
cg ~ 

~ 
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA 

DE MEXICO 

FACULTAD DE CIENCIAS 

VALIDACION DEL MICROMETODO INNsz· PARA 

IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE Escherlchla coll 

ENTEROPATOGENA (EPEC). 

T E s s 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DEI 

B o L o G o 
PRES EN T Al 

MIRIAM GUADALUPE GONZALEZ VARELA 

• INSTITUTO NACIONAL DE LA NUTRICION 
SALVADOR ZUBIRAN 

1992 ., 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



lllDICS 

P.Sg. 

RESUMEN i 

ABREVIATURAS •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••. ~. • • • iii 

I. LA FAMILIA ENTl!!ROBACTERIACl!!AI!: 1 GENERALIDADES ••••••••••• • • • • 1 

II. BSCHBRICHIA COLI. 

A) CLASIFICACION •••• • • •• • •• • • •••••• • • •• • • •• • • •• • • •• • • •• • • • 3 

B) CARACT.l!!RISTICAS PISICAS. • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 4 

l. ESTRUCTURA ANTIGEHICA DE LA SUPERFICIE BACTERIANA. 

2. FACTORES DI!! VIRULENCIA. 

C) CARACTERISTICAS DIOQUIMICAS ••••••••••••••••• · ••••••••••• 11 

D) MECANISMOS DE PATOGENICIDAD ••••••• ••• ••• ••••••. • ••••••• 13 

III. ESCHBRICHIA COLI .l!!NTl!!ROPATOGBllA (EPEC). 

A) GENERALIDADES ••• • ••••• •• ••• • •• • ••• ••.•• ••• • •• • ••• • •. • • .15 

B) METODOS DB IDENTIPICACION •• •• •• • •••••••• •• • • •• • •••••••• 18 

l. SEROLOGICOS. 

2. PRUEBAS BIOQUIMICAS. 

a) Ml!!TODO CONVENCIONAL. 

b) MICROMETODOS. 

IV. HICROMl!TODO INNSZ •••••••• • • •• • •• • •• • • •••••• • • • • ••• • ••• • • • • 2 4 

V. OBJETIVOS •••••••••• • ••••••••••••• • •• • ••• • ••• • ••• • •• • ••• • •• 25 

VI. MATERIAL Y Hl!TODO ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 26 

VII. RESULTADOS •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 33 

VIII.DISCUSION Y CONCLUSIONES •••••••••••••••••••••••••••••••••• SO 

IX. APENDICE ••••••••••••••••• • ••••••••••• • •••••• • •• • ••• • ••••• • 58 

X. DIDLIOGJIAFIA •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 71 



••• u 11 •• 

En la actualidad en algunoa laboratorio& cl1nicos mexicanos 
utilizan equipos miniaturizadoa para la· identificación de al9unoa 
microorgani•mo• pat69eno• diarr•icoa. EPEC ea un enteropat69eno 
aaociado con las primera• enfermedad•• diarr6icaa y cont.intla •1endo 
un importante agente cauaal de la gaatroenter1ti• infantil 
principalmente en ·lo paiaea en deaarr~llo. Sua mecan1amoa de 
pato9enicidad eatan relacionado• a la adherencia a la mucoaa d91 
intestino, importante en la inducción de la enfermedad. !!atoa 
microorganismos son clAsicamente identificado1 por prueba• 
eerol69ica11 por aua ant1genoa de auperficies aqa!ticoa (O), 
flagelares (B) y capsulare. (lt) 1 ain embargo, au patrón bioqu1Jllico 
parece •er que no ha aido evaluado en la claaificación de eate 
grupo, lo que fu6 motivo de ea~e eatudio, el utilizar un grupo de 
bioqu1micaa en un en•ayo ainiaturiaado de un amplio ••pectro de 
información que determine la• caracteri•tica• propi- de e•ta 
bacteria. Con la validación del Micromltodo •• pretendes 
Biotipificar a EPEC en baae a la utiliaación de loa diferent•• 
carbohidrato• y el determinar la aplicaci6n y reproducibilidad del 
mismo. 

El Micrométodo eata formado por un total de 28 auatratoa de los 
cuales S fueron incluido• en eata modificación*& Adonitol, 
Arabinoaa, Glucosa, Inoaitol, Manitol, llafinoaa, Ramnoaa, Sacaroaa, 
Sorbitol, Arginina, Liaina, Ornitina, Penilalanina, Xndol, 
Eaculina, H1S, Urea, ONPG, Vogea Poakauer, Citrato, Malonato, 
Nitrato, Celobio1a•, Dulcitol•, Lacto•a•, Salicina•, Sorboaa• y 
Xiloaa*J todo• se prepararon con la optimización a la t6cnica 
reportada por Giraud en 1987, en microplacaa de 96 poso•; 
poateriormente loa auatratoa ae liofilizaron y •• almacenaron en 
condicione• de deaecación a -4ºC. 
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Se eatudi6 con un total de 14 O cepa• de B. coli obtenidas en el 
Depto. de Xnfectolog!a, perteneciente• a una cohorte de niñoa 
menore• de 2 ai\o• de edad. Cada cepa fu6 cultivada en aqar Soya­
Tripticaaa y ae .incubó a 37ºC / 24h. se preparó una auapenai6n 
bacteriana en aolu~~ón aalina ••taril para obtener una turbidez 
equivalente a 2xl01 UPC/ml {Ajuatando al· eatandard de He Pa~land). 

Loa auatratoa ae rehidrataron con la auapenaión bacteriana 
adicionando 100 141 en cada po•o y con repetici6n por auatrato­
placa. Se incubaron a 37-C durante 24h. y po•teriormente •• r•ali•d 
dos vece• de manera independiente la lectura de l•• microplacaa. 
Loa datos obtenido• fueron re9i•trado• en la caap1tadora empleando, 
la prueba de x• y el pr09rama de Cluater de SPSB pare el aniliaia 
de loa dato• 1 loa bioqrupoa fueron fina1-nte definido• de acuerdo 
a la utilizaci6n de 15 •u•tratoa 1 12 carbohidrato• y 3, amino&cido•. 

La identificaci6n por el micr.-todo INNSI modificado y al 
macrom6todo fu4 casi id6ntica, con un alto indice de correlación 
( r• o. 9 6 ) al aer comparado•. La reproducil>ilidad del micr"'"6todo , 
fu6 alta en loa diferent•• enaayoa realisadoa1 en la preparación de 
los auatratoa y en la interpretación de la• reaccione• bioquimica1. 

En el aná.liai• de 9rupoa, ·laa capaa de BPEC, me y No BPBC, 
no ETEC conformitron 4,2 y 3 biogrupoa reapectivamente, algunos 
adem6s presentaron aub-biogrupoa. Bn loa que predominó el patr6n de 
adherencia difusa en c6lulH Bl!p-21 ain embargo, en loa bio9rupoa 
IV da EPEC y II del grupo no BPBC, no llTBC la adherencia localizada 
ae preaent6 con una mayor frecuencia. 

El micromátodo modificado encontró diferente• patronea 
bioquimico• para 11:.coli, loa cual•• permit:ieron la biotipificaci6n 
mediante el an6liaia de Cluater y la aaociaci6n con la adherencia1 
adeúe, se identificaron cuatro auatratoa1 rafinoaa, •acaroaa, 
~orbitol y ornitina, que favorecieron la diferenciación entra loa 
9rupoa de BPBC y BTBC. 
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ABT1 aaOl da bromotimol 
Ac 1 Anticuerpo 
AD1 Adherencia Difu•a 
ADBs Arginina de•hiclrolasa 
ADON1 Adanitol 
Ag1 AnUgena 
Ag B: ant1gena flagelar 
Ag Ita ant19eno capaular 
Aq 01 antigeno •om&tico 
ARA• Arabina•a 
Biogs Biagrupoa 
Sub-biag1 Sub-biagrupo• 
CPA1 Pactore• anti;•nicoa de colonización 
CBL• celobiaaa 
CXT1 Citrato 
DOL1 Dulcitol 
e· t electronea 
BBEC1 Bacherichia coli •nterohemorr6qica 
BIBCa 8.coli enteroinvaaiva 
BLISAa Enaayo de iruaunoadherancia 
EPBC1 ~.colienteropat6gana 

BSC1 Eaculina 
ETEC1 6.coli enterotoxig6nica 
PEH• Fenilalanina deaam.inaaa 
GLU 1 Glucoaa 

HeLaa Linea celular derivada de carcinoma 
de cerv1x 

Dp-21 Linea celular derivada de carcinoma 
epider111aide de laringe 

iii 



:rm>a Indol 
IHOSI Inodtol 
LACz L&ctoaa 
LDC1 Lidna deacarboxilua 
LT1 Toxina termo-Ubil 
Hacroa macram6todo 6 Bioqu.(aica convencional 

llAL1 Halonato 
MllN1 Hanit:ol 
Hicroa microm6t:odo 
HIT 1 Nit:rato 
RA!'1 Rafinosa 

ltAMN 1 Raano•• 
SAC 1 sacaro•• 
SALI 1 Salicina 
SOR 1 Sorbi tol 
SORB1 Sorboaa 
&Ta toxina termo-eatable 
VP1 Vog••-Proakauer 
x•1 Pruaba de Chi cuadrada 
XIL1 D-XilOH 
OFC1 unidadea foz:madoraa de colonia 
(+)• prueba poaitiva 
(-)• prueba negativa 
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Escher1chia coli pertenece a la Pam.i:lia Enterobacteriaceae, la 
cual comprende un grupo heterogeneo de bacterias, que presenta las 
siguientes caracter!atica•1 en BU mayoría •on bacilos Gram 
negativos que miden aproximadamente 1.0 a 2.0 x O.Sµm; hay 
especies móviles y· no m6vile•J. crecen en medio• con Pt!lptona o 
extracto de carne sin la adición de cloruro da aodio u otroa 
suplementos; son organiamoa aerobios o anaerobios facultativo• que 
fermentan la glucosa con producci6n de leido o &cido y ;aa; 
presentan la prueba de catalaaa positiva y oxidas& negativa y 
reducen loa nitratos a nitrito• (14i,17,29). 

