

de cepas enterotoxfgénlcas de f_. ~no era posible, porque las e!!_ 

terotoxinas son codificadas por plasmldos y es el cromosoma el en -

cargado de la expresl6n de los antfgenos de superficie que sirven 

para realizar la caracterlzacfdn serol6g1ca de las bacterias. Esto 

trae como consecuencia, que un número muy extenso de serotlpos pue­

dan estar relacionados con la elaboraclan de enterotoxlnas (57), Sin 

embargo, existen datos recientes que muestran que un gran número de 

cepas enterotoxlgénfcas de f. @de orfgen humano aisladas de di­

ferentes areas geogr&ficas, estan limitadas a un namero definido de 

serotlpos (O: K: H) (17-67-68), 

La asociacl6n fue demostrada inicialmente y en forma convincente, 

en cepas productoras de ambas enterotoxlnas y poste.rionnente en bac:_ 

terlas que elaboran exclusivamente la toxina TE (51). 

Asf mismo, diferentes observaciones han mostrado asociacl6n mas 

o menos estable entre ciertos serotipos y algunas caracterfsticas m~ 

tab61icas (17-29). Esta ílltlma observacf6n hace pensar que ciertos 

serobiotipos de clonas especiales pudieran estar adaptados como Pº!:. 

tadoras de pMsmldos y en este caso en particul.ar, los relacionados 

con la producci6n de enterotoxlnas (17-48-51-71). Estos hechos hacen 

abrigar esperanzas para la identificaci6n de bacterias enterotoxigén,!_ 

cas las que podrfan ser agrupadas en ciertos bioserotipos, facil i -

tando su deteccf6n en un gran número de l aboratorfos. 
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Cabe mencionar que en la actual !dad se trabaja intensamente sobre 

los factores de colonfzaci6n que en un momento dado podrfan ser de u­

tilidad para la fdentificaci6n de estos microorqanfsmos productores 

de enterotoxfnas. (29-34-40). 

BIOTIPIFICACION 

Los microorganismos, pueden modificar su medio ambiente y emplear 

substancias en solución como fuente de energía aprovechable para su 

crecimiento y reproduccf6n. Todas las actividades de las c~lulas son 

mediadas por enzimas¡ las reacciones qufmfcas que para sobrevivir e<.'!. · 

plean los microorganismos, requieren de un gran número de enzimas C!!. 

ya actividad se interactúa, Los productos qufmicos finales de algunas 

de estas acciones enzfmatfcas, pueden ser registradas en el laboratorio 

por medio de diferentes pruebas, que pen11ften establecer un patrón de 

actividad de la bacteria y que ayudara en la fdentfffcacf6n y dffe~en­

cfac16n de microorganismos de especies fotfmamente relacionadas. 

Aunque la serotfpfffcacf6n de Esch~ ~. en algunos casos, 

proporciona la diferenciacf6n entre cepas de esta bacteria, no todos 

los laboratorios estan capacitados para realizar este proced.fmiento 

en raz6n de lo laborioso y el alto costo que implican (10-29), · 

Esto ha ocasionado que diversos autores intenten la caracteriza­

ción de las cepas de ~E!'!! S'!ll!. aisladas tanto de vfas urina -

rfas, como de proceso diarreicos, utilizando. la bfotipfffcaciOn por 

medio de diferentes pruebas bfoqu!micas (73-74-79). 

la selecci6n de substratos para la bfotipfffcaci6n debe ser lo S!!. 

ffcientemente extensa, de manera que se pueda efectuar una buena di -
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ferenclac16n entre las cepas en estudio. 

En el caso particula.r de ~·-E!'.!.~ enterotoxlgénicas algunos in -

vestlgadores (17-51-68-71) realizan la tlpfflcaci6n bioqufmfca de e~ 

ta bacteria asociada con la serotipfffcaci6n, sin que hasta el momen 

to se hayan establecido patrones caracterfst1cos, 

TRANSFERENCIA OE INFORMAC!ON GENETICA 

Actualmente se sabe que un grrn número de géneros de bacterias 

pueden presentar recombinación genética (76), Los genes son transfer.~ 

dos entre células por medio de tres tipos de mecanismos¡ todos tle -

nen ciertos rasgos en común en el proceso de recombint1ción 1 pero di­

fieren de uno a otro en algunas caracterfstlcas fundamentales, 

El primero de estos mecanismos es la transformación, descubierta 

inicialmente en ~~;,U,S.l en la actualidad se ha establecido su e­

xistencia en otras especies de bacterias (7-76). En la transformación 

el mecanismo de transferencia del ácido nucléico se debe a la penetr~ 

clón al Interior de una bacteria receptora de DNA 1 ibre, modificando 

la Información genetica que posee, Uno de los aspectos Importantes p~ 

raque se lleva a efecto la transfonnaci6n, es lo que se conoce como 

competencia de la población de celulas receptoras, La competencia es 

un estado fisiológico que varia grandemente durante el ciclo celular,• 

Se ha observado que las células competentes producen una protefna, que 

puede ser aislada y usarse para conferir competencia a otras células.­

Se piensa que pued~ser un componente de la membrana que facfl Ita la 

entrada del DNA, o que sea una enzima encargada de degradar algunos 

componentes de la superficie celular para descubrir el receptor para 
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el DNA. Se requieren tres eventos (separación de las dos hebras del 

fragmento de DNA, reconocimiento del receptor .Y penetración) para que 

se lleve a efecto la integración del kido nucléico en el cromosoma 

bacteriano y obtener, finalrnente 1
; una celula transfonnada con nueva in 

fonnación genética, 

Otro de los mecanismos de transferencia de material genético es 

la conjugación, la cual fue descubierta por Lederberq y Tatum (43-76) 

en Escherichia ~o]_~. Durante 1 a conjugación una de las bacterias ac -

túa como donador genético y la otra como recipiente. La capacidad de 

transferir material genético le es conferida a las bacterias por un 

elemento conocido como factor F, que se localiza en un plásmido, Es­

te es transmitido únicamente por contacto directo de célula a célula, 

El proceso de conjugación ocurre en dos pasos, ambos gobernados 

por genes del plásmido; en el primero, ocurren una serie de reacciones 

tanto en la superficie del donador como en la de la célula receptora 

con el resultado final de la fonnaci6n de un puente de conjuqaci6n 

en el segundo, el DNA plasmfdico pasa a traves del puente, para que -

dar como un elemento genético extracromos6mico, que, bajo ciertas ca~ 

d1ciones, se P.uede integrar tambiiln al cromosoma, 

Finalmente la célula receptora, al adquirir esta nueva infonna " 

ción tiene características qu.~anterionnente no posela, entre ellas, 

la capacidad de transferir esta nueva infonnaci6n ya que a adquirido 

el factor F+. 

El último de los procesos conocidos involucrados en la transfe -

rencia de infonnación genética es la transducción (43-76). En este f~ 



- 22 -

n&neno un fragmento del cromosooia bacteriano es Incorporado dentro de 

una partfcula de bacterlMago, Cuando esta partfcula Infecta nuevas 

células huesped, convierte a este último recipiente en un cigoto par• 

cial, 

la transducci.6n puede ser general 1 zada o especial Izada, En la 

transducción general Izada, las partlculas fSgfcas transductantes con­

tienen únicamente peque~as cantidades del ONA del fago; mientras que 

en la transducción especla11zada, el fragmento del ONA de la célula 

huesped que es acarreado, esta unido covalentemente a un gran segme~ 

to de ONA del fago, 

En general, el conocimiento de estos procesos de recombinacl6n de 

material genético entre bacterias, ha venido a aclarar aspectos re Ja. 

clonados con la alta varlacMn que presentan en sus diversas caracte­

rfstfcas ¡ propiedades bioqufmfcas y otras que no pueden ser expl fea " 

das por mutaciones',' 
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HIPOTESIS 

Diversos antecedentes, seftalan que ciertas cepas enterotoxigénicas 

de Escherichla cóli presentan caracterfstlcas fermentativas y flsio16gl­

cas singulares, que nos sugieren: a) SI realmente E"sl:Ílerfchfa colf ente­

rotoxlgtlnfca presenta propiedades metab61icas particulares, podrfan al­

gunas de estas ser utilizadas para realizar su ldentlflcac16n emplean -

do métodos de laboratorio convencionales, b) Las particularidades met! 

b61fcas de estas bacterias, ser&n comunes aan entre cepas aisladas de 

diferentes 4rcas geogrUfcas o. se prcsentar&n variaciones que pudieran 

estar relacionadas con las condiciones eco16gicas de cada sitio, 

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

ta. de estudiar lo propuesto en la hlp6tesls de trabajo 
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OBJETIVOS 

l,• AISLAMIENTO E IOENTIFICAC!ON DE CEPAS OE ESCHER!CH!A COL! DE DI­

FERENTES FUENTES (PACIENTES, AGUA Y AL!HENTOS). 

2.- !OENTIFICACION OE CEPAS ENTEROTOX!GENICAS POR EL METOOO OE ASA 

LIGADA EN CONEJO, 

3.· ESTUDIO DE ALGUNAS CARACTERISTICAS METABOLICAS, RESJSTENCIA A 

LOS ANTIMICROB!ANOS Y OE MATERIAL GENETICO EXTRACROMOSOMJCO EN 

CEPAS ENTEROTOXIGENICAS Y CEPAS NO PRODUCTORAS DE ENTEROTOXINAS. 

4.- CORRELAClON OE RESULTADOS OBTENIDOS EN AMBOS TIPOS DE CEPAS. 

5 •• TRANSFERENCIA OE MATERIAL GENtTICO EXTRACROMOSOMICO OE ALGUNAS 

CEPAS ,ENTEROTOX!GEN!CAS A UNA CEPA RECEPTORA. 

6,. ELABORACION DE BIOTIPOS DE LAS CEPAS ESTUDIADAS UTILIZANDO LOS 

RESULTADOS OE LAS PRUEBAS METABOL!CAS, 

7. • COMPARACION ENTRE LOS BIOTIPOS OBTENIDOS EN NUESTRAS CEPAS CON LOS 

OBSERVADOS POR OTROS INVESTIGADORES,' 
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MATERIAL Y METODO 

MATERIAL 

!.- CEPAS 

Se estudiaron 262 cepas de Escherlchia ~de fas cuales 157 eran 

de pacientes (del Hospital General Manuel Gea González), 70 aisladas de 

agua y 35 obtenidas de a 1 imentos (mariscos), 

CEPAS DE REFERENCIA 

Cepas enterot~xigenfcas 1. una de origen humano ~. ~ ll-10407 y· Q. 

tra de origen porcino~. ~ 10 p, _s. ~ K 12 (Na!" JM1456). 

2.- ANIMALES: 

Se emplearon conejos machos Nueva Zelanda blancos de 2,5 a J,O ki­

logramos, proporcionados por el bioterio de la Facultad de Medicina. 

3.- SUEROS (8ehrlng Werke A,G, Marburg Lahn R.F ,A,) 

Polivalente l (ANTI-OK-8-26,-55 ,-78 ,-86,-111,-114,-119) 

Polivalente lI (ANTI-OK-8-124,-125,-126,-127 ,-128) 

Monovalentes ANTI-026 K60 (86),-055 K59 (85),-178 KBO (8-), 

-086 K61 (87) ,-Olll K58 (84).-0114 K-(8"}, 

- Dll9 K69 (814) 

ANTI-0124 K72 (817) ,-0125 K70 (815) ,-0126 K71 (816), 

0127 K63 (88) ,-0128 K67 (812). 

4,• MEDIOS DE CULTIVO 

. a) Para AISLAMIENTO 

EOSINA AZUL DE HET!LENO (EMB) (Merck de. M~xico). 

b) IDENTIF!CACION 
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Agar-k1gler (Herck), Rojo de metflo Voges-Proskauer ( Merck ) , 

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

e) MEDIO PARA CONSERVAR CEPAS: 

Tubos inc11_nados con 2.0.% de peptona (Oifco laboratorios, Oetroit, 

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

d) MEDIO PARA LA OBTENCION DE ENTEROTOXINA 

Caldo soya tripticasa (BBL, Becton, Oickinsona.nd_ Company), adicion!_ 

do con 0.6% de Bacto dextrosa (Oifco). 

e) MEDIO MIN!HO (M9) 

NH4Cl (Herck) 

KHzPD4 (J. T. Baker) 

Na
2

HP04 (Merck) 

NaCl (Merck) 

MgS04 7H20 (J. T. Baker) 

Agua desionizada 

f) MEDIO LURIA 

Bacto triptona (Difco) 

Extracto de Levadura (Difco) 

Cloruro de sodio (Merck) 

Agua des ioniza da 

pH final 7 .o 

1 g. 

3 g. 

6 g. 

o.s g. 

0.25 mg/ml. conc. fi 
na T. 

1000 ml. 

10 g. 

5 g. 

10 g. 

1000 ml. 

El medio mfnimo y el medio Luria fueron complementados con los s!. 

guientes substratos: 

lo) CARBOHIDRATOS 

Lactosa (Herck): Para el medio m1nimo .a una concentracl6n final de 
o.a 
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2o) L-AMINOACIDOS (Merck,Oifco) 

A una concentraciOn final de 20 p..g/ml. 

Jo) BASES: 

Tlmina (Merck) 

a) Para el medio l.uria a una concentraci6n final de ZOj<g/ml. 

b) Para el medio mlnimo a una concentración final de Sllj(g/ml. 

4o) VITAMINAS 

Ti amina (B1) (Merck) 

Para el medio mfnimo a una concentraci6n final de '.¡4g/ml. 

So) AGAR AGAR (Merck) 

En ambos medios se utiliza una concentración al 2t 

g) MEDIOS PARA PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD. 

Agar Lur1a o Mueller Hinton agar (BBL) complementados con el anti­

microbiano correspondiente. 

Para el sulfametoxazol se uti11z6 el Medio Mlnimo M9 

ANTIMICRDBIANOS 

Amp1c111na 25 a 50)<9/ml conc, final Gentamlcina 12.5Jlg/ml 
(SENOSIAIN) SCHERAMEX). r 
Cefalosporina 12.5 a 25.0J(!l/ml conc.final Kanamlcina 12.5 a 25f<9/ml 
(Qulmica Hoech) (BRJSTOL) 

Cloramfenicol 25.0;<g/ml conc. final 
(PARKE_DAVIS) 

Estreptomicina 100-400!.(g/ml conc. final 
(WYETH_VALES) F 

Ac. Nal1dfxlco 50.0j(g/ml 
(WJNTHROP) 

Ni trofurazona 50 .o ,t.(g/ml 
(KRIYA) 

Tetraclcl ina 25.0 JI.a/mi 
(Sigma) r 

Sul fametoxazol 12.5 JI.o/mi 
(Roche) .,-~ 
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h) MEDIOS PARA BIOTIPIFICACION 

1) PRUEBAS DE FERMENTAC !Oll: 

Medio base caldo Rojo de Fenal (Difco) complementado con 0.5% de 

cada uno de los siguientes carbohidratos. 

Sacarosa, Mio inositol, dulcitol, lactosa, D-Xilosa, D (+) arabi. 

nasa (Merck}. 

Adonftol, D-Sorbitol, Celobiosa, d levulosa .• salicina, (+) Trea­

losa (Difco), D (+) Manosa, D Manito!, O(+) Galactosa (Pfanstietl 

Labora ter fes, INC.). 

D (+) Rafinosa (Nutrftfonal Bfochemicals Corporation) 

L (+) Ramnosa (Sigma Chemicals Company). 

2) PRUEBAS PARA HIDROLISJS O DESCARBOXJLACION DE AMINOACJDOS 

Medio base caldo de Moller (D1fco) con 1% de los aminoácidos. 

L (+) Lisina, L Arginlna y L Ornitfna HCl (Difco}. 

3) HIOROLISIS DEL Tlfüfl 80 

Amortiguador de fosfatos M/15 a pH. 7 .O 100 ml. 

Tween 80 (Nutritional B.fochemlcals) 0.5 ml. 

Rojo Neutro (J.T. Baker) Soluci6n acuosa al 0.1% 2.0 ml. 

4) HIOROLISIS DEL ALMIOON 

Bacto peptona (Difco) 

Extracto de c;1rne (Dlfco) 

Cloruro de sodio 

Almldon soluble (Merck) 

Agar Agar 

Agua destilada 

ph final 7 .2 

5.0 grs. 

5.0 grs. 

5.0 grs. 

20.0 grs 

20.0 grs. 

1000.0 ml. 
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5) MEDIO PARA DETERMINAR CRECIMIENTO EN CLORURO OE SODIO 

Agar nutritivo (Merck) adicionado de Cloruro de sodio a concentra­

ciones de 4.0, S.O y 6.0X. 

i) AMORTIGUADORES. 

a) Amortiguador de Fosfatos M/15 

SOLUCION ~ 

Na2flP04 (Merck) 

previamente secado a 13o0c. 
H2o destilada 

SOLUCION !! 

KH2Po4 (Merck) 

previamente secada a l 10°c 
Agua destilada 

g.464 grs. 

1000.0 ml. 

g.073 grs. 

1000.0 ml. 

Para obtener la soluci6n a pH 7.0 se mezclan en la siguiente propo.!:_ 

ci6n: 

Soluci6n A 

Soluci6n B 

b) AMORTIGUADOR TE IX 

6.017 ml. 

4.011 ml. 

O.OS M Trhma base (Merck) 

0.003 M Sal tetras6dica, etilendiamino tetracH1co (EOTA) (J.T.Ba 
kerT 

Ajustada con Acido acético glacial (J.T. Baker) a pH B.O 

c) AMORTIGUADOR BA 

o.os M Trizma base 

0.002 M Sal dis6dica, et1lendiamino tetracético 

0.02 M Acetato de sodio (J.T. Baker) 

0.018 M Cloruro de sodio 

Ajustada con Acido acético glacial a pH a.os 
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d} AMORTIGUADOR DE FOSFATOS pH B.O 

SOLUCION A 

0.02 M NaH2Po4H2o (Técnica qufmica) 

SOLUC!ON B 

0.02 M. Na2HP047H20 (Merck) 

Para obtener el pH B.O se mezclan las dos soluciones en la si -

gui ente proporc f6n 

Soluci6n A 

Solución B 

5,3 ml. 

94.7 ml, 

A esta mezcla se le agregan 100 ml. de Agua dest1lada 

j) SOLUCION NEUTRAUZAOORA 

Tris - HCl 

Trhma base 

k) REACTIVOS 

a) AGAROSA TI PO 111 

1.B M 

0.2 l'I. 

Para uso en electroforesis (Sigma) 

b) ALPHA NAPHTOL (J. T. BAKER) 

e) Azul de bromofenol (Merck) en glicerol (J.T, Baker) (0.1 ml. de 

una soluci6n de azul bromofenol en agua por cada 5 ml, de glic~ 

rol). 

d) BROMURO DE ETID!O 

l)fg/ml. Concentrac16n final 

e) DlMETIL SULFOX!OO (N-N 01met11 fonnam1da J.' T. Baker) 

f) DOOECIL SULFATO OE SODIO (SOS Sigma) al 10% 

g) ETANOL (J.T. Baker) 

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

1) LUGOL BACTERIOLOG!CO 

~) REACTIVO DE KOVACK 
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HETODO 

AISLAA!ENTO Y CARACTER!ZAC!Oll DE CEPAS, 

Las cepas, son resembradas en el medio de EMB para purificarlas, y 

posteriormente se practicaban pruebas bioqu!micas utilizando los Medios 

de Kligler, de Citrato de Simmons~ de SlM y del Rojo de Metilo Voges­

Proskauer, (84), 

Las cepas aisladas e identificadas se guardan en medio para conser_ 

vación (85), 

Determinación de Enterotox i gen ki dad, 

Se util Izó la técnica de asa 1 lgada en conejo (56), 

Se emplearon conejos de la cepa Nueva Zelanda, con peso aproxima­

do de 2 a 3 Kg, La anestesia se reallz6 con Pentotal sódico a la dosis 

de 3 mg/kg, administrado por vla endovenosa, y se mantuvo con éter e­

tflko por lnhalacl6n, La asepsia y antisepsia de la regfon abdominal 

se hace con Alkil dlmetil bencil amr,nlo (Zolvacsol), Se practica una 

Incisión de aproximadamente 7 cms, de longitud a nivel de la linea m~ 

dla, con blsturf "revisto de hoja No, 22 que abarca piel y tejido c~ 

lular subcutlineo, Una vez expuesta la capa muscular, se corta ésta 

con tijeras para dejar expuesta la cavidad peritoneal, Se extrlie el I~ 

testino delgado y se localiza la válvula Ileocecal, 7 cm, por arriba 

de esta se practica una ligadura, utilizando seda (00); a partir de é~ 

ta se realizan nuevas 1 lgaduras en !leo y yeyuno dejando un espacio de 

10 cm, de longitud y de 3 cms, entre ellas, 

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

da una de éstas porciones se inocularon 2 ml, del fiÍtrado de un cult!. 
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vo de bacterias en estudio, adem~s, se emplearon como control positivo 

el flltrado de una cepac enterotox1génica conocida y como control nega­

tivo el medio de cultivo• estéril 5in sembrar, Una vez Inoculados todos 

los segmentos se cerraron por planos, El animal se mantuvo hidratado, 

en reposo y a una temperatura de 25 a 30°c, durante un periodo de 18 

hrs; al tennlno del cual y previo sacr1ffcfo, se reabrió la cavidad a~ 

domina] y se observaron los resultados, Se consideraba la prueba posi­

tiva cuando el acam.ulo de liquido tiene una r1ilacidn longitud/volúmen 

de entre 0,5 y 1 c,c. tomando en cuenta, también, que el control posi­

tivo y negativo dieran 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 Erlenmeye~e 250 y 500 ml, que CO!l 

tenfan 25 a 50 ml, respectivamente de Caldo Soya Trlpticasa (58) ¡ una 

vez Inoculados se Incubaron en agitación en una agitadora Mazzlni (W,M, 

Curtin and Co, Mod, 3623) colocada en un ambiente a 37°C durante lB a 24 

horas, El cultivo obtenido se centrifugó a 4,500 r.p.m, y a 4°C duran­

te 45 minutos, el sobrenadante se esterlllzd con filtros Mllllpore de 

0,45 tipo HAWP (Millipore Corporation), 

ESTUDIO BIOQ!!.IMICO DE LAS CEPAS (Bfotfpiffcación) 