Los miembroa de eata ~amilia presentan una amplia 
distribución, puea se le• encuentra en las plantas, el suelo, el 
ac;ua, y como colonizadorea del tracto inteatinal deL hombre y 
animales ( 14, 17. 31) • Alguno• aon de importancia m6dica como• 
Salmonella •P·, Shigell• •p., rer•inia •P• y alfJUnos tipos de 
Escherichia coli que son coneideradoe patógeno• entérico• (16 1 17)1 

entre los no pat69enoa, generalmente •• menciona a Citrob•ter sp, 
Klebsie!la sp., S':iterobacter •P·, Serratia ap., Providencia sp. y 
Proteus sp., los cuales ocaaionalmente pueden eatar aaociado1 con 
casos o brotes de enfermedad y naturalmente pueden deaampeaar un 
papel patógeno ma• activo cuando ae localizan fuera del tracto 
gastrointeatinal. Estas bacteria• eatan aaociadaa con muchos tipoa 
de infeccione• en el hombre, incluyendo abceaoa, pnewnon1a, 
meningitis, aepticemia e infeccione• gaatrointeatinalea y del 
aiatema genitourinario. 

La claaificaci6n de las Enterobacterias eat·' baaada 
inicialmente en la determinación de la preaencia o auáencia de 
diferente• enzima.a codificadas por el material gen6tico del 



cromosoma bacteriano. Estas enzima• involucradas en el metabolismo, 
pueden aer evidenciadas en medio• especialee usando t6c~icas de 
cultivo in vitro, en los que al sustrato sobre el cual actO.ari las 
en&imas se le incorpora un sistema indicador para·mani~iestar la 
degradación del sus'='rato o la presencia de !Jn metabolito espec1.fico 
(16,28,31,37,48). 

En la actualidad han ocurrido cambios en la nomenclatura y 
clasificación de la familia, buado• en estudios genéticos por 
hibridación de DNA y cara.cteri•ticaa fenotipicae, incluyendo 
caracteriaticas bioquimicas y de au•ceptibiU.dad antimicrobiana. Se 
conocen 20 géneros y m.As de 100 especies conformando ·la familia 
(16,17,28,48). 

La familia Enterobacteriaceae eatA conformada por dos grupos 
de bacilos 1 no coliformes y coliformes. Batoa O.ltimoa fueron 
descritos por Bacherich en 1885 como B•cterium col! ccumune y Bac. 
lactis aerogenes. Estudio• poateriorea moatraron que mediante ví.aa 
fermentativas se podían obaervar otroa patronea de metabolismo. 
Así, las Bacterias coli communJor fermentaban la aacaroaa y laa 
Bacterias coli communis (o coJ1DUne} no lo hacianJ por otro lado 
otro tipo de Bacterias coli anaerogenes fermentaban varios 
carbohidratoe Y producían qae. Dentro de este qrupo, se 
clasificaban los microorgani•mo• de acuerdo a la reacción que 
presentaban ante cuatro prueba• bioqu1micaa1 rormac16n de Indol, 
Reacción en caldo Rojo de Metilo y Voge• Proakauer / y habilidad da 
utilizar el Citrato como dnica fuente de carb6n1 pruebas cuyo orden 
y denominación •• "'XHVic•. Bataa reaccione• dan 16 posibles 
combinaciones f donde el cl••ico bacilo del colon~ gsch•richia 
(BacteriWll) coli, pra•enta un patr6n1 t(+), M (+), V (-), ~e (-)¡ 
a dichas pruebas (6 1 40). 
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11. S8CllDICllU COLI 

&) CL&lllP1e&e10• (Deacuerdo .. berv•r. 1957 (28) • 

Rei~o 1 Procaryotae 
Divisi6n1 Bacteriae 
Fam:llia 1 Enterobacteriaceae 
Tribu 1 Bacherichiaceae 
G6nero 1 B•cher1chi• 
Bapecie 1 B. coli. 

La Tribu Escherichiaceae incluye tembidn al 96nero Sh.igella1 

debido a que bioqutm.icamente aon muy parecido•. Para difer•nciarloa 
ee pueden utilizar medio• de cultivo diferencial•• tialea como1 Mac 
Conkey y Azul de Hetileno Eoaina entre otroa. &in embargo, hay 
cepas de B. coli fermentadora• lenta• de la lactoaa y no m6vil•• qu'­
pueden confundirse con Sh.fgella. 

Shigella. ea un 96nero con cuatro eapeciea bien definida• (Sh. 

dysenteriae, Sh. flexneri, Sh. sonnei y Sh •. boydii) y un ndmero 
importante da aerotipoa, este g•nero fué denominado por IC. Shi9a 
quien lo descubrió en 1898. Xncluye organiamoa que causan la 
disenteria bacilar caracterizada por cólicos, dolor abdominal y 

diarrea con moco y •an9re (J2,40)J tienen la capacidad de inv~dir 
células de la mucosa 96atrica, cauaando au muerte y deatrucci6n en 
el intestino. La especie Sh. dyaenter1•e, es la responsable de loa 
cuadros clinicoe diarr6icoa con alto rieago de qravedad. 

El 96nero B•cher1chia tiene una •ola especie z.coli, 
ori9inalment.e denominado Bacillu• coll c01111une por E•cherich en el 
afio de 1885 (6). 

B. col1 •• una bacteria gram neqat.iva aerobia o anaerobia 
facultativa, habitualmente inocuo habitante del tracto 
9a•t.roi~t.••tinal del hombre, colonizado poco deapuea de su 



nacimiento y peraiatiendo an 61 durante toda la vida, como parte de 
la flora normal. Ea al procariota Htudiado con m4s intensidad y, 
probablemente, la Mjor comprendida de cualquier clase de células. 
Ea importante como indicador de contaminación fecal en aquas 
raaidualea porque "!~ abundante en beca• y reaiatente a condiciones 
ambiental•• extrema•, adam&a de que puede ser detectada facilmante 
con m6todoa rutinario•. 

•) CAUCTSRH'l'ICU PXHCU. 

Las células de B. coli tienen forma de bacilo, midiendo 
alrededor de 2µm da longitud y algo menos da lµm de di6metro. Se 
reproducen aaexualmente, dividiendo•• cada 20 a 30 m.!n.a 37•c en 
condicione a 6ptimaa. Poaeen pared celular protectora.,. una membrana 
en el interior de la pared que circunda al citoplasma y un cuerpo 
nuclear que contiene una a6la mol6cula de ADN de doble cadena 
circular. En 8.coli el -terial g:en6tico no eat6. rodeado por 
ninguna membrana, oaracteriatica preaente en toda• laa procariota•. 
Ademb de la porci6n principal da ADH en el nuoleoide, al 
citoplasma de la mayoria de lH bacteriH contiene •evmantoa 
circular•• de DNA muy pequallo• (Plúmidoa), loa oualaa en la 
actualidad •on de gran importancia en eatud!o• bioquiaico•, de 
ingeniería genetica y pat09enicidad ( 33) • 

La Pared celular de •. coli eatA recubierta por una capa o 
c6peula de una •u•tancia vi•co•a, a trav6• de la cual exponen 
eatructuraa piloaaa cortaa ( fiJlbriaa o pili) , iaportant•• cOIOO 
adhaainaa o aitioa da uni6n da la bacteria a aitioa aapecificoa da 
la c'1ula hu6aped1 loa pili Hxualea participan an la conjugaci6n 
en bacteria• que contienen p16amidoa conju9ativo•. Laa variedad•• 
de B. coli y de otraa bacteria• movile•, po•••n uno o vario• 
flagelo• larqoa que funcionan como iapul•or•• de ••ta a trav6• de 
au entorno acuoao. 
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l"ic¡.1. Representación esquem4tica de la interacción entre 1!:.coli y 
el tejido hoapedero. Estructuras bacterianas que aon 
considerada• importantes en la patogenicidad. Pe i hierro J HE i 
membrana externa1 MCi membrana citoplaam4ticaJ LPSa 

lipopoliaacaridos. (De Eiaentein y col,1989) 



1. ESTRUCTURA ANTIGENICA DE LA SUPl!llPICl:E BACTER:tANA. 

8. coli presenta una eatructura anti96nica •imilar al de las 
enterobacteriaa en general. La claaificación de eataa cepas por sus 
perfile• anti96nico' en aerotipoa, ae realiza mediante el uso de 
antiaueroa que reaccionan con lo• Antigenoa(Aga) de dicha bacteria. 