Se empleó como medio Base Caldo Rojo de Fenol complementada con 

0,5% de cada uno de los siguientes carbohldratos (84); Sacarosa, Ino­

sitol, Oulcftol, Lactosa, Xllosa; L(+) Arabfnosa, Adonitol, 0-Sorbi -

tol, Celobiosa, Levulosa, Sallcfna, Trealosa, Manosa, O-Manito!, O(+) 
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Galactosa, O R;1ftnosa, L(+) Ramnosa, Los resultados de estas pruebas fu~ 

ron leidos a las 3, 24, 48 y 72 horas, 

Como medio base para la observac16n de la htdr61is1s y descarboxi­

laci6n de amtno~cios se utilizó el Caldo de Moller, complementado con 

L-ar9fnina, Lisina y Ornltlna a concentración del 1%, Los resultados 

fuercin lefdos a las 24, 48, 72, 96 y 120 horas, 

SUSCEPTIBILIOAO A LOS ANT!MICROBIANOS 

Se practicó la prueba de susceptibtlidad a los antimicrobianos ta!!. 

to de las bacterias que dieron positiva la prueba de enterotoxigenicidad 

como aquellas que resultaron negativas, 

Se utilizó la prueba de d!fusiOn en placa (67-82-86), empleando el 

medio de Agar Luria, Agar Muller Hlnton y Medio Mfnimo M9; Impregna -

dos con los siguientes antimicrobianos, a diferentes concentraciones: 

ampfcillna, 4cldo nalidfxido, cefalosportna, cloranfenicol, estrepto­

m1c1na, gentamfcina, kanamlct na; nitrofurazona, sulfametoxazol, tetr~ 

cfclina, 

Para esta prueba se preparó un cultivo bacteriológico de 18 horas 

y se ajustó por medio de diluciones a .una densidad equivalente. a la de 

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

Oe esta dilución se tomó con pipeta 0.1 ml, y se sembr6 por es -

trfa cerrada, las cajas se Incubaron por 24 hrs, a 37°C y se observa­

ron los resultados (inhfb1ci6n del desarrollo o crecimiento nonnal de 

la bacteria), 

HlOROLISIS DEL lllEEN 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 cultivo bacteriano que se deja ere -

cer toda la noche, y se incuba hasta por 5 d!as para determinar si es P'!. 

sftiva o negativa la prueba; lo cual se establece por el cambio de col'!. 

ración del medio. 

HIDROLISIS DEL ALMIDON 

Este medio también se preparó en el laboratorio (84), El 1nóculo se 

prepara igual que en la prueba antes seftalada, La lectura de resultados 

se realiza a las 24 hrs, al agregar al cultivo obtenido una solución ~i 

lufda de Lugol bacteriológico, determinando por este procedimiento si 

fue Hidrolizado el almidón. 

CRECIMIENTO EN CLORURO DE SODIO 

Se utfl 1z6 agar nutritivo con cloruro de sodio a diferentes conce!!_ 

tracfones¡ las cepas a probar se prepararon·, también, en un cultivo que 

desarrolla toda la noche¡ con ~ste se inocularon los medios con cloruro 

de sodio, la lectura de resultados se realfz6 a las _48 hrs, 

CARACTERIZACION DE MATERIAL GENETICO EXTRACROMOSOMICO, 

Obtención de DNA (87), 

Para obtener el ONA es necesario romper la bacteria, la que se cul 

tiva inicialmente, durante 18 horas en Caldo Luria; de este primoculti­

vo, se tomó 1 ml. y se adicionó a un tubo que contenfa 9 ml, de Caldo L!!_ 

ria o 8HI, los tubos inoculados se incubaron en un baHo marfa a 37ºc y 

con agitación (New 8runswick Scient1f1c Co, !ne, Model 676), hasta que 

alcanzan una densidad.óptica de 50 a 60 UK (fotocolorfmetro Klett-Surrmer_ 
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son Hodel 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; despuªs de la segunda lavada el sedimento fue re • 

suspendido con 0,25 ml. del mismo amortiguador añadiéndole adem~s 0,05 

mi. de Hidr6xido de sodio lM; se dej6 reposar durante 10 minutos para 

agregarle 0,05 mi. de Oodecil sulfato de sodio al 10%, nuevamente se 

deja reposar por 10 minutos, al t~nnfno de este tiempo se agregaron 

0,05 mi. de solucf6n neutralizadora, El siguiente paso consfsti6 en i!!_ 

cubar los tubos tratados a 45°c durante 4·.5 horas en baño maria (The.!. 

co, Prec1sion Scientffic Co, Model 83 Chfcago 60647 U.S,A.), Finalmen­

te estos tubos se colocaron a .20ºc durante toda la noche. 

Para separar el DllA de los restos celulares se descongela a tem­

peratura ambiente el material contenido en los tubos, se decanta tra • 

tanda de conservar el material de consistencia mucoide y aspecto cris­

talino, a este material se · le agreg6 una gota de azul de Bromo-Fenal, 

ELECTROFORESIS EN GEL (44-87-88), 

El lfsado bacteriano se somete a electroforésis en geles de aga - . 

rosa para visualfzar el ONA¡ se emplea Agarosa al 0,8% en amortiguador 

BA IX. Los geles se preparan en tubos de cristal de 11 x 0.5 cms, cuan­

do se solfdffican se unifonnfzan los extremos y uno de estos se cubre 

con gasa que se sujeta con un anillo de l!tex, Preparados los geles se 

colocan en la C~mara de Electroforªsis (fabricacf6n Nacional), llenando 

dep6sftos con amortiguador BA IX, 

Para el corrimiento electroforªtfco se utfliz6 una fuente de poder 
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(Fabricacion Nacional) ajustando la corriente a 50 m!llamperes y 40 volts.­

En cada gel se colocaron 50 · 1 de residuo mucoso del l lsado y se deja en 

reposo durante 5 hrs. aproximadamente. Los geles se sacan al conclufr e~ 

te perfodo y se colorean colocfodólos en tubos que contienen una solución 

de Bromuro de Etldio. 

Para visualizar el material genético se exponen los geles a una 1~111_. 

para de luz ultravioleta (CHROMATO VUETRAllS ILUH!NATOR MOD. C61 lll VOLTS 

60H2 1.47 AMPS) y son fotografiados con Pel !cula Tri X Pan Asa 400 con 

filtro amarillo 

CONJUGAC!ON BACTERIANA 

La cepa receptora (JM1456 Na 1 r), se deja en desarrollo durante to. 

da la noche, y se diluye al 1150 ut11 fzando caldo Luria para obtener una 

densidad bacteriana <le lx10
8 cels/ml. 

La cepa donadora lgua l que 1 a receptora se deja crecer durante toda 

la noche. La conjugación se real1z6 ut1lizando 4,5 ml del cultivo de la 

bacteria receptora y 0,5 ml de la donadora, la mezcla se incuba 24 hrs, 

a JOºc o a 37°c. La suspensión celular es centrifugada a 5,000 r,p,m, 

durante 10 minutos; el paquete celular se resuspende en 5 ml, de medio 

mfnfmo y nuevamente es centrifugada¡ flnalmente se prepara una suspensiOn 

bacteriana que se siembra en cajas de agar con mezcla de antlbi0t1cos P!!. 

ra realizar la contra seleccl6n, 

MEDIOS PARA CONTRASELECC!ON 

Para este fin se utiliza Agar Luria adicionado con Acldo Nalidfxi­

co a una concentraci6n de 40 g/ml y otro de los antlmicrobfanos a los 

que nuestra bacteria donadora es resistente¡ estos antlmlcrobjanos se 
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utilizan a las mismas concentraciones empleadas en las pruebas de suscee. 

tibilidad, En estos medios se siembran las cepas conjugadas, a las 24 h~ 

ras, las que crecen , son colocadas en cajas con un solo antibiótico. E~ 

tas cepas se utilizan posteriormente para las pruebas de fermentación y 

electroforésis. 

CARACTERIZACION SEROLOGICA (JO) 

Se utiliza la prueba de aglutinación en placa; para realizarla las 

cepas son previamente- cultivadas en Med.io de Agar Nutritivo; a partir de 

este desarrollo se toma una colonia y se extiende en forma homogenea s~ 

bre un portaobjetos, se coloca a un lado una gota de suero; inicialmen· 

te se utilizan los sueros Polivolentes y de acuerdo al resultado se"'!! 

plean posteriormente los sueros Monova 1 entes corrr.spondi entes, se mez • 

clan el suero y el cultivo bacteriano y se apl ka un movimiento rotat~ 

ria a la mezcla, la prueba se lee dentro de los dos minutos posteri.ores,­

Cuando el resultado no es satisfactorio, se prepara una suspensión del 

cultivo en solución.salina al o·.05% y se calienta durante 30 minutos a 

100°c para destruir el Ant!geno K y dejar expuesto el Antfgeno O; a co~ 

tinuaci6n se siguen los mismos pasos se~alados 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 allme~ 

tos (Caudro 1). 

ENTEROTOXIGEN!CIDAD: De las 262 cepas aisladas 10 dieron positiva la 

prueba de asa 1 fgada; de estas 7 son de pacientes, 2 de agua y 1 de .<!_ 

limen tos. En la figura 1 se muestra una reacción positiva. 

BIOTIPIFICACION: En este estudio y en los restantes, se util Izaron, '!. 

demás de las 10 cepas enterotoxigénicas aisladas por nosotros, 2 ce -

pas de control. Como puede apreciarse en los cuadros (11. IIA, 111, 

IIIA) Ja producción de ácido, por fennentación de los carbohidratos !'. 

ti! izados, muestra diferencias apreciables, cuando la lectura se rea­

llza a las 3 horas con respecto a la obtenida en la lectura a las 24 

y 48 horas; a las 3 horas, el 100% (12) de las cepas dan positiva la 

prueba con Ja arabinosa, en cambio cuando la lectura se reallza 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 ácido y 

en Ja lectura a las 24 y 48 hrs. los resultados son negativos en las 

12; en la lectura a las 3 hrs. de la prueba de rafinosa, nuevamente 

es positiva en el 100% y a las 24 y 48 hrs. solo el 75% da el mismo 

resultado; con la xilosa y el dulcitol, se aprecia un patron paree.!_ 

do al de los casos anteriores.Los otros carbohidratos utilizados, no 

dan variación de resultados en las diferentes lecturas. En la prueba 

de descarboxilación de aminoácidos (Cuadro IV, !VA), se puede obser­

var que la L(+) lfsina es utilizada por todas las cepas, la ornitina 



- 39 -

por 8 y la arginfna solo por 3 (Cuadro V). Los 3 aminoácidos son util i­

zados por el 16.6% de las cepas, 2 de ellos por el 58.3% y uno solo por 

el 25t (Cuadro VI), Las pruebas de hidrolis!s del Tween 80 y del almi­

d6n fueron negativas con todas las cepas. El estudio de tolerancia al 

Cloruro de sodio mostr6 que la máxima concentración, soportada por es­

tas cepas, es del 6t con excepci6n de las denominadas Poli P y 1980A 

que solo crecieron con una concentración del St. 

Las pruebas de fermentaci6n en las cepas .no enterotox!génicas se 

muestra en los cuadros (VII, VIIA, Vlll, VIIIA). En estos se observa 

que a diferencia de las cepas enterotoxigénlcas, la arabinosa cambió 

de positiva a las 3 hrs. a negativa a las 24 y 48 hrs. solo en dos de 

las cepas; la celobiosa dió 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

hldratos restantes no se presentan cambios en la lectura. Los result! 

dos de las pruebas de descarboxilac16n se pueden observar en los Cuadros 

(IX, IXA). Encontramos que la arglnina es el aminoácido más utilizado 

por estas cepas, la ornitlna por el 69.2% y finalmente la l isina 50.31 

(Cuadro V}, asf mismo el 30.7% de las cepas utiliza los 3 aminoácidos 

38.4% 2 de los aminoácidos y 30.n salo uno de estos (Cuadro X}. La 

H1dr6lfsis del Tween 80 y del almid6n, as! corno la tolerancia al ClQ. 

ruro de sodio, mostró los mismos resultados que los observados en las 

cepas enterotoxigénlcas. 

SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS: Los resultados obtenidos en es-
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ta parte del trabajo nos se~alan que 7 de las cepas enterotoxigénicas 

(58.3%) son resistentes a la Ampicil ina, 4 (33.3%) a la Kanamicina, 2 

a la Tetracicl ina y una a la Nitrofurazona (Cuadro XI); de las 12 ce­

pas 6 de ellas (50%) son resistentes a 2 antimlcrobianos, 3 (25%) a 

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

Las pruebas de susceptibilidad a los antimtcrobianos en las ceoas 

no enterotoxigénicas señalan que el 30.7%.de estas fueron resistentes 

a la Kanamicina y a Ja Tetraciclina y el 7.6X a la Amptcilina y EstreE. 

tomicina (Cuadro XI). De las trece cepas estudiadas una de ellas fue 

resistente a 4 de los anttmicróbianos utilizados, dos a dos de estos!?. 

tras 2 a solo uno, las restantes 8 fueron sensibles a todos los anti • 

microbianos. (Cuadro XI!!). 

MATERIAL GENET!CO EXTRACROMOSOMICO, ELECTROFORESIS rn GELES DE AGAROSA. 

El análisis del material genético extracromos6mico de las cepa.s e!!. 

terotoxigénicas, nos muestra que el número de bandas de ONA varl6 de 1 

a 5 en las diferentes cepas estudiadas, es.to puede apreciarse en los 

Esquemas (2 y 3); en los Cuadros (XIV y XV), se muestra la migración 

~elativa, el peso molecualr y número de pUsmidos en cada una de las 

cepas estudiadas. 

Las cepas no productoras de enterotoxinas mostraron de 1 a 4 ban­

das. Esquemas (2, 3, 4), pli!smidos, migraci6n relativa y peso molecu­

lar de estas cepas se pueden apreciar en los Cuadros (XIV, XV, XVI). 

Para calcular la migraci6n relativa y el peso molecualr de los 

pUsmidos presentes en las diferentes cepas se uti1 iz6 la gráfica de 
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la figura 2 (89). 

TRANSFERENCIA DE ltlFDRMACIDN GENETICA. La transferencia de material g~­

nético extractomosómico entre algunas de las cepas enterotoxigénicas y 

una cepa receptora nos mostró el paso de información que codifica para 

resistencia a los antimicrobianos. (Cuadro XVII). 

Por otro lado las pruebas de metabolismo (Fermentación de carboh.~ 

dratos y Descarboxilación de a.a.), no se modificaron en las transconj'!_ 

gantes, en relación a lo observado en estas pruebas con la cepa recep­

tora (Cuadro XVIII). En el Esquema 5 se observan el número de bandas de 

DNA que se transfirieron; en el Cuadro (XIX) se muestra número de plá~ 

midas, migración relativa y peso molecualr de estos en las cepas tran~ 

conjug antes. 

BlOTIPOS. Con los resultados obtenidos en las pruebas metabólicas (Fer­

mentación de carbohidratos y Descarboxilación de aminoácidos), se ela­

boraron Esquemas de los Biotipos obtenidos con las diferentes cepas. 

Como se puede apreciar en los Cuadros (XX, XXA, XXI, XXIA) las c~ 

pas enterotoxigénicas dieron 5 biot·Jpos diferentes y las no enteroto­

xigénicas 9. Cuando la lectura de resultados de fermentación se hizo 

desde las 3 horas y 5, 4 y 8 respectivamente cuando la lectura se 

hizo hasta las 24 horas. 

TIPIFICACION SEROLOGICA. A pesar de no contar con un número adecuado de 

sueros, se realizó aglutinación en placa únicamente de las cepas ent~ 

rotox igéni cas. 

El resultado obtenido muestra que solamente 3 de las 12 cepas pu-
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pudieron ser tipificadas adecuadamente la 89 P, 91P y 19BOA presentando 

el serotipo -0111-KSS-(84), las 9 restantes no aglutinaron con ninguno 

de los sueros utilizados. 
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DISCUSION DE RESULTADOS 

La ignorancia, la pobreza y 1 a insalubridad consecuente, presentes 

en los paises en desarrollo, son factores que propician tanto la desnu­

trición como la propagación de diversas enfe1111edades infecdosas y, e!!_· 

tre éstas, en particular, las diarréicas. 

Las enfennedades diarréicas afectan al niño desde el nacimiento, ob' 

servándose un aum1rnto notable en su incidencia, con el destete (13). 0!!_ 

rante este peri6do, el niño queda expuesto a numerosas fuentes de infe~ 

ción a través de los nuevos alimentos que ingiere; al mismo tiempo, en 

esta época de la vida, se presentan mayores Indices de desnutrici6n, 

y con ellos se observan cuadros cllnicos más graves y. prolongados y , 

consecuentemente la tasa de letal ldad es mucho mayor que en los bien n!!_ 

tri dos. 

En la figura 3, se muestran los datos relacionados con la mortal! 

dad PO!_enfe1111edades diarréicas en México desde 1931 a 1975 (13). En é~ 

ta se pueden observar, que la mayor incidencia se presenta en niños m~ 

nores de un año y en el grupo de edad de 1 a 4 años; as! mismo, la fi­

gura 4 nos muestra que en los paises en desarrollo el problema es ma­

yor que en los industrializados, en los cuales, en la actualidad el 

problema es de mfnima importancia. 

La etiopatogénia de la diarrea es variada, sin embargo, en los pa.!. 

ses en desarrollo, los colibacilos toxigénicos parecen representar el 

agente etiológico m.Ss coman (13, 17) 
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En niños mexicanos con cuadro de diarrea aguda, se ha identificado 

a I· EQ!! enterotoxigénica como uno de los agen.tes más comunes, con una 

frecuencia que varia entre 7 y 47t (Cuadro XXII) (13, 77, 78, 79). 

En este trabajo se encontró que la frecuencia de aislamiento de c~ 

pas enterotoxigénicas, fue del 3.8%. El bajo número de cepas aisladas 

se puede deber a dos razones fundamentales: Por un lado la fuente de<>_ 

rigen de las cepas identificadas fué diverso (Cuadro XXlll); y de las 

aisladas de seres humanos no fué posible conocer si procedian de suje­

tos con cuadro cl!nico caracterlstico. 

En segundo lugar ha sido señalado por diferentes autores (13, 77, 

78, 79), que es importante para aislar e identificar cepas enterotoxi­

génicas._ seleccionar entre 5 y 10 colonias de cada caja en la cual se 

realiz6 el primo-aislamiento. En nuestro caso, esto no fué posible Pº.!:. 

que las bacterias nos fueron proporcionadas ya aisladas e identifica -

das bloqu!micamente, motivo por el cual las cepas que probamos proce -

dfan de una sola colonia. 

Las dificultades para la identificación de las cepas enterotoxig! 

nicas, se deben a que los procedimientos utililizados, no estan al al­

cance de la mayor!a de los laborato~ios .. Con este antecedent~ y apoy! 

dos por diferentes observaciones (17,19,74,75), se intenta, en este tr! 

bajo, rea 1 izar la caracterizaci6n de cepas productoras de enterotoxl­

nas analizando diversas caracter!sticas y propiedades metab6llcas. 

Se estudl6 su capacidad para fennentar carbohidratos y de desear -

boxilacl6n de aminoácidos, con estos datos obtuvimos perfiles enzimáti­

cos de las cepas toxigénicas, que a continuación discutimos. 
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En la fennentac16n de carbohidratos se observó variación de resul­

tados entre las lecturas a las 3 y 24 hrs. más característica en las cg_ 

pas enterotoxigénicas (Cuadros XXIV y XX!VA) y en particular con arabi­

binosa, celobiosa, dulcitol, rafinosa y trealosa; en la lectura a las 

3 hrs. se obtuvo resultado positiva en todas las cepas, nega ti vi sándo­

se en algunas en las lecturas posteriores. Con respecto a las cepas no 

toxigénicas oste cambio sólo se apreció con la celoblosa y la rafinosa.­

Hecho que seílala la import,rncia que tiene real izar la lectura de resu_l_ 

tados a partir de las 3 horas y además que este cambio fué más patente 

en las cepas enterotoxigénicas en las cuales se detectó en un mayor n'1_ 

mero de carbohidratos. Esta observación nos podría hacer pensar en que 

estas cepas pueden tener un comportamiento diferente al de las cepas no 

productoras de enterotoxinas. 

Esta apreciación nos sugirió 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 fennentación 

de celobiosa, dulcltol, rafinosa, ramnosa y salicina, cuando la lec -

tura se hace a las 3 horas y con adonitol, arabinosa, rafinosa y sac!!_ 

rosa en la lectura a las 24 y 48 hrs. 

En el caso de nuestras cepas no toxigénfcas observamos un compor­

tamiento similar al de las cepas productoras de enterotoxinas en la 

primera lectura, pero fué diferente en la lectura posterior en la que 

solo se apreciaron diferencias de resultados con un solo carbohidrato.­

Consideramos que este es un dato más para suponer que realmente prese!!. 

tan caracterlstfcas fenotfpicas particulares de las cepas enterotoxig~ 
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nfcas. 

En el estudfo de ]~capacidad para descarboxflar los amino.icfdos, 

también encontramos diferencias entre las cepas productoras de entero­

toxfna y las que no la producen en particular con la lisina y la argi­

nfna. Asf mismo en relación con la frecuencia en que se utilizaron los 

diferentes aminoácidos las productoras de enterotoxinas tuvieron menos 

variación (Cuadros Y, VI y X). Por otro lado con estas pruebas no est!'._ 

bleclmos diferencias entre lo observado por nosotros y lo referido por 

Edwars y Ewing. 

Además de las pruebas mencionadas, se practicaron otras, como la 

Hfdr6llsis del Tween 80, y del almidón; y la tolerancia al Cloruro de 

Sodfo; este tipo de estudios se emplea para la caracterización de'!_. 

~y la toxina TL de f· ~ (15,17,19), pues se piensa que hay 

paso de lnformacf6n genetfca entre estas bacterias; por esta raz6n co!!_ 

sfderamos que era Importante establecer si se hubiera presentado tran! 

ferencf a de caracterfstlcas metab6lfcas; sin embargo, los resol tados 

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

doctoras de enterotoxinas. 

Los resultados obtenidos Indican que existen diferencias entre las 

cepas enterotox1g~nfcas y las no productoras de enterotox1nas; aunque 

en algunos casos estas son mfnimas. Consideramos es importante el uso 

de un gran número de substratos con lo cual se puede lograr una mejor 

caracterlzacl6n, ademSs estudiar un mayor número de cepas para esta -

blecer Ja confiabilidad del procedimfento. 

El estudio de susceptibilidad a los antimicroblanos permite sena-
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nicas. 