Existen tre• clHH de Anti¡eno•• 11 P'la¡elar (Ag B), 2) 

Capsular (Ac¡ lt) y 3) s-Atico (A¡ O). En ir.col.1, la combinaci6n de 
6atos determina loa diferente• aerotipoa que la eapecie preaenta. 

El Ag B ea termolabil y Ht• formado de prota1nH, •• 
encuentra en el flagelo bacterial y •• aerol69icamente distinto en 
varias cepaa, a6n en aquella• que preaentan una aola eapecie. Se 
considera como dominante sobre el Ag o, por lo que tiene que aer 
desnaturalisado para detectar a e1te dltimo. 

Las reaccione• de A9lutinacl6n viataa con el Ag H aon mis 
r&pidas en revelar que con el A9 o. Una particular propiedad del 
anticuerpo (Ac) eapec1fico anti-B, e• que inmovilizan el fle¡elo 
bacterial al que loa Ac• aon directo•. zata reacción inmunológica 
es probablemente importante eh atenuar la virulencia de laa 
bacterias no movilea, particularmente en tracto qaatrointeatinal y 
urinario. 

El Ac¡ K ea a6lo parcialmente da eatabl• a t6raico, 
generalmente eeta compueato de poliaacarido• y ocaaionalmente puede 

eatar envuelto por proteinaa o finbriaa. Su preaencia puede inhibir 
la reacción del Ag o. En ~.coli loe ant19enoa K aon agrupados en 
tres cateqor1aa 1 L, A y a. 

El A9 o ea abaolutamente termoeatable, eata compuaato por 
lipopoliaacaridoa conatituyendo una parte integral de la pared 
celular. La clAaica reacción para demostrar su presencia, ea la 
aglutinación con el antiauero tipo especifico posterior a una 



desnaturalización de los Ags H y K. Sin embargo, los tipos 

antiqánicos o presentan reacciones cruzadas entre varios qéneros de 
la familia Enterobacteriaceae. As!, muchos serogrupos de E. coli 
muestran una reacción cruzada con miembros de Shigella ( 14). se 
sabe tambi4!n que alqunos Aqs o de E. coli tienen reacción cruzada 

con Vibrio en alqunos grupos sanquineos humanos, y con otros Ags de 
superficie celular en tejidos de mam1feros. 

Estudios realizados muestran que varios, si no es que todos 
loa serogrupos O representan diatintaa clona• de la bacteria. Esta 

relación ha sido bián estudiada en B. coli, donde algunas capas con 
un serogrupo conocido comparten otra• numerosas propiedades 
bioquímicas tambián. Estudios epidemiol69icoa han demostrado 
sorprendentes asociaciones entre ciertos 1erotipos O e infecciones 
clínicas t ésto sugiere que loa aeroqrupoa o pueden servir como un 

marcador para un agrupamiento especifico de propiedades de 
virulencia necesitada• para unos ciertos procesos infeccioaoa. Así., 

algunos serogrupos poseen factores de Adherencia, mientra• que 

otros poseen factores de colonisación y producen toxinas • 

2 • FACTORES DE VIRULENCIA 

Desde el punto de vista cl!nico, en una enfermedad 

infecciosa, la virulencia da loa microorganiamoa puede aer definida 
en términos de la naturaleza y aeveridad do la enfermedad que áatos 
producen. Para loa microbi6loqoa, hay una perapectiva diferente, 

que se enfoca en la habilidad del organismo para crecer y 

mul tiplicarae en un deterainado ambiente J complementando ambo• 
puntos de viata, la Patogenicidad puede aer definida como la 

capacidad de un germen de producir cambios patológicos y, el qrado 
en que eata se preaenta determinar4 la virulencia. As!, la bacteria 
pat6qena ocupa un luqar eapecifico (nicho) en el cuerpo humano y 

por definición, produce enfermedadr de esta manera para definir un 
microorganismo como patógeno es preciso considerar dos clases de 

factoree eapecificos hacia el hospedero1 Una clase que promueve 



inspecciones en el hospedero sin daftarlo aaociada a bacteria• no 
patógenas que ocupan el mismo nicho que las patógenas (Ej. Tracto 
gastrointestinal) , y ea considerada como factor •ecundario o 
auxiliar de los factores de virulencia. Una aequnda clase, 
especif icamente relacionada con la enfermedad, asociada con 
bacterias patógenas y es considerada como factor de virulencia 
primario. Ambos factores son complementarios para producir la 
enfermedad, permitiendo al agente patógeno ideal la oportunidad de 
sobrevivir en condiciones ambientales extremas. 

Se conocen como factores auxiliare• de virulencia i Las 
adheainas en la bacteria, que le permiten adherirae y colonizar la 
superficie mucosa del intestino; el flagelo como organelo de 
locomoci6n1 receptores, como el sistema aideroforo que permite la 
adquisición de nutrientes limitados y por último las c6paulas que 
bloquean la op•onofagocitoaia y por lo tanto el mecanismo 
inmunol69ico del hospedero (13,14). 

En •· coli las adheaina• aon orqanelos indispensables en 
promover la adherencia de la bacteria a la auperficie mucosa, que 
es el primer paso e•encial en la colonización del hu6sped. Eatas se 
han caracterizado de acuerdo a au patrón antiqénico y funcional. 
Como loa Factores Anti96nico• de Colonización que principalmente 
ae han eatudiado (Cf'A) I y Cf'A II que eat6n a•ociadoa con 
gaatroenteritia. Recientes estudios •ugieren que loa CFA.s ae unen 
a una aialoglicoprotaina. En contraste, otras adhesinas z las 
fimbria• tipo 1, P y s fueron inicialllente identificada• en ba•e 
a au habilidad de unirse e•pecific4119nte a receptora• de mannoaa, 
diqalactoaa o aialilga1actoaido reapectivamente. 
Bpidemiolo9icarnente, las fimbria• P eatan frecuentemente aaociada• 
con cepas de E. coli capacea de producir infección en el tracto 
urinario, particularmente pielonefriti• (10.14) y la• fimbria• 9 
•e asocian con cepa• 
meningiti•. 

de B. coli recuperada• de neo na toa con 
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La C6p•ula o A9 IC de ~.coll conatituida de poliaacaridoa y 

oca•ionalmente envuelta con proteina•, act<ia de manera protectora 
y favorece la virulencia bacterial, disminuyendo la habilidad del 
Anticuerpo (Ac) para unirse a la bacteria y de la• c6lulaa blanco 
a la bacteria fagocÍtica. Laa propiedades de protección dependen de 
doa caracteriaticaa de la c6p•ula1 1) Su ccw:npoaici6n poliaacarida 
las hace da hidrofilicaa, lo cual, inhibe fuertemente la 

fagocitosis por la •uperficie hidrof6bica de la c•lula huésped. 
2) En au mayoría aoft relativamente malo• inmun09eno8 y activadoraa 
de compl.,...nto (14). 

Los factores de virulencia tales como 1- toxinas, pueden 
producir enfermedad con apoyo de loa factorea auxiliares de 
virulencia. Laa toxinaa en au forma pura interactO.an con alqunaa 
vías especificas en el hoapttdero, produciendo una respuesta 
determinada por una alteraci6n en la viabilidad o fiaioloc¡ia del 
aiatema blanco celular (13). 

Las Citotoxina• destruyen a la• c•lulaa, mientra• qua otra• 
toxinas daftan a todo el or9animao en auaencia de muerte celular 
individual. Se han deocrito variH mol•culH de citotoxinaa de 
E. coli 1 a-hemoli'ainaa, que aon protelnaa de alto peao molecular que 

pueden ser excretada• y B-hemoli•ina• qu• aon resto• de la• union•• 
celulares. La citotoxicidad de 1- bemoliainaa afecta eritrocitos 
y aQn a loe linfocito•, debido a la producci6n da poros 
tranamembranales. Exiat• una relativa upecificidad al tejido por 
eaaa toxinas 1 las a-bemoliainaa aon efectivas citotoxinaa da 
linfocito•, mientra• que la• B-bemoli•inaa •on capacea de inhibir 
la fac¡ocitodu y quimiotaxia de ne11tr6filoa. 