En el estudio de l~capacldad para descarboxilar los aminoácidos, 

también encontramos diferencias entre las cepas productoras de entero­

toxina y las que no la producen en particular con la lislna y la argi­

nina. Asl mismo en relac16n con la frecuencia en que se utilizaron los 

diferentes aminoácidos las productoras de enterotoxinas tuvieron menos 

variación {Cuadros V, VI y X). Por otro lado con estas pruebas no est! 

bleclmos diferencias entre lo observado por nosotros y lo referido por 

Edwars y Ewfng. 

Además de las pruebas mencionadas, se practicaron otras, como la 

Hidrólisis del Tween 80, y del almidón; y la tolerancia al Cloruro de 

Sodio; este tipo de estudios se emplea para la caracterización de'!._. 

cholerae y la toxina TL de f.·~ (15,17,19). pues se piensa que hay 

paso de Información genética entre estas bacterias; por esta razón co~ 

sideramos que era importante establecer si se hubiera presentado tran~ 

ferencia de caracterfstlcas metab611cas; sin embargo, los resultados 

fueron negativos tanto con las cepas toxigén1cas como con las no pro -

ductoras de enterotoxinas. 

Los resultados obtenidos Indican que existen diferencias entre las 

cepas enterotoxigénfcas y las no productoras de enterotoxinas; aunque 

en algunos casos estas son mfnfmas, Consideramos es importante el uso 

de un gran número de substratos con lo cual se puede lograr una mejor 

caracterlzacidn, además estudiar un mayor namero de cepas para esta -

blecer la confiabilidad del procedimiento. 

El estudio de susceptibll idad a los antimicrobianos permite sefta-
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lar que la resistencia a los mismos, ha adquirido enonne importancia en 

los últimos años, la que está fotimamente relacionada con el uso de los 

agentes antimibrobianos; en el Cuadro XXVI (Bl) se muestra la frecuen­

cia de resistencia en relaci6n con el consumo de estos fármacos la más 

alta proporción de resistencia es para aquellos antimicrob1anos que se 

consumieron en mayor cantidad. En nuestro trabajo encontramos que tan­

to las cepas enterotoxigénicas y las no enterotoxigén1cas presentaron 

resistencia a algunos de los antimlcrobianos de uso común en nuestro 

pafs (Cuadro XI). Este hecho nos parece de la mayor importancia, debi­

do fundamentalmente a que en la mayor!a de los niños con diarrea, al 

no fdent1ficarse el agente etiológico, frecuentemente son tratados con 

antfmicrobfanos, y si el microorganismo causal es resistente a éstos, 

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

En relación estrecha con las cepas resistentes de _¡;_. ~. se ha 

observado, en estudios real Izados con animales al !mentados con produ~ 

tos complementados con antimicrobianos, que se Incrementa la frecuen­

cia de aislamiento de cepas enterotoxfgénicas (g2), lo que probableme!!_ 

te también repercuta sobre el huesped humano. 

Diferentes grupos han realizado estudios de susceptibilidad a los 

antimfcrobianos en cepas productoras de enterotoxinas (Bl ,83); los re­

sultados reportados son similares a los observados por nosotros. 

Tomando en cuenta que en los plásmidos encargados de la expresión 

de enterotoxfnas pueden encontrarse genes responsables de la resisten­

cia a antfmicrobianos, (4g,81,82,93) se plantea la posibilidad de re!!. 
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lizar la caracterización de bacterias productoras de enterotoxinas por 

su capacidad de resistir la acción de los antimicrobianos; aunque esto 

no es del todo especifico si se podrla utilizar como un parSmetro mas, 

ya que hemos observado que entre las cepas enterotoxigénicas y las no 

enterotoxigénicas estudiadas se presentan patrones de resistencia di -

ferentes. (Cuadros XII, XIII), 

El estudio del material genético extracromos6mlco por elcctrofor~ 

sis en gel lo realizamos ·como punto de referencia para efectuar el se­

guimiento epidemiológico de las bacterias en relación a su capacidad 

para portar cierto tipo de material genético y su asociación con el gr~ 

do de virulencia. Los resultados obtenidos se~alan que, en general, las 

cepas enterotoxigénicas portan un mayor número de pUsmidos comparati­

vamente con las no enterotoxigénicas, en las que se observan diferen -

ciasen el número y caracterfsticas de los mismos (Esquemas 2,3,4). -

Sin embargo, las cepas productoras de enterotoxinas (76P y 19BOA) no 

mostraron la presencia de plSsmidos, lo que no resulta congruente, pues 

por lo menos deben presentar uno que serla el encargado de la expre -

si6n de la toxina, Creemos que esto se puede deber a fallas en el pr~ 

cedimiento de extracción o al enmascaramiento de pUsmidos por la ba!!_ 

da de DNA cromosomal, ya que en el estudio realizado con las transco!!_ 

jugantes se aprecia una banda apenas perceptible. 

Por otro lado, dos de las cepas no productoras de enterotoxina 

(29A y 79A) presentaron un pUsmido que fué compartido con las cepas 

enterotoxigénicas, 

La cepa 29A, además, mostró caracterfst1cas metabólicas similares 

la cepa enterotoxig~n1ca 91P, 
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Se menciona, que los plásm1dos Ent, frecuentement son acompañados 

por otros plásmldos, los cuales son poco comunes o ausentes en cepas de 

S· ~U a1sladas de individuos asintomáticos o que proceden de otras 

fuentes (90), esto nos podrfa explicar la dlferenc1a en el número y c~ 

racterlsticas de los pltismidos de los diferentes tipos de cepas estu -

diadas. La presencia de material genético extracromosómico en la mayo­

ria de las cepas estudiadas y los datos referentes a la resistencia a 

los antlmicrobianos de las mismas, nos dan bases para asegurar que se 

realiza intercambio a alta frecuencia de material genético. 

Se rea11zó el estudio de conjugación tratando de establecer que 

plhmidos, presentes en algunas de las cepas enterotoxigénicas, se po­

dfan transferir. Se logró la transferencia de diferentes pUsmidos, p~ 

ro aparentemente el encargado de la producción de la toxina no se tran~ 

flr!O, esto se explica porque no todos los pHsmfdos son transferibles 

(91) y por otro lado que se requiere cubrir ciertos rcqu1sitos para que 

el fen6meno se presente; entre los que se puede seílalar la capacidad 

del plásmido para transfer1rse, el tipo de cepa que lo posee y además 

la cepa receptrora; ha sido observado en caso de f. coli que este pro­

ceso se efectúa a más a 1 ta frecuencia cuando se ut11 iza cepas de f. <:!l.!.! 
K 12. Sólo se logró determinar que los pUsmidos encargados de la re­

sistencia a antimicrobianos se transfirieren pues las cepas transconj~ 

gantes fueron capaces de crecer en los medios con mezcla de antibióti­

cos; en el Esquemas se muestran las geles de las cepas donadoras y. tran~ 

conjugantes, pudiéndose apreciar los pUsmidos que se transfirieron; 

en los Cuadros XXVl!A y XXVllB se muestran el número de pUsmidos, su 
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migración relativa y su peso molecular. Este tipo de estudios de tran~ 

ferencia nos ayudan a conocer, en foma general, para que codifican los 

diferentes plásmidos, para si poder efectuar un control posterior de 

las cepas portadoras. 

Relacionado con el estudio serológico de ~· coli, ya se ha mencig_ 

nado anteriormente, que las cepas enterotoxigénicas se pueden agrupar 

en un restringido número de serogrupos (53,54,57); en el Cuadro XXVIII 

se muestran algunos de los más frecuentes. En nuestro trabajo la cara~ 

terilación por este procedimiento no se logró realizar en virtud del 

limitado número de sueros que poseemos, hecho que no permite realizar 

la caracterización completa. 

Las cepas que se logró agrupar pertenecen al serotipo 0111 K58 (84) 

el cual no se encuentra incluido en el Cuadro XXVIII. Creemos que es 

importante valorar si este tipo de estudios pueden ser realizados por 

laboratorios con escasos recursos en los cuales, se carece de todos los 

sueros necesarios y por otro lado, que es imprescindible el estudio de 

las cepas más comúnes en cada área geogr!flca, ya que esto disminuirfa 

el gasto, al probar sólo los tipos de sueros más frecuentes. 

Por último, quisiera se~alar la importancia de las pruebas de fer_ 

mentación y descarboxialción, para la elaboración de biotipos, procedi_ 

miento que se está' tratando de reimplantar para la caracterización de 

diferentes bacterias (73,74,75). Con respecto a las cepas enterotoxig§_ 

n1cas, diferentes investigadores han realizado su estudio bioqulmlco, 

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 las no tox1génicas no ex1stien­

do entre ambos tipos de cepas correspondencia de biotipo lo cual nos 

dS cierto apoyo para pensar que pueden existir biotipos caracteristi -

cos de las cepas enterotoxigénicas. 

En los biotipos de nuestras cepas enterotoxigénicas y los report!!_ 

dos por otros autores, ( 68 ,69 ,71), que se muestran en 1 os cuadros XXIX, 

XXX,XXXI, y los substratos utilizados en cada uno de los casos varfan, 

esto nos sugiere que cada investigador real iza las pruebas que le apo:: 

tan mayores datos. Lo cual ha 1mpedido una comparación de datos; sin. 

embargo, en los casos en los que fué factible, encontramos correlaci6n 

entre nuestros resultados y los de estos autores. 



CUADRO I 

NUMERO Y ORIGEN DE LAS BACTERIAS ESTUDIADAS 

PACIENTES 
(Coprocultivo) 157 

Agua A 70 
"' N 

Alimentos 
(Mariscos) H 35 

Total 262 

Clave de identificación. P = paciente 
A = agua 
M • alimentos 



CUADRO 1 

HUMERO Y ORIGEH DE LAS BACTERIAS ESTUDIADAS 

PACIENTES 
(Coprocul tlvo) p 157 

Agua A 70 
"' N 

Alimentos 
(Mariscos) M 35 

Total 262 

Clave de ldentlflcac16n, P • paciente 
A • agua 
M •alimentos 



CUADRO 11 

REACCIONES BIOQUIHICAS EN CEPAS EHTEROTOXIGENICAS 
(AISLADAS DE PACIENTES) 

*FERMENTACION DE CARBOHIORATOS 

----
CEPA ADO ARA CEL RAF RAM SAC SAL TRE XIL 

**Po11 P + + + + 

89 p + + + + + 

33 p + + + + + 

83 p + + + + 

76 p + + + + + + + 

91 p + + + + + + 

191 p + + + + + + 

46 p + + + + + 

Abreviaturas: AOO • adon1tol ARA• arab1nosa, CEL • celob1osa, RAF • raf1nosa, RAM• ramnosa 

SAC •sacarosa, SAL• sa11c1na, TRE • trealosa, XIL • x11osa, DUL • dulc1tol 

• Lectura de resultados a las 3 horas 

•• Cepa de Referencia Hl0407 

OUL 

+ 

+ 

+ 

"' w 



CEPA 

Poli P 

89 p 

33 p 

83 p 

76 p 

91 p 

191 p 

46 p 

CUADRO llA 

REACCIONES BIOQUIHICAS EN CEPAS ENTEROTOXIGENICAS 
(AISLADAS DE PACIENTES) 

*FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS 

ADO ARA CEL RAF RA11 SAC 

+ 

+ + 

+ + 

+ + + 

+ + + + 

+ + + 

+ + 

+ + 

* Lectura de resultados a las 24 y 48 horas',' 

(t) Pos1t1vo hasta hs 48 horas',' 

SAL TRE XIL DUL 

(+) 

+ ~ 

+ + + + 

+ + 

+ . 
+ + t 

(+) t + t 



CEPA 

46 A 

1980 A 

15 M 

*• CERDO 

CUADRO 111 

REACCIONES BIOQUIMICAS EH CEPAS ENTEROTOXIGENICAS 
(AISLADAS DE AGUA, ALIMENTOS Y DE ORIGEN ANIMAL). 