Una claae diferente de citotoxina•, aon aquella• producida• 
por ~.coll EnteropatóCJena, que aon muy similares a laa producida• 
por Sh1gella dy•en~er1ae (14). 



La• enterotoxinaa producida• por .s. coli !!nterotoxiqénica 
act11an a cortas d.iatancias y estan aaociadaa a un determinado tipo 
celular dado que mueatran una conapicua especificidad tisular. Se 
conocen dos claaea da ellaa 1 

a) La endotoxina termo-eatable (S~) ea una mol6cula pequafta 
que P..rtenece a una familia dlt polipaptido• de bajo peso 110lacular 
(PH• aprox.1,500 a 2,000 llDal (20), rei'Jlada por •l control 9en6tico 
da un 9rupo betero9eneo de pl&•miclo•1 prHenta -yor eapecificidad 
al tejido que la ·toxina tarmoUbil (LTl.. c:au•a diarr•a leva 
particularmente en niftoa, quiza por un mecaniama 1amejante al de 
61ta y no ea conaiderada como anti96nica ni ae han encontrado Ac 

neutralizantea contra ella. 

bl La •xotoxina termo-1,bil (LTI •e una 110l6cula 9rande (PH1 

82,000 KDa.1 cuya estructura ASll Hta dada por una eubunidad A y 
cinco subunidadea B ( 5011 •• encuentra bajo al control 9an6tico da 
un pl6amido transmidbl• y •• ad•orbida •n lo• 9an9lioddo• en al 
borde de capillo da i.. c6lulu •pitalial•• del inta•tino 
del9ado. E• condderada COllO anti96nica qua e•timula a lo• Ac• 

neutralizantea en el auero de paciant .. infectado• con cepaa de 
E.coli que la producian1 ••-una toxina virtualmente i~ntioa a la 
producida. por Vibrio cbol•r••, ru6n por la cual puede ••r 
neutralizada con loa Aca contra 6ata. 

A diferencia de laa citotoxin-, la• enterotoain•• •• 
encuentran por lo general en cepaa pat6genaa y eatAn conformadas 
por lipopoliaacaridoa (LPS) aituadoa en la ...mrana externa. 

Los plAamidoa que portan loa 9enea para la producción de 
enterotoxina en •· coli, pueden portar tambi6n 9enea para la 
sintada da Ac¡a eapecificoa de auperficie (Bj. K88) que •on 
eaencialea para la inaerción a laa c•lulaa del epitelio inteatinal, 
lo que conatituye una caracteriatica importante en la pato9•nesis 
potencia). de tales microor9aniamos. Por otro lado, la producción de 
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enterotoxinaa no esta asocida con algQn serotipo específico ni con 
la capacidad de invasión celular; •in embargo, algunos aerotipos sí 
han sido aaociadoa mi.a frecuentemente con la producción de 
enterotoxinaa que loa dem!a. 

C) CJUIACftlllS~lCU UOQUlMlC&S. 

B.coli •• un organiamo comO.nmente aialado en loa laboratorio• 
de microbiolog.ta, capaz de .crecer y reproducirae en 20 min. dado 
que aua requerimieñtoa nutricionalea aon simple• bajo condicione• 
ideales en un medio mlnimo con 9lucoaa y ••l••, en medio• 
enriquecido• (Ej. Agar san9re y Azul de Hetileno-eosina) y en 
algunos medios diferenciales o ••lectivo•. Ba un anaerobio 
facultativo, que ferJMnta la 9lucoaa, lacto•• y otro• carbohidrato• 
produciendo Acido o Acido y ga•. A.l9'1naa cepaa; aon muy aiailarea en 
su patrón bioquímico a laa Sbigella•, ••t•• no feE99ntan lactoaa 
pero pUeden ser diferenciada• mediante el uso da otra• prueba• 
(tabla Y). Sin embargo, laa colonia• de a.col! parecen aer 
idónticas entre sí, no distinguiendoae las patóg:enas de laa de 
flora normal en medio• conteniendo lactoaa1 por lo que se requieren 
otras técnicas como aerotipificaci6n y enaayoa de inmunoadherencia 
(ELISA) para diferenciarlaa (1·7,35). E•to di6 pauta a dividir el 
gran grupo de E~ coli en baaa a aua caracterietica• bioquimicaa en 
Biotipos (Biotipificaci6n), •erol69ica• •n aarotipc• 
(Serotipifiocaci6n de loe lo• Ag• o, K y R), en ba•• a lo• Ags de 
las fimbrias Fl-6, a la •u•ceptibilidad a bacteriofa9oa 
( fa9otipos), a la producci6n de colicinaa y en ba••. a loa 
mecanismos de pato9enicidad (34). 

Para identificar y diferenciar a B. coli de otra• 
Enterobecteriaa, la• prueba• bioquiaicaa han •ido y •on una gran 
herramienta de apoyo en los laboratorio• de m.icrobiologia. Dicha• 
prueba• comprenden la detecci6n de una gran variedad de anaimaa y 
vía• bioqu1mica• (Ej. el •itema de tranaporte de elactronea y 
aquello• que participan en el metabolismo de compuestos con carbono 
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y nitrógeno). Asi, las pruebas Reacción Rojo de Metilo (+) y 
vogea-Proakeuer (-), Actividad de Ureaaa (-) y l'enilalanina 
deaminaaa (aueenu), Producción da 6cido aulfhidrico(B,B) (-), 

Citrato como dnica fuente de carbono (-) Y.crecimiento en KCll (-) 
son laa m.4a usuales en rutina para su idantJ.ficaci6n. 

Tabla 1, Prueba• Hoquiaia•• .,.. permita• 4J.atiqv.lr al grupo 

••aherichia-Shlgella, baaa4o aa ·~ 111 r lllahael (1991)• 

Prueba E,coli E,col.f shigella. Sh.aonnei 
Activa I:nactiva OpotA,B,C. 

INDOL 98 80 50 o 
LISINA 90 40 o o 
ARGININA 17 J 5 2 
ORNITINA 65 20 1 98 
MOVILIDAD 95 5 o o 
D-GLUCOSA,GU. 95 5 2 o 
LACTOSA 95 25 o 2 
SACAROSA 50 15 o 1 
DULCITOL 60 40 2 o 
SALJ:CINA 40 10 o o 
ADONITOL 5 J o o 
SOl\BITOL 94 75 30 2 
RAPJ:NOSA 50 15 50 J 
L-llAMNOSA ªº 65 5 75 
MALTOSA '5 80 30 'º D-llU.OSA 95 70 2 2 
BSCUL:ntA 35 5 o o 
Cl!LJ:SJ:OSA 7!1 40 50 25 
GLICSllOL 75 65 10 15 
llUCATO 95 30 o 10 
ACl!TATO 90 40 2 o 
OMl'G 95 45 2 !10 

cada valor rapreeenta el porcentaje (1) de la reacción poaitiva al 
t•raJ.no de 2 dia• de incubación a 36•c; la mayor.la d• ••taa 
reacciona• poaitivaa ocurr• a la• 2• hre. ••accione• poait.ivaa 
daapu•• d• 2 diaa no aon conaideradaa. 
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En la actualidad, las técnicas de fluorescencia de Aes son 
Otiles como pruebas preswnptivas para evidenciar cepas 
enteropatógenas y la aglutinación comprobaría la identificación 
final. As!, la tipificación serolóqica es empleada para identificar 
serotipoa en cada uno de los qáneros 1 mientras que la 
biotipificaci6n no~· ayuda a identificar biotipos (Bioqrupos) que 

pertenezcan a un patrón de metabolismo bioquímico coman. 

D) MECANISMOS DI: PATOGB:HICIDAD 

Estudioa realizados de la patoqenicidad de B.coli que causa 

diarrea y colitis, han quiado a la conclusión de que eatas cepas 
pueden causar enfermedad por diferentes mecan!smoss Mediante la 
producción de enterotoxinas, resultando un s1ndroine similar a 
cólera en el huesped y, mediante la capacidad de invadir y/o 
penetrar las células epiteliales, produciendo una disenteria 
similar a Shigelosis ( 18,2~). 

Algunos datos sugieren que un cambio de ambiente por el 
huésped, permite el establecimiento de una nueva flora intestinal, 
con una predominancia de serotipoa (Ej. de B.coli) comunes en el 
nuevo ambiente o luqar, lo cual podría explicar de los muchos casos 
de diarrea en tUristas ( 29). 

E.coli fuéi la primera reportada como agente atiolóqico de 

diarrea infantil en loa 1920s. En la dltim.a decada, 6sta ha sido 
reconocida como una de las mayores causas de gastroenteritis 
asociada con turistas ( 14) • 

La infección entárica cau•ada por B.coli puede ser debida a 

una o m&a da la.a diferentes variedadea o grupos de la bacteria, qua 
operan a través de diferentes mecanismos (34). Eatudioa realizados 
en diferentes ciudadea muestran que ciertoa aerotipos (asociados a 

loa Aga o y H) eat6n aaociadoa con esos grupos. originalmente se 
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conocen cuatro de estos qrupos, loa cuales ae distinguen por sus 
caracter!aticas patogénicaa (12,34), cl1nicas y epidemiol6gicas1 

adem6.s de que cada uno esta asociado a un grupo diferente de 

serotipos 01R. 

l.B.coli Enteropat69ena (EPEC) 1 Grupo comprendido por un número 
limitado de serotipoa eapec1ficoa, algunos producen 
toxina similar a la Shi9a y otros se asocian con la 

adherencia a células epiteliales. Este grupo es 
considerado como la p:r:incipal cauaa de diarrea infantil, 
cuyos mecanismos de patogenicidad son deaconocidos 
(12,17). 

2.E.coli Enterotoxigénica (ETEC)i Grupo pequeño de serotipos que 

produce enterotoxinas (LT y ST) y coloniza el intestino 

delgado. Es considerado como agente causal de diar~ea en 
niños y turistas. Se presenta comunmente en ciudades 

en desarrollo y es raro·en lugares industrializados. 

3.E.coli Entcrohcmorr4gica (EHEC)s Grupo comprendido por cepas que 
producen una toxina (Verotoxina) semejante a la Shiga 
de Shigella dysenteriae • Han sido asociadas con el 

sindroine hemolitico-urémico en niños y causa colitis 
hemorr49ica en adultos, recientemente reconocida como 

infección entérica debida al serotipo especifico 01571H71 

estas cepas cauaan diarrea aguda, caracterizada por 
evacuaciones con abundante •angra producido por la toxina 

que destruye laa células del endotelio vascular del l\'\men 
del intestino (17). 

4 .E.coli Enteroinvasiva (El:EC): Fu6 uno de los primeros grupos 

aialados durante la Segunda Guerra Mundial, cuyo• 
mecanismos de patogenicidad fueron descubiertoa varios 

aftoa mia tarde. E ata• cepa• pertenecen a pocos serotipoa 

y usualmente causan una disenteria similar a la 
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infección por Shigella1 por au habilidad de invadir Y 
multiplicarse en las c6lulae epiteliales, causando la 
muerte celular y la acumulación de leucocitos 
Polimortonucleares, produciendose as! la disentería. 

EIEC es un 9rupQ poco comOn, que puede ser 
identificado mediante la prueba de sereny, ELISA y 
ensayos de DNA, dado la reciente asociación de plAemidos 

de alto peso molecular con invaaividad puedan proveer un 
marcador Otil para la detección de e•toa organis~oa. 

Ill. BSCBBRICBrA COLZ BllTSJlOPA'l'OOIDIA (KPKC). 

A) GENERJiLIDADES. 

EPEC fuá definida como B.co11 diarreagánica perteneciente a 
ciertos serogrupoe o y serotipoa (OtB tipoa) aaooiados con diarrea 
infantil (34,49); que usualmente no producen enterotoxinaa, ni son 
de carActer invasivo. 

Fué a fines del aiio de 19•0 cuando •• oncontrarón nislamientos 
do EPEC, cnteropat69eno que ha sido reconocido en todo el mundo 
como agente importante de diarrea infantil epld6mica y end6mica en 
los primeros meses de vida (49). Mi• tarde, disminuye la en~ermedad 

por EPEC en Ciudades desarrolladas y con el deocubrimiento de 

E.coli Enteroinvasiva (EIEC) y E.coli Entorotoxi96nica (ETEC), se 
crean considerables dudaa acerca del papel que juega EP!!C en 
infecciones entéricas. Posteriormente, ae reporta la evidencia de 
virulencia que !!PEC produce y la exi tencia de alqunoa aerotipos que 
pueden eatar ••ociados a brotes de diarrea infantil. A principio• 
de 1950, lo• aerogrupo• de ZPBC1 055, 0111 y 0127 fueron reportado• 

como proc;tuctorea de diarrea. MAe tarde, la lista de serogrupoa 
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epidemiológicamento asociada con enteritis creció, incluyendo 
aproximadamente 15 miembro• del aero9rupo o, de loa cua1eas 26, 55, 
111, 119, 125, 126, 127, 128 y 1421 eran loa ml.8 prevalente•. 

EPEC es una bacteria patógena m&a comunmente aislada durante 

el primer al\o de vida, mientraa que SbJ.geJ.J.a •P· - la m4a 
identificada en niftos mayo rea ( 12, 15, 35) • E•tudJ.oa realizados en el 
IHNSZ ( 1990) muestran que EPEC ocupa el tercer luc¡ar entre loa 
principales a9entes otiol69icos de diarrea aguda en niftoa menores 
de cinco aftoa (Tabla II). Sin mnbar90, en diferente• ciudades de 
Sudamérica EPEC ocupa un primer o aequndo lugar (34,49). 

Tabla Ir. PRINCIPALES AGENTES ETIOLOGICOS DE D'URREA AGUDA 
EN NillOS MEllORES DE CINCO rulos. 

PATOGl!NO 

C4"1Pylobaoter jejuni 
Rotav.tru• 
ll•c:berichJ.a coli(BPEC) 
ll•cherichi• colJ.(ETl!C) 
ShJ.gella app. 
B•lmonelle •PP• 
11.hi•tolyt.foe. 
Giardle lUlblia 
!fo identifio•do 

l'Rl!CUl!lfCXA • 

16.21 
12.38 
11.48 
10.53 
1.76 
0.53 
1.59 
0.17 

45.65 

Dato& da la clinica de Diarrea del IlfHSZ (Marso de 1990). 

A pesar de loa proqreaoa conaiderabl•• en la ccaprensión del 
dndrome diarr6ico por 11.coJ.i, la pat.o<¡6nede de infeoci6n por EPEC 
no esta definida, dado que la infección producida pueda atribuir•e 
a otras vias diferente• a la produccidn de toxinas (LT y ST) o 
invaaividad. Sin embarc¡o, •e conocen alqunoa mecani•mo• de au 
patoqenicidad (12,34),como •onr 
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1.. La adherencia a c'lulaa REp-2 y/o HeLa en cultivos in 
v.!tro, que puede aer de trea tipo111 

a) Adherer.cia difusa (DA): La bacteria se adhiere a toda 
la superficie celular (serogrupos O: 18, 44, 114, 

12S, 126 y 1S8). 

b) Adherencia localizada (LA): La bacteria se adhiere en 
&reas bien circunacritas da la superficie celular 
(Seroqrupoa o: SS, 86, 111, 119, 127, 128 aby 142). 

e) Autoaqregativa: Las bacterias formAn pequeftaa 
agrupaciones sin adherirse a la superficie celular. 

El Dr. Scotlan ha realizado eatudioa sobre loa mecanismos de 
adherencia de EPEC a c6lula HBp-2 en preaencla de D-manoaa, lo que 
no ocurre con cepas de ETECJ él concluye que esta prueba parece 
detectar un factor adhesivo preferentemente encon~ado en los 
aerotipos de EPEC. Este atributo, factor de adh•rencia de EPEC 
(EAF) es mediado por un pl6amido (aprox.60 MDa.de tamal\o) y está 
asociado con virulencia. 

El Dr. Cravioto y col.(1979) obaervaron que aprdximadamante el 

80• de las cepas de EPEC de un brote epid6mico en el paaado, se 
adhieren a cálulas HEp-2 en cultivo celular, propiedad rara •n ETEC 
y EIEC o cepas de flora normal. llaa tarde, Scaletsky y col.(1984) 
y Na.taro et.al (1985), distinquieron claramente la adherencia 
localizada a c6lula• HBp-2 y la Adherencia difu•a a c6lulaa HeLa, 
la• cuale• ••tan mediadas por un pl4amido. 

Eatudios realizados en cepas ZA!'+, mueatran la exiatencia de 
un pl,11mido que codifica para una proteína de 94 KDa., la cual, ha 
sido encontrada en todoa loa aerotipoa importantes de EP!!C r 0155, 
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111, 119, 127 y 142. En contraete, ••ta no ha sido encontrada en 
BTEC, EIBC, EBBC o en cepa11 de B.colJ. que causan meningitis o 
pielonefritb. 

Los eerotipoe ~e no poseen el plAsmido EA!' ( EAF-) no muestran 
adherencia localizada, han sido asociados con estudios 
epidemiol69icos y se ha visto que causan diarrea, adn cuando su 
pato9énesis a nivel molecular no es tan precisamente conocido como 
para ·las cepas de EPEC (EA!'+). Sin embarc¡o, al menos por el 

presente, esas cepa'e son consideradas como una saqunda clase (Clase 
II) en la categoría de '!P'!C. 