*FERMENTACION OE CARBOHIDRATOS 

ADO ARA CEL RAF RAM SAC SAL 

+ + 

+ + 

+ 

•Lectura de resultados a las 3 horas 

••Cepa de referenc h lOP 

TRE Xll DUL "' "' 
+ + 

. + + 

+ + 

+ + 



CEPA 

46 A 

· 19so A 

15 M 

CE ROO 

CUADRO ll!A 

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

*FERMENTACION OE CARBOHJORATOS 

ADO ARA CEL RAF RAM SAC 

+ + 

+ (+) 

+ + 

t 

SAL 

(+) 

(+) 

TRE 

+ 

"-----------·-·----
• lectura de Resultados a las 24 y 48 horas 

(+) Pos1t1vo hasta las 48 horas 

Xll DUL ¡¡: 
+ 1 

+ 

t + 



CUADRO IV 

REACCIONES BIOQUIMICAS EN CEPAS 'ENTEROTOXIGENICAS 
(AISLADAS DE PACIENTES) 

DESCARBOXILACION DE AMINOACIDOS* 

CEPA ARG LIS 

Poli P (+) 

89 p (+) 

33 p (+) 

83 p + 

76 p + 

91 p + 

191 p + 

46 p + 

Abreviaturas: ARG • arglnlna, LIS • llslna, 
ORN • ornltlna, · 

+ ·• Positivo desde las 24 horas 
• • Negativo 

(+) • Pos1t1vo despu~s de 48 horas, 

ORN 

+ 

+ 

+ 

(+) 

+ 

* • Lectura de Resultados hasta las 120 hrs. 

'" ... 



CUADRO !VA 

REACCIONES BIDQUIMICAS EN CEPAS ENTEROTOXIGENICAS 
(AISLADAS DE AGUA, ALIMENTOS V DE ORIGEN ANIMAL) 

DESCARBOX JLACION DE AMINOACIDOS* 

CEPA 

46 A 

1980 A 

15 M 

CERDO 

ARG LIS 

+ 

+ 

+ 

+ 

* Lectura de Resultados hasta las 120 horas, 

ORN 

.+ 



AM INOAC IDOS 

ARGININA 

L!SINA 

ORMITINA 

CUADRO V 

FRECUENCIA DE DESCARBOXILAC!ON (%) DE AMINOACIDOS 
EH CEPAS ENTEROTOXIGENICAS V NO ENTEROTOXIGENICAS 

NUMERO DE CEPAS POSITIVAS (%) 

ENTEROTOXIGEN!CAS NO ENTEROTOXIGENICAS 

3 (25) 10 (76.9) 

12 (100) (53,B) 

a (66,6) (69.2) 



CUADRO VI 

UTILl2ACION DE AM!NOACIDOS POR CEPAS ENTEROTOXIGEHICAS 

AMINOACIOOS 

ARG, LIS, ORN 

ARG, LIS 

LIS, QRN 

LIS 

No, CEPAS 

6 

(X) 

16,6 

8.3 

50,0 

25.0 



CUADRO VII 

REACCIONES BlOQU!HlCAS EN CEPAS NO E!nEROTOXIGENICAS 
· (AISLADAS OE AGUA Y DE PACIENTES) 

*FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS 

CEPA ADO ARA CEL RAF RAM SAC SAL TRE XIL DUL 

23 A + + + + + 

2~ A + + + + 

FA "' + + + + + .... 
1 

79 A 

163 p + + + + 

195 p + + + 

212 p + + 

1055 p + + + + 

• Lectura de Resultados a las 3 horas, 



CUADRO VIIA 

REACCIONES BIOQUIMICAS EN CEPAS NO ENTEROTOXIGEIHCAS 
(AISLADAS DE AGUA Y DE PACIENTES) 
*FERMENTACJON DE CARBOlllORATOS 

CEPA ADO ARA CEL RAF RAM SAC SAL TRE XIL DUL 

.23 A + (+) + + + 

29 A + + + + + + 

77 A + + + 1 

"' 79 A (+) 
N 

+ + 

163 p + + + + + 

195 p + + (+) + + + 

212 p + + + (+) + + 

1055 p + + + + + 

• Lectura de Resultados a 1 as 24 y 48 horas, 

(+) ResultadQ pos1t1vo a las 48 horas',' 



CUADRO VIII 

REACCIONES BIOQUIMICAS EN CEPAS NO ENTEROTOXIGEN!CAS 
(AISLADAS DE ALIMENTOS) 

*FERMENTACIOll OE CARBOHIDRATOS 

CEPA ADO ARA CEL RAF RAM SAC SAL TRE XIL OUL 

18 M + 

34 M 

41 M + + + + 
"' w 

61 M 

64 M + + + + + + 

* Lectura de Resultados a las 3 horas. 



CEPA 

18 M 

34 M 

41 M 

61 M 

64 M 

CUADRO VlllA 

REACCIONES BlOQU!HICAS EN CEPAS NO ENTEROTOXIGENICAS 
(AlSLAfJAS OE ALIMENTOS) 

*FERMEHTACION DE CARBOHlORATOS 

AOO ARA CEL RAF RAM SAC SAL 

+ + + 

+ + 

+ + + 

+ + 

+ + + 

• Lectura de Resultados a las 24 y 48 horas. 

TRE Xll OUL 

+ + + 

+ 

+ + + ~ 

+ + 

+ + 



CUADRO IX 

REACCIONES BIOQUIMICAS EN CEPAS NO EHTEROTOXIGENICAS 
(AISLADAS DE AGUA Y DE PACIENTES) 
*DESCARBOX 1LAC1 ON DE AMINOAC IDOS 

CEPA ARG LIS ORN. 

23 A (+) 

29 A + + 

77 A (+) + 
"' "' 79 A (+) + 

163 p (+) + + 
195 p (+) (+) 

212 p (+) + ·+ 

1055 p (+) + + 

··--~--

* Lectura de Resultados hasta las 120 horas, 



CUADRO IXA 

REACCIONES BJOQUIMICAS EN CEPAS 110 ENTEROTOXIGENICl\S 
(AISLADAS DE ALIMENTOS) 

*OESCARBOXILACION OE AMINOACIDOS 

CEPA ARG LIS ORN 

18 M (t) t + 

34 M (t) 

41 M t 

61 H (t) (t) 

64 M (+) 

* lectura de Resultados hasta las 120 horas, 

8l 



CUADRO X 

UTILIZAC!ON OE AMINOAC!DOS POR CEPAS NO ENTEROTOX!GEN!CAS 

AMINOAC IDOS 

ARG, LIS, ORN 

ARG; LIS 

ARG 

ARG 

LIS, ORN 

ORN 

LIS 

ORN 

No, CEPAS (%) 

30.76 

7 ,6 

7 ,6 

3 23.0 

15.3 

7 ,6 

¡ · 7 ,6 

"' .... 



AGENTE ANTJMlCROBIANO 

Amp1cllina 

Kanam!c1na 

Tetracicl !na 

Nitrofuruona 

Es treptomlc t na 

CUADRO XI 

CC*IPARACION DE % DE RESISTENCIA A ¡\GENTES ANTI· 
MICROBIANOS ENTRE CEPAS ENTEROTOXIGENICAS Y NO 
ENTEROTOXIGENICAS, 

PORClENTO DE CEPAS RESISTENTES 

ENTEROTOXIGEN!CAS NO ENTEROTOXlGENICAS 

58.3 (7) 7.6 (1) 

33,3 (4) 30.7 (4) 

16.6 (2) 30.7 (4) 

B,J (1) o 

o 7 .6 (1) 

----

g¡ 



CEPA 

33 p 

46 p 

46 A 

15 H 

83 p 

CERDO 

89 p 

91 p 

191 p 

CUADRO XII 

SUSCEPTIBILIDAD A LOS AHTIHICROBIAHOS CEPAS 
EHTEROTOX 1GEN1 CAS 

Ap Km 

Ap Km 

Ap Km 

Ap Km 

Ap Km 

Hit 

Ap 

Ap 

ABREVIATURAS: Ap • Amplc111na¡ Gm • Gentam1clna¡ Km• Kanam1c!na 
Hit• Hltrofurazona1 Tt: • Tetraclcllna, 

1 

$ 

Te 

Te 



CUADRO Xlll 

SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS CEPAS 
NO ENTEROTOX!GENICAS 

CEPA 

Z9 A Ap l<m Sm Te 

18 M l<m Te 

1055 p l<m Te 

195 p Te 

93 M Km 

..., 
Q 
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CUADRO XIV 

MIGRACION RELATIVA Y PESO MOLECULAR 
DE PLASM!DOS EN CEPAS ENTEROTOX!GENICAS 

Y NO ENTEROTOXIGEIHCAS 

CEPA PLASMIOO MIGRACION RELATIVA PESO MOLECUL9R 
(cm) OALTONS x 10 

33 p A 0.28 
8 O.S7 8.1 
e 0.71 s.2 

46 p A o.so 9.6 
O.S7 8.0 
0.64 6.3 
o. 78 4.0 
1.42 .74 

76 p 

89 p A O.S7 8.0 

0.71 S.2 
e 2.0 .62 

83 p A 0.46 23.0 
O.S3 8.8 

e 1.6 .68 

CERDO A O.S3 8.8 
2.69 

3.46 

46 A A o.so 9.6 
8 o.s7 B.O 
e 0.64 6.3 

79 A A o.s 9.6 
0.57 a.o 
0.71 5.2 

29 A A 0.46 23.0 
0.60 7 .2 

e 0.66 S.8 
0.86 2.4 

JM1456 Cepa sin pUsmfdos 
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CUADRO XV 

MIGRACIDN RELATIVA Y PESO MOLECULAR 
DE PLASMIOOS EN CEPAS ENTEROTOXIGENICAS 

Y NO ENTEROTOXIGENICAS 

CEPA PLASMIOO MIGRACION RELATIVA PESO MOLECU~R 
(cm) DAL TotlS x 1 O 

15 M A 0.56 7 .64 
B 0.68 5.8 
e 0.75 4.7 

K 88 

46 A A 0.61 7 .o 
B 0.69 5.5 c o. 76 4.4 
o 1.3 .8 

POLI P A 0.53 9.4 

33 p A o.69 7.0 
B 0.73 4.7 

46 p A 0.69 7 .o 
B 0.66 5.B c o.a 3.7 

191 p A 0.66 5.8 

91 p A o.se 7 .5 
B 0.70 5.2 

*65 M A 0.78 4.1 
B 1.92 .63 c 4.14 

** JM1456 
* Cepa no enterotoxfgénfca 



CEPA 

1055 p 

93 M 

76 M 

82 A 

18 H 

79 A 

23 A 

10 H 

*JM1456 
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CUADRO XVI 

MIGRACION RELATIVA V PESO MOLECULAR 
DE PLASMIDOS EN CEPAS NO ENTEROTOXIGENICAS 

PLASMIDOS MIGRACION RELATIVA 
(cm) 

A 0.4 
B 1.ñ 
c 3.0 

A 0.4 
B 0.6 

A 0.2 
B 4.0 

A 0.4 
B 0.53 
c 0.6 
o 4.2 

A 0.4 
B 4.3 

* Cepa receptora 

PESO MOLECULAR 
OAL TONS x 107 

.67 

7 .2 

8.4 
7 .2 



CUADRO XV!l 

SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIMJCROB!ANOS 
EN CEPAS TAANSCONJUGANTES* 

CEPA 

33 P Conj, Ap 

46 P Conj. Ap 

46 A Conj, Ap 

15 M Conj, Ap 

CERDO Conj 

191 P Conj, 

1980 /\ Conj, 

Po11 P Conj. 