2. La producción de una citotoxina similar a la Shic¡a, 
producida por Sh.tgella. dysenter.f.ae tipo lJ la cual no 
induce queratoconjuntivitb COIDO B:n:c (detectada por la 
prueba de Sereny) • B•to demarca la illlportancia de la 
toxina en la patog6n••i• de diarrea por.ZPBC. 

8) METODOB DB IDBll'ZIPICACIOll, 

El desarrollo de varioa m6todoe para identificar cepas con un 
potencial de causar diarrea y diferenciar cepas patog6nicas de 

B.coli, ha sido' de gran importanciaJ ain embargo, la mayor1a son 
demasiado complicados para au amplio uao en laboratorios de 
microbiolog1a clínica. 

Entre los mátodos de detección do cepas de EPEC, el eerol69ico 
es altamente especifico, sin embar90, requiere un m.inimo do 72 hr 
para establecer que ae trata de una cepa de EPEC. Mátodos 
alternativos tempranos aon la• pruebae bioquímicas, laa cualea se 

basan en las caracteriaticaa metabólica• de1 organismo mediante la 
utilización de carbohidrato• y de otro• sustrato•. 
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1 • ..- •nor.oo:i:cu. 

La oerotipificaci6n ha oido una harramient:a extensivamente 
usada para la claaificaci6n de BPBC. Para ea te Upo da pruebas, se 
han realizado var;_oe eatudioa, en uno da ellaa, el Dr. Blake 
(E.E.U.U.) reportó que de pacientes con enfermedad eapor4dica ae 
aislaron cepas de EPEC y EIEC, las cuales presentaban un nOmero 
limitado de Ag• e y ae aaociaban con la producción de toxina e 
invaeividadJ por lo que 4'1 auglere que para evit.ar una confuaidn en 
la serotipificaci6n de EPllC con ETBC y llIBC, la determinación del 
Aq H ea tan importante como la del Ag O complementando la 

identificacidn con un~ examinacidn de caracteriaticaa fanot!picaa 
y qenotipicas aaociadaa a loa aarotipoa y/o. virulencia, para 
obtener en el laboratorio un mejor diagndatico de iof eccidn aguda 
o espor4dica por EPEC. 

El Dr. Orskov, conaidera la tipificaci6n del Ag B neceaaria 
para eatudioa epidemiol69icoa, el cual, junto con lo• ••ro9rupoa o 
de EPEC, aerán posteriormente po•ibl•• predecir correctamente, 
mediante sencilla• prueba• bioquiaicaa da fermentación, logrando 
diferenciar por patronea de fermentación loa se~tipo• importantes 
de EPEC (12,52). 

2 • PRllllBAB BJ:OllUDIJ:CAll • 

En relación a la• prueba• bioc¡u!mioaa, una contribución de la 
Industria a laboratorio• de Microbiolog!a fu6 el deaarrollo e 
introducci6n de oiotemao enfocado• en la identificaci6n microbiana. 
Un aiatema de identificación coui•te de una ••rie de prueba• 
previa.menete aeleccionadaa y fol'tlUladaa para identificar 
microorqaniamos a nivel deaeado, complementado con eaquemaa y en 
ocasiones con una b .. e de dato• en computadora. Dichos aiatemaa 
pueden aer manual••, mecanicoa o automat.isadoa y, debido a aua 
nivele• de aofiaticación pueden empleara• para identificar un grupo 
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de microorganismo• en particular, incluyendo Enterobacterias, no 
fermentadores y fermentadores con oxida•a positiva, anaerobios y 

del grupo de loa atreptococoa entre otros (8,19). 

La naturaleza .. de las pruebas usadas ·en loa sistemas de 
identificación, depende de numeroaos factores tales como1 el nivel 
de selectividad (habilidad de dJ.ferenciaci6n), reproducibilidad, 
tiempo para leer la reacción y el aaber interpretarla (vi•ualmente, 
fotométricamente), manejo •encillo y coato. La mayoría de eataa 
pruebas aon blaicainenta modificacione• de lo• Mtodos clAaicos 
comoi pruebaa de fermentación, oxidaci6n, aaimi1aci6n, degradación 
e hidr6lisi111 su incorporación en aiatemaa comercialea, ae basa en 
la tradición y su habilidad para di•criminar entra q6neroa y 

especies en periodo• m6a corto• da tiempo. 

Las reacciones de fermentación y oxidación son entre las 
pruebas, laa ml• comunmente uaadaa en •iatemaa de identificaci6n. 
Las pruebas de fermentación ae ba9an en 1a habilidad del 
microorganismo para metabolizar carbohidrato• en ausencia de 
oxigeno atmosférico; en eate tipo de reacciones, el auatrato no ea 
completamente metabo-lizado, formando como producto final Acidoa 
orgánicos, los cu alea airven· como donadora• y acaptore• de 
electrones (e") • Laa prueba• de OXidaci6n mueatran la habilidad de 

un microor9aniamo para metaboliaar loa austratom ante• mencionados 
con oxigeno como el final aceptor de a·. Amba. reaccione• aon 
uaualmcnte detectadaa por el uao de indicadorea de pH incorporado• 
al suatrato probado. 

La• prueba• de Aaim.ilaci6n (Utiliaaoi6n) favorecen la 
identificación particularmente con levaduras y ciertas bacterias 
gram negativas no fermentadoraa. !!ata prueba se basa en la 
capacidad del microorganiamo de utilizar el carbono y el nitrógeno 
como fuente• para au crecimiento. Su determinación se realiza 
mediante la incorporación de dicha• fuente& a un medio baaal que 
conteng~ todas las sustancias requeridas para al crecimiento. 
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Al9Un•a pruebas de identificaci6n presentan compuestos que 
inhiben selectivamente vi•• metab6licaa, lo que favorece l.a 
diviai6n de grupos bacteriano• en categorías que puedan ser 
clasificadas en baso a la actividad bioquimica en otras pruebas 
(ver Ap6ndice "Pri~cipioa da laa Pruebas Bioquimicas •) ( 37). La 
clasificación bacteriana puede complementarae mediante la 
comparaci6n de los genes seqdn •u razón genot1pica y niveles 
fenotípico•, y atravea da la hibridación de DMA da cada 
microorganismo1 esta tipo de claaificación que refleja en gran 
medida la• relacion&a naturales axiatenta . entre cada uno da ellos, 
nos permite definir grupos con caracter1aticaa comunas, cuyos 
miembros a au vez dif~eran un poco y formen aubgrupoa, loa cuale• 
también pre•enten subdivisiones. 

La formación de grupoa ent•ricoa ea la agrupaci6n de cepa• con 
reacci6n bioquimica aimilar. Asi, una especie esta integrada por 
organismos altamente relacionado• por hibridisaci6n de ADN y aon 
uaualmente aimilarea bioquimicamente, aunque pueden diferir en ea~ 
t.Utirno patrón de otras especies en el m.iamo c¡4nero.zn consecuencia, 
un Biogrupo (Biovar) definido como un grupo de ce~a con un patrón 
de reacci6n bioquímico com.O.n, ea frecuentemente poco uaual para laa 
especies en particular7 ain embargo, ea tambien definidos para 
auxiliar en la · identificaci6n. Bl an61ieia de loa Bi~ipoa de 
algunas especies bacteriana•, permite hacer una mejor 
interpretación acerca de la variación de laa caractcr1atica• de 
identificación que pueden relacionar•• con diferencia• conocida• en 
cuanto a la virulencia de varia• capaa (21,48). 

stenderup y Orakov ( 1983) biotipificaron varia& cepaa de BPBC 
aislada• en hombrea y encontraron que •11ta11 pertenec!an a un ndmero 
limitado de clonaa. Una relación •iailar fue buacada para las cepaa 
parecida& a BPEC aimladaa en conejo& y biotipificadaa mediante 
fermentación de carbohidrato•, lo que creo un 9ran inter•• para 
e•tablecer la relac.idn exiatente entre lo• diferente• biatipo• con 
diferent~s propiedades de pato9enicidad y virulencia (3,5,43). 
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a) llSTODOB COlllVBHCIOHALSB DE IDKJITIFICACIOH. 

En los Métodos convencionales, las pruebas de diferenciación 

y de9radaci6n, se basan en el uso de amino4cidos (a.a) como: 
Lisina, Arginina, o':i:nitina y Fenilalanina que son muy utiles para 

la identificación; la habilidad diferencial de la bacteria de 
producir enzimas capaces da decarboxilar la li•ina u ornitina o de 
hidrolizar arqinina formando productos finalea alcalinos, puede ser 

detectada en un medio basal auplementado con a.a , 9lucoaa y un 
indicador de pH; en este caao, la glucosa permite al crecimiento 
bacteriano con la p~oducción de 4cido. La dec¡radaci6n de la 
fenilalanina es detectada por un color verde-azul en presencia de 
iones férricos. La producción de Indol a partir el t.riptófano por 
medio de triptofanaaas, •e detecta por la adición del Reactivo de 
Ehrlich o Kovac's al medio. En las prueba.a de hidrólisis, la Urea 
es hidrolizada a amonio cauaando cambios en el pH al rango 
alcalino. Este tipo de pruebas, toman gran interes en la 
investiqacidn por lo que son adaptada• a sistema• miniaturizados de 
identificación bacteriana (8,9). 

En la fase transitoria de la metodolo9ia cl6.aica a 
contemporánea uáada para la identificación microbiana, se ha 
cambiado de métodos multiples a procedimientoa sencillo• con 
enfasis sobre estandarización, rapidez, reproducibilidad, 
miniaturización, mecanización y automatización; lleqandoae a 
establecer en muchos laboratorios el uao de uno o mas eistemaa 
diaponiblea para la identiticaci6n de ciertoa c¡rupoe de 
microorqanismos, proporcionando &a!, una herramienta eapecial para 
obtener resultados mi• exactos que reducen el costo y el tiempo da 
estancia de un paciente hospitalizado (17). La introducción de 
estos sistemas miniaturizados representa un importante avance 
tecnológico en la bacterioloq!a clinica. 
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b) BIB-.i KIMlA'ZURHJU>OB DS IDllllTIFICACIOll. 

Lo• Microaiatemaa han sido ideados para la determinación de un 

grupo variado de microor9aniamos de importancia médica y 

veterinaria tales ~~mo los bacilos gram negativos fermentadores 
(Bspecia1mente las Bnterobacteriaa), . bacilos qram negativos 
fermentadorea y no fermentadores con oxidaaa positiva, aeróbicos y 
anaer6bicoa, cocos c¡ram positivos, levaduras etc. (9 1 31 1 37)". De 
hecho, la identificación de loa baciloa gram neqativoa pat69enoa 
y la determinación de au aucepti~ilidad para agentes 

antimicrobianoa, ae ha realizado frecuentemente con m.icrotécnicas 
en algunos laboratorios. Bato a Kicroaiatemaa aon tan eficientes 
como los sistemas completamente automatizados, en comparación, 
ellos podrían ser mAe económicos, pueden leerse m&n\1almente o en 

forma automatizada, la viaualizaci6n de la• reaccione• qu1aica• es 
clara, requieren poco e•pacio en almacen e incubaci6n, pre••ntan 
larga vida da conaervaci6n (de 6 ..... a 1 a6o a 4-6•c), incluyen 

selección de prueba~ bioqu1micu diferencial•• eatandarisadaa que 
mejoran la exactitud de la identificación, los tiempos de 
incubación aon 9enera.lmente corto• lo que permite una r6pida 
identificación del qermen facilitada adem&a por un regiatro 
computarizado, donde el control de calidad ae lleva a cabo por el 

fabricante. Todo"esto ofrece grande• ventajaa para loa laboratorios 

de microbiolo91a, eapecia1-nte para aquello• de eapacio reducido, 
donde el tiempo ea e•caao o no se cuenta con el personal capacitado 

para la identificación de loe microorganiamo• y, donde el control 
de calidad es mucho ala dificil de conservar. 

Exieten en el comercio extranjero una variedad de eatoa 
equipo• miniaturiaadoa con diferentes procedimientoa para la 

identificación bacteriana, un ejemplo da elloa •ons API20 E, 
Enteric Tek, Enterotube II, Entero &et, Micro ID, Minitek (Para 

identificar Enterobacteriaa) J Rapid !!, Quantum. II, Autobac IDX, HS- · 

2 (para Enterobacteriaa y otro• bacilos qram negativo•) J N/F Oxi­

l!'erm, Rapid NP'l', Titartek 111' (para 9ram ne9ativo1 fermentadores y 
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no fermentadores con oxidasa po•itiva); APX 20A, Anaerobe Tek, CDS 
Rapid ANA, (para anaer6bioa)r API 20S, Rapid Strep, Staph Ident, 
Staph-TRac (para estreptococo• y eatafilococoa); API 20C y Uni­
Yeast-Tek (para le'(_aduras). Sistemas evaluados favorablemente en 
otros Paiaea; que emplean m.icrotuboa de plAatico conteniendo loa 
sustratos deahidratadoa, loa cuale• •on reconstituido• agregando 
una suspensión bacteriana. Su preaición ha demostrado ser 
comparable a la de loa aiatema• convencionales de identificación 
( 1,2, 11, 22,26, 31, 39, 45). 

Con el uso de loa m.icrom6todoa, existe la posibilidad de 
realizar numeroaaa pruebas que permitan determinar un patrón 
bioquímico que correlacione con factorea de virulencia bacteriana, 
como podria ser el caso de ~. coli enteropat6gena, que ea una de las 
principales causas de diarrea en la población infantilJ miama que 
en la actualidad ea reconocida por aglutinación con antisueros 
especifico• de importación y en la cual, uno de loa marcadores para 
cepas patógenas ea el ensayo de adherencia a c6lulaa BEp-2 (21). 

IV. HICROMETODO IllllBS. 

En la actualidad el elevado porcentaje de alelamiento• de 
enterobacterias en eapecillenea clinicoa y el requerimiento de 11u 
identificación confiable oric¡in6 la idea de crear un aiatema de 
identificación similar a lo• anteriormente rnencionadoa, pero de 
manufactura nacional .. Zato ea debido a que la exiatenoia de dicho• 
sistemas no eetA al alcance de la mayoria de lo• laboratorio• de 
microbiolo9ia, por lo que ae considera neceaaria la importación de 
éatoa y como con11ecuencia ae elevan loa costos. 

El Micrométodo INNSZ, fue desarrollado en 1988 en el 
Departamento de Infectologia del Instituto Nacional de la Nutrición 
Salvadoi:: lubir6.n, con el objeto de identificar a· las 
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Enterobacteriaa J permitiendo de eata manera una eatandarizaci6n en 
la identificación, aai como una diaainuci6n en el tieinpo y coato de 
su realización. 

Para el deaarr.ollo de dicho aiatema, ae seleccionaron pruebas 
bioquim.icaa uaadaa en la eatandarización del aiatema convencional. 
Se determinó la concentración óptima del sustrato, el voldmen 
adecuado y el aiatema de aecado de cada una de las pruebas, 
utilizando cepas de referencia del ATCC (American Type Cul.ture 
Collection). Las cePaa aa identificaron par trea m6todoa 1 Siatemaa 
Convencional, APJ: 20B y el micrometodo deaarrolladoJ en baae a loa 
resultados obtenidos . ae hicieron algunas modificacionea de las 
pruebaa bioquimicaa ( 21). 

Este Hicrom6todo pueda ser uaado para caracterizar bacteria• 
a nivel de g:Anero y eapecie, por lo que •• conaidera importante el 
validarlo y compararlo con el ala~ convencional en una población 
abierta de nUioa de la comunidad de san. Pedro Martir de la cual ae 
obtuvo un grupo de enterobacteriaa , lo que permitió realisar el 
presente trabajo. 

V. 08.JftlVOll. 

1. Validar el Kicr-6todo :UINSZ para la identificación 
bioquimica de cepa• d• BPBC. 

2. Biotipificar cepa• de BPEC en base a au capacidad de 
fermentar diveraoa carbohidrato•, para eatablecer un 

patrón bioqu!m.ico que noa permita diferenciarlas de otroa 
grupos de B.coli. 
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Vl. MAftUAL Y llB'ZCIDO. 

Material biol6qicos 
Se utilizaron 11 c•pa.8 de refencia, de las cual•• 9* fueron 

prop0rcionada• por el Dr. A. craviot.o del Xn•tituto Nacional de 
Salud P6blica de1 Eatado de Morelo•. De 1&8 do• cepa• reatantea, 
una fu6 identificada en el Dl!ISS y la otra ae -uvo del t.'fCC 
(American '1'yl* Culture Collection). 