* Cepa Receptora JM1456 
Cepas donadoras Enterotoxlgl!nicas 

Nal 

Nal 

Nal 

Nal 

Te Nal 

Te Nal 

Nal 

Nal 



CUADRO XVIII 

REACCIONES BIOQUIMICAS EN CEPAS TRANSCONJUGANTES 
FERMENTACION DE CARBOHIORATOS 

CEPA ADO ARA CEL DUL RAF RAM 

Poli P + + 

33 p + + 

191 p + 

46 p + + 

46 A + + 

1980 A + + 

15 M + + 

CERDO + + 

*JM1456 + + 

*JM1456 Cepa Receptora 
(+) Pos1t1vo a las 48 horas, 

SAC SAL 

(+) 

(+) 

(+) 

(+) 

(+) 

(+) 

(+) 

(+) 

(+) 

XIL 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

.... 
U1 

' 
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CUADRO XIX 

HIGRACION RELATIVA Y PESO MOLECULAR 
DE PLASHIOOS EN CEPAS TRANSCONJUGANTES 

CEPA PLASMIOOS HIGRACION RELATIVA PESO MOLECUL~R 
(cm) DALTONS x 10 

46 p A 0.55 8.82 

0.66 7.0 

1.1 0.97 

191 p A 0.5 9.64 

1.05 ;47 

33 p A 0.5S 8.82 

CERDO A 0.5 9.64 

46 A A O.SS 8.82 

0.66 7.0 

15 H A 0.5S 8.82 

Poli P 

1980 A 

33 p A 0.29 

0.52 9.1 

0.70 5.2 

o 0.82 3.5 

*JH1456 

* Cepa Receptora 



CUADRO XX 

BIOTIPOS OBTENIDOS EN LAS CEPAS ENTEROTOXIGENCIAS, DE 
ACUERDO A SU CAPACIDAD PARA FERMENTAR CARBOHIDRATOS* 

Y PARA DESCARBOXILAR AMINOACIDOS** 

FERHENTACION DE: 

BIOTIPD 

ADO ARA CEL DUL RAF RAM SAC SAL TRE XIL 

n•3 + + + (+) (1) 

n•2 + + + (D) + 

n•2 + + (D) + + 

n•3 + + + (P) + + 

n•2 + + + (D) + + 

• 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 

¡D¡ Reacción variable 
+ Positivo retardado. 

------
DESCARBOXILACJON DE: 

ARG LIS ORN 

(P) 
..... ..... 

(+) + 

+ + 

+ + 



CUADRO XXA 

BIOTIPOS OBTENIDOS EN LAS CEPAS ENTEROTOXIGENICAS, DE 
ACUERDO A SU CAPACIDAD PARA FERMEllTAR CARBOHIDRATOS* 

Y PARA DESCARBOXILAR AMINOACIDOS*• 

FERMENTACION DE: 

BIOTIPO 

ADO ARA CEL DUL RAF RAM 

n•2 (+) 

n•4 + + 

n•2 + 

n•J + + + 

n•l + + 

• Lectura de Resultado~ a partir de las 24 horas. 
•• Lectura de Resultados hasta las 120 horas. 

X Tard!a o negativa. 
(D) Reaccl6n var1able. 

SAC SAL 

(+) 

+ "(D) 

+ 

+ 

+ 

TRE XIL 

+ -.11 

+ 

+ 

+ 

DESCARBDX 1LAC1 ON OE : 

ARG LIS ORN 

*(D) 
C! 

•(D) 

•(D) 

(+) 



CUADRO XXI 

B!OTIPOS OBTENIDOS EN LAS CEPAS NO ENTEROTOXIGENlCAS, DE 
ACUERDO A SU CAPACIDAD PARA FERMENTAR CARBOHIDRATOS* Y 

PARA DESCARBOX!LAR AMINOAC!DOSu 

FERMENTACION DE: 

B!OT!PO 

ADO ARA CEL OUL RAF RAM SAC SAL TRE Xll 

n•2 (O) + + + (+) 

n•2 + + + + + + 

n•2 + + 

n•2 + + + + + 
N•I + + + + (+) 

6 n•l + + + + 
7 n•l + + (+) + 
6 n•l + 
9 n•l + + + + 

* lectura de Resultados desde las 3 horas. 
•• Lectura de Resultados hasta las 120 horas. 

lºl Reaccl6n variable 
P Positivo retardado o negativo 

( +) Pos lt 1 vo retardado 

DESCARBOXILACION DE: 

ARG LIS ORN 

(+) + 
(+) (+) (D) 

+ (D) 

(D) (P) 

(+) 

+ 
{+) 

(+) (+) 

(+) 

.... 
"' 



CUADRO XXII\ 

BIOTIPOS OBTENIDOS EN LAS CEPAS NO ENTEROTOXIGEHICAS, DE 
ACUERDO A SU CAPACIOAO PARA FERMENTAR CARBOHIORATOS* Y 

PARA DESCARBOX!lAR AMINOACIODS*~ 

FERMENTACION DE: 

BIOTIPO 

ADO ARA CEL DUL RAF RAM SAC SAL TRE XIL 

n•J + + + + (+) t t 

n•2 (D)* t t + t + 

n•2 + (D)* + + 

4 n•2 + + (O)* (+) + t 

n•l + t + t + 

6 n•l + (+) + 

n•l t + + 

B n•l t + + + 

• Lectura de Rsultados a partir de las 24 horas. 
•• Lectura de Resultados hasta las 120 horas. 
X Negativo algunas cepas positivo 

!DI Reacci6n variable 
t Positivo retardado 

DESCA'i\BOXILACIOH DE: 

ARG LIS ORN 

(+) (+)• (D)* "' o 

(+) (+)• + 

(+)• (X)* 

(+) (+) (O)* 

+ 

(+) + 

'(+) (+) 

(+) 



CUADRO XXII 

GERHENES ENTEROPATO<lENDS ENCONTRADOS EN NIAOS MENORES DE 
OOS AROS, ESTUDIADOS EN LA CIUDAD DE MEXICO, EN DIFEREN. 

TES MOS. 

(frecuenc1a Expresada en %) 

FECHA DEL ESTUDIO CONOICJON CLINICA 
(No. de casos) 

1974 Con 01 arrea ( 50) 

(Julio-Octubre) Stn 01arrea (50) 

1975 Con Diarrea (62) 

(Abril-Septiembre) Sin Diarrea (O) 

1976-1977 Con Diarrea (340) 
(Todo el ano) Sin Diarrea (98) 

a • Serotlpos enteropat69enos de E. co11 
b • Shigella, Salmonella, E. h1st0lytrcií, G, lamblia 
c • No se estudt~ 

MICROORGANISMOS ENCONTRADOS 

Rotav1rus E, co11 toxigi!ntca EPECª 

• c 16 18 

o 
26 47 24 

17 

AGEffTESb 
CLASICO 

28 

18 

29 
o 

Tomada de: Olarte, J,: Avances en el Conocimiento de la Etlopatogenta de las Diarreas: Analectas de Hedfcfna 
Mex 1cana 2; Academia Nacional de Medicina, México, 1981. pp, 7-34. 

1 

e 



CUADRO XX Ill 

CEPAS ENTEROTOXIGENICAS IDENTlflCAOAS 
NUMERO Y ORIGEN 

ORIGEN NUMERO DE CEPAS CEPAS % 
ESTUDIADAS EffTEROTOX IGENICAS 

Paciente 157 4.5 

Ague 70 2 2.8 
CD 
N 

Alimentos 35 2.8 

Total 262 10 4.0 



CUADRO XXIV 

FRECUENCIA DE FERMEHTACION (%) DE CARBOHIDRATOS* 
POR CEPAS EHTEROTOXIGEHICAS Y NO ENTEROTOXIGEHICAS 

HUMERO DE CEPAS POSITIVAS (%) 

CARBOHIDRATO 

EHTEROTOX 1GEN1 CAS NO EHTEROTOXIGEHICAS 

Adonltol (8.33) o (~) 

Arablnosa 12 (IOO) 11 (84.6) 

Celoblosa 12 (100) 9 (69.2) 

Dulcltol 12 (100) 9 (69.2) 

Raflnosa 12 (100) 10 (79.6) 

Ramnosa 5 (41.6) (23.0) 

Sacarosa 6 (50.0) (30. 7) 

Salicina 1 (8.33) (7 .6) 

Trealosa 12 (100) 12 (92.3) 

X llosa 12 (100) 9 (69.2) 

* Lectura de Resultados a las 3 horas. 

00 
w 



CUADRO XXIVA 

FRECUENCIA DE FERHENTAC!ON (%) DE CARBOH!DRATOS* 
POR CEPAS ENTEROTOXIGEHICAS Y NO ENTEROTOXIGENICAS 

NUMERO DE CEPAS POSITIVAS (%) 

CARBOHIDRATO 

ENTEROTOX IGENICAS NO ENTEROTOXIGENICAS 

Adon1to1 (25) (7 .6) 

Arab1nosa (58.3) 10 (76.9) 

Celoblosa o (O) o (O) 

Dulc1to1 (58.3) a (61.5) 

Raf1nosa 9 (75.0) (53.8) 

Ramnosa 8 (66.6) 13 (100) 

Sacarosa 9 (75.0) (46.l) 

Sa 11c1na (50.0) (53,8) 

Trealosa 12 (100) 12 (92.3) 

X11osa 8 (66.6) 13 (100) 

• lectura de Resultados a las 24 y 48 hrs. 

"' ... 
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CUADRO XXV 

RESUMEN DE REACCIONES B!DQU!HICAS 
(FERMENTAC!ON DE CARBOHIDRATOS Y DESCARBOXILACION DE AH!NOAC!DOS) 

OE ESCHER!CH!A COL! 

NUMERO DE CEPAS ESTUD !ADAS 

1021 210 

SUBSTRATO RESULTADO %• (%•)• RESULTADO %+ (%•)* 

Adonitol 4.7 (0.4) d 10 (1.9) 

Arabfnosa 100 • 99 (0.5) 

Celobfosa 3.3 (3.3) 1.9 (9.1) 

Dulcitol 38.1 (17 .9) 59.5 (12.4) 

Rafinosa 53 .9 (O.S) 42.4 (2.4) 

Ramnosa 74 + o (+) 88 (5.3) 

Sacarosa 51.3 (5.3) d 37 .1 (7.2) 

Salicina 37 .1 (13 .2) 53.8 (17. 7) 

Trealosa + 98.4 + 99 (1) 

Xtlosa 69.7 (11.5) + 95.1 (2) 

Lisina 87 .9 (1.2) 90.5 

Arginina 17 .2 (44.8) 18.6 (5.2) 

Ornitina 63.4 (7 .1) d 66.2 (1) 

Tomado de EDWARS P.R. and ElllNG 11.H. IDENTIFICATION OF ENTEROBACTERIACEAE 
BURGESS PUBL!SHING CCJIPANY, 

+ 90% o m.!s positivas entre 1 6 2 d!as de fncubaci6n 
(+) Reacci6n positiva despu~s de 3 d!as o m&s 
- Sin reacci6n (90% o m!s) 

+ 6 - Mayorfa de las cepas posit_ivas algunos cultivos negativos 
- 6 + Mayorfa de las cepas negativas algunos cultivos positivos 

d Diferentes reacciones +, (+), - · 



CUADRO XXVI 

RELACJON ENTRE CONSUMO DE ANTIBIOTICOS Y CEPAS RESISTENTES 

AMTIBIOTICO CONSUMO EN MEXICO .CEPAS RESISTENTES 
1977 (TONS) (%)* 

Te 134 86.5• 

Su 111 70.B 

Ap 101 63.7 

Cb 0.3 55.0 

Sm 133* 54 .1 

Ce 15 36.1 

rrn 133* 35.6 

Cm 85 45.2 

Nx 20 9.6 

R1f 4.0 

Gil 0,55 2.2 

* Basada en el número total de cepas estudiadas: 295 f. colf, 198 Proteus mi rabi lis 

** Conslll\o total de Sm, Jl.m y Neom1clna 
63 Proteus 1ndo1 posltiVo y 39 Salmonella ~· 

Fuente: MOLECULAR BIOLOGY, PATHOGENJCITY, ANO ECOLOGY OF BACTERIAL PlASHlOS 
ANTIBIOTIC RESISTANCE OF GRAM NEGATJVE BACTERIA EN MEXICO: 
RELAT!ONSHIP TO ORUG COHSUMPTION 
YANKEL M. KOPERSZTOCH·PORTNOY 
EDlT. STUART B. LEVY, ROYSTON C. CLOWES 1981 

1 

"' "' 



- 87 -

CUADRO XXVII 

HIGRACIDN RELATIVA Y PESO MOLECULAR 
DE PLASMIDOS EN CEPAS TRANSCONJUGANTES 

Y DONADORAS. 

CEPA PLASMIDOS MIGRACION RELATIVA PESO MOLECULAR 
(cm) DALTONS x 1 o7 

46 P Conj. A 0.55 8.82 
B 0.66 7 .o 

46 P Don. A 0.44 29.0 
B 0.55 B.82 
e 0.66 7 .o 
D 0.17 4.4 
E 1.33 o. 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 a.o 
0.69 5.76 

CERDO Conj, r. 0.5 9.6 

CERDO Don. A 0.56 B.O 
B 2.75 
e 3.43 

46 A Conj. A 0.55 8,82 
0.66 7.0 

46 A Don. A 0.53 B.8 
B 0.61 7 .o 
e 0.69 5.76 



- 88 -

CUADRO XXVI 1 COllT. 

MIGRAC!ON RELATIVA Y PESO MOLECULAR 
DE PLASM!DOS EN CEPAS TRAllSCONJUGANTES 

Y DONADORAS 

CEPA PLASMIDOS MIGRACION RELATIVA PESO MOLECUL~R 
(cm) DAL TONS x .JQ 

15 M Conj. A 0.5 9.6 

15 M Don. A 0.58 7 .5 

B 0.64 6.3 

e 0.76. 4."3 

Pol 1 P Don. A 0.56 B.O 

Poli P Conj. 

*JMl 456 

33 p A 0.29 

B 0.53 B.8 

e 0.70 5.2 

D 0.82 3.5 



TIPO 

EllTEROTOXIGEN!CO 

EflTEROINVAS!VO 

ENTEROPATOGENO 

CUADRO XXV lll 

SEROGRUPOS DE Eschert<:!1.1-a. coli ASOCIADOS CON CUADROS DIARREICOS 

SEROGRUPO O 

6,6,16,25,27,78, 
148,159 

2Bac, ll 2ac, 115 
124, 136.143, 144, 
147. 152 

26, 55, 66, 111, 114, 
119, 125, 126, 127. 
128,142 

SUJETOS QUE 
AFECTA 

lltMs y Adultos 

Adultos y Nlílos 

NIHos (rara en 
Adultos) 

MECANISMOS DE 
PATOGEN!C!DAD 

Enterotox !nas 
(TL, TE) 

Penetración de 
células epite-
lla les 

Oesconoc Ido 

MANUAL OF CL!NICAL 
MICROBIOLOGY 
THIRO EDITION 1980 

O> 

"' 



CUADRO XXIX 

BIOTIPOS CEPAS EHTEROTOXIGENICAS 
HICHAEL H. HERSON, et al. 
INFECTION ANO lf1MUNITY, Feb. 1979, p. 325-329 

FERMENTACION DE: 
CEPA 

ADO DUL LAC MAL 

l" + + + 

2" X 

3" + 

4" + 

5" + + 

6" + + 

7• + + 

D Diferentes reacciones con diferentes cepas 

X Tardla o negativa 

RAM SAC 

+ 

+ + 

+ + 

+ 

SORBI SORBO 

D 

+ 

Xll 

+ 

+· 

+ 

+ 

+ 

+ 

DESCARBOXILACION DE: 

ORNITINA 

D 

D 

"' o 



CUADRO XXX 

BIOTIPOS CEPAS ENTEROTOXIGENICAS 
H, R, SM!Tll, et al, 
FEMS Microblology letters 6 (1979) 255-260 

DESCARBOXILACION DE: UTILIZACION FERHENTAC!ON DE: 

CEPA· 

LISINA ORNITINA HUCATE ADO OUL RAF SAL SOR SAC XIL 

1111 + + (+) 

2111 + + + + (+) + + ::2 
3111 + + + + + (+) (+) 

4°111 + + + + (+) + + 

5111 + + + (+) + (+) + 

~111 + + + + + 

711 1 + + + (+) + + 

ª"' + + + + (+) + + 

9111 + + (+) + + 

+ Pos 1 t1vo en uno 6 dos dfas 
(+) Reacc16n positiva dilatada - Negativo 



CEPA 

ADO CELO 

I' 

2' 

3' 

'4' 

51 

6' + 

7' o 
8' D 

CUADRO XXXI 

BIOTIPOS CEPAS ENTEROTOXIGENICAS 
H, HENRIQUETA L. REIS, et al. 
INFECTION ANO IMMUNlTY, Abr. 1980, p. 24·27 

FERMENTACION DE: 

OUL RAF RAM 

+ .+ 

+ + + 

+ + 

D D 

+ + + 

+ 

+ + 

+ 

D Diferentes reacciones con diferentes cepas 

(+) Positivo despu~s de 3 dfas 

SAC SAL XIL 

+ + t 
1 

+ "' N 

+ + t 

t + 

+ 

+ 

+ + + 

t (+) t 



PACIENTES 

Pruebas de suscept1bt11dad 
a ant1m1crob1anos 

ESQUEMA 1 

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CEPAS ENTEROTOXIGENICAS 

TOMI\ DE PRODUCTOS 

AGUA 

AISLAMIENTO E IOENT!FlCACION DE CEPAS DE E, col! 
Medios diferenciales Pruebas b1oqiifmTCaS 

IOENTIFICACION DE CEPAS ENTEROTOXIGENICAS 

PRUEBA OE ASA LIGADA EN CONE.JO 

CARACTERIZACION DE CEPAS ENTEROTOXIGENICAS 

ALIMENTOS 

Pruebas de fennentac10n de 
carboh1dratos, 
Oescarboxilac16n de am1no­
.Scidos, 

Material genético 
Extracromos6m1co 
Electroforésls en Gel 

Otras1 (Blot1pif1cac16n) 

CORRELACION DE BIOTIPOS ENTRE LOS OBSERVADOS 
POR DIFERENTES INVESTIGADORES Y LOS OBTEN! • 
DOS POR NOSOTROS , 

Conjugac10n 
Es tudlo BQ 
y de ant1m1cro 
blanos de trañs 
conjugantes -



1.- 33P llf 
2.·46Pllt' 
3• 78 Plt' 
4,,9p¡11 
5• 13P• 
6• CERDO 11 
7.-48 ... lit 
1.-raA }I( 11 
a.-2aA ll( ll. 

1 O,•JMl458 )1( Jlf. liE 

llf cepo• toxlgÍnlco1 * * c1po1 no toal gtnlco1 

ESQUEMA 2 

REPRESENTACION ESQUEMATICA DE ELECTROFORESIS 
EN GELES DE AGAROSA. 

-
--

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

* '11 i4f cipo receptora 1ln plo1mldo1 



le I~ M 

2.· K BB 

3c 46A 

4.· POLI HP 

5c 33 P 

6c46 P 

7."191 p 

e.· 91 

9c6~M>l!JI 

10.· JMl456 lf 

ESQUEMA 3 

REPRESENTACION ESUEMATICA DE ELECTROFORESIS • 
EN GELES AGAROSA 

-

-

-

2 3 4 ~ 6 7 8 9 10 

ll! cepa receptora * ll! cepa no enterotoxloenlca 



l'IO~~p 

2,93 p 

3,75M 

4,•82 A 

~'18M 

5,79 A 

7.·23A 

8.-10 M 

9,J M 14~6 * 

.__ 

-

-

ESQUEMA 4 

REPRESENTACION ESQUEMATICA DE ELECTROFORESIS 

EN GELES DE AGAROSA 

-
~ - -= 

- -~ 



1'46 P Con). 

2.-191P Con). 

3.-33 P Con). 

4,cERDO Con). 

e.-48 A ConJ. 
e.·re M conJ 
7.- POLI H Conj, 
e.-J9BOA Con) 

ª' 33 p 
IO.-JMl4e8 lll 

* cepa recoptora 

ESQUEMA !5 

REPRESENTACION ESOUEMATICA ELECTROFORESIS 
EN GELES OE AGAROSA 

...... 
-= 

1 2 3 4 e e 1 e g 10 

<O ...., 



1:45 PCOnJ 
2:46 p 
3:191 P Con) 
4:191 p 
5:33 P COnJ 

6:33 p 

1~ct:ROOconr 

O: CERDO 
9.·46 A Con) 

JO: 46A 
J l.· 15MCon) 
12: 15M 
13: POLIA 

14.· POLI P Con) 

15,JM 1456« 
16:33 p 
17.·JM 1456 

'-

-= 
- ..... 

ESQUEMA 6 

REPRESENTACION ESOUEMATICA DE ELECTROFORESIS 

EN GELES DE AGAROSA. 

-L- - ~ = - -

1 2 3 4 5 G 1 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 

* e• p o receptora 

"' CX> 



f1g 1 •• Prueba de asa ligada en 1ntenst1no de conejo; 

para demostrar la capacidad enterotox1gén1ca 

de Cepas de Escher1ch1a col 1. 



1x1cf. 

1x1<f'-----.~---.---.---
0.11 LO l.!:l 2.0 2.11 

mlc;¡rociÓn relativo (cm l 1 

FIGURA 2! Mlc¡oción relalivo de ADN 
circular en oeleade agoroso alO.B'l'o 
de p1dsmid0$ de peso molecular conocido(B9). 
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