CBPA CLllVB 

BPEC (0111) 
BPBC (0111) 
B.coli N (normal) 
SalJBonella •P 
Snterobacter cloaca• 
Proteua mirabili• 
P.vul11eri• 
IUebdella pne....,niae 
Slliplle •onnei 
s11. eleJaJeri 
rereinia enterocol!tica 

Cepae en eat.uclio 

67152 • 
'2'16. 
67014 • 

2183 • 
23553 • 

2C1 * 
13315 A'l'CC. 

llX • 
J:llll 
Bl • 

119'4 • 

lle Ht.ulliuon 140 cepae da •· col.! obtenida• en el nnisz de un 
Htwlio da U.Oidencia ele ant.eropet.ó;enoa aialadaa de una 
población infantil de la C-idad de san Pedro Mart.ir en la Ciudad 
da M6Jd.co. Lo• aid.aiant.o• r ... ron identificado• por pruebe• 
bioqu1a.lcaa (Bioqulaica convencional) y aerot.ipificadoa por el 
m6t.odo da a9lutinación en placa con loa auero• comercial•• Becto 
B.coli Oslt antiaera (Difco LaboratoriH Detroit Mich.). 'rubi6n •• 
lea determinó la preaencia de toxinaas L'r y sor mediante el anaayo 
ELISA. Da eata manara, claaificar la población en tre• 9rupca1 
BPllC, B'l'BC y un tercer grupo de B.coli cuyos llliembroa no 
pertenecian a loa anterior•• (no EPSC, no BT&C) ni furon 
con•ideradoa coao nonaalea , dado que pre••ntaban un patrón 
bioqulllico aimilar al de Slli9ella •P· y por Hrotipificación H 
confirrm6 que no lo eran. Poateriormente la• cepa• •• al.Jlacenaron 
en papel a -1o•c basta eu uso. 
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El e1tudio se realizó a doble cie90 ea decir, de manera 
independiente •e trabajaron la• misma• cepa• para diferentes 
estudio11 la det.erm.inaci6n de patronea de adherencia en c6lulas 
BEp-2 y la biotipificaci6n, 6ate dltimo, correapondiente al 
presente trabajo, ¡¡><>r lo que ae le a1i9n6 a cada cepa un nGmero o 
clave para au manejo. 

En la biotipificaci6n dichos aislamientos fueron probados por 
la bioquimica convencional (llacrom6todo) y el microm6todo por 

validar en forma paralela¡ procurando mantener en eatricto control 
las condicione• d8 a1epcia del material y au manejo durante el 
daaarrollo d•l trabajo. 

SUSTllA'l'OB DIPLDD08 P L08 DIPDD'rliS llll'l'ODOB. 

EL HICROl!ETODO INNSZ asta formado por una Hri• de 23 
sustratos en loa que •• determinan la1 aic¡uientea reaccionea 1 

l. FERHENTACION DB CAR80BIDRA'l'OSt Adonitol (ADOtl), Arabinoaa 
(ARA), Calobiooa (CllL) * 1 OUlcitol (DllL) *, Glucosa (GLU), 
Inoaitol (INOS), Lactosa (LAC)•, Hanitol (HU), Rafinoaa 
(RA1"), Ramnoaa (RAllN), Sacaroaa (SAC), salicina (SALIC), 

Sorbitol (SOR), sorbo•• (BOllBS)*, D-Xiloaa (XIL)*· 
2. HIDROLISISÍ Eaculina (BSC). Ur•a(UIUIA). 

3. DESCARBOXILACION o DBSllHIHACIOll DB llMDIOllCIDOS. 11r11inina 
(ADH), Li•ina (LDC), Ornitina (ODC) y Penilalanina (PDA). 

4. FUENTES DE CARllONOt Citrato (CIT) y Malonato (HALi. 

s. PRODUCCION Dl!it Indol (IHD),Acido aulfhidrico (B,S). 
6. REDUCCION DEt Nitrato• (BIT). 
7. PRODUCCIOH DE ACl!TOillA y ACIDIP1CJIC10Ht Va<¡ea-Proakauar (VP). 
8. PRl!ISl'!HCIA 01!11 Jl-Galactoaidaaa a Bidr6lida de OllPG. 
*Carbohidrato• adicionalea al aicrom6todo INHSZ. 

La aerie de prueba1 o auatratoa elegido•, se fundamenta en la• 
caracter11ticaa bioquimicaa de 96neroa y eapeciea de la familia 
Enterob•cteriaceae deacritoa por !"ermer et al. ( 16). aa1 como 
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eficacia en 1a deterainaci6n, diaponibi1idad, toxicidad y cesto da1 
material. r.a preparación de cada •uatrato y reactivos para las 

reaccione• de lo• ai•moa •• aueatra en el aptindica anexo. 

Una vez prepar~dos loa auatratoa, se utilizaron como soporte 
microplacas estériles de vinilo de 96 poso& (Nunc,Demark), a laa 
que ae lea adicionó 10µ1/poso de cada auatrato con una micropipeta 
multicana1 ajuotable (8 canal••) de 5-50 µl (Dynatech Lab., IHC. 
Chantly, VA.) 1 al vaciado ae realis6 en forma alternada para evitar 
contaminaci6n por· producto a vol4tilea de un poso a otro. Laa 
aicroplacaa con loa auatratoa fueron cubierta• con papel filtro o 
au tapa reapectivamen~e, poateriorment• •• con9•laron a -7o•c/2 
hra. en un Forma Scientific (Ho. 8359 20Cu. Ft1-85°c.) y dHpub •• 
deshidrataron al vao1o en una liofilisadora (Laboonco. Corporation. 
~anaa• City1 Ho.4451F PT.Ho.A34X 694) a -10 •c y 25 aicronea(0.025 

Torr) de preai6n, durante 150 min. Pina1-nte H 911ardaron todaa 
laa microplacaa en paquetea de 6 en bolaaa de polietileno con un 
paquetito de deaecador (CaS01 ), y ae Hllaron he..,..tic-nte y 

almacenaron a 4•c hasta •u utilización. 

EL MACROMETODO esta formado por 7 prueba• convencionale11, a las que 

se anexaron 2 * pruebas para la faae ccmparativa. 

1. TSI: (Agar Hierro Triple JUlllcar) 1 Prueba de fermentaoi6n de 

Glucoaa y Lactoaa, producci6n de 818 y 9aa. 
Indicador del pB, rojo de fenal. 

2. L:IA (Agar Hierro Limina) 1 Prueba de deacarboxilaci6n y 
de•aminaci6n de la li•ina, pr04:lucci6n de a,s. 
I:ndicador del pe, pllrpura de bromocrHol. 

3. CI:T (Citrato de S1-ona)1 Prueba de utilizac6n de Citrato 
como 11nica fuente de Carbon. 
:Indicador del pH, aa'lll de bromotimol. 

4. PDA (Fenilalanina daeaminaaa) 1 Prueba de deaaminaci6n de la 
fenilalanina. La prueba ae revela con FeCl1 • 
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s. MIO (A9ar Hovilidad-Indol-Ornitina) medio semis6lido1 
Prueba de movilidad, producción de Indol y 

deacarboxilaci6n de la Ornitina. La producción da Indol 
ae revela con el reactivo de Kovac'•· 

6. Caldo UREA"7SACAROSA1 Prueba de fermentación de sacarosa e 
hidr6lisia de la urea. 
Indicador de pe, rojo de fenol. 

7. Caldo ROJO DE HETILO/VOGE&-PROSKAUl!!RI Prueba de producción 
de acetoina y/o acidez a partir de 9lucoaa. 

e• .Caldo OHPGi Ridr6liaia del auatrato y Preaencia d• 
B-galactoaidaaa. 

9•.Caldo Amino4cidoa1 
Liaina (deecarboxilaci6n). 
Ornitina(deacarboxilaci6n). 
Arqinina(deeaainaci6n). 

Sataadari•aai6a del Kicr0116todo. 

LOa auatratoa ae probaron con diferen~•• cepam de 
microorganiamoa oartificadaa como referencia, con el objeto de 
observar ai laa reaccione• de ••toa, corraapondian a la actividad 
bioquímica esperada para cada 9•nero. 

Para la fase comparativa, en forma par91ada •• r-lizó el 
Hacrom6todo y el Hicrom6todo por validar para la población de cepa. 
en estudio. Loa enaayoa ae llevaron a cabo de la •ic¡uient• maneras 
Laa cepa• fueron crecidas en agar He Conkey y Soya-tripticaaa y •• 
incubaron a 37•c durante 24h. para Vtlrificar eu puresa. A partir 
del cultivo puro de cada una, ae tc-6 in6culo para realisar loa 
diferente• método• (Macro y Hiero). 

l. Macrom6todo1 a) Se tom6 una colonia con una aaa 
bacteriol69ica recta para realizar la Bioquimica convencional por 
la t6cnica ya eetablecida1 Betria y picadura (37). 
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2. Microm6todot a) Se tomaron de cinco a sei• colonia• de una 
cepa con una aaa bacteriol69ica eat6ril (calibrade de 10µ11 Y •e 
11evaron a un tubo de enaaye con 10 .i de aoluci6n aalina eat6ril 
(pB 7) preparando una auapenai6n Mcterlana con una concel\traci6n 
equivalente a 2xl01 UFC/ml (a.,..jante al tubo eatandard O.S de Me 
Farlandl. 

b) Loa auatratoa fueron rebidratadoa con la auapenai6n 
bacteriana por duplicado colocando 100 µ1/poso, i911almente para los 
tubo• ele la prueba OMPG, excepto para la prueba d• Citrato y Vogea­
Proakauer con 200 µl/poso cada uno. 

e) A loa auatratoa t ADB,LDC,ODC,URZA. y e,s •• lea adicionó 
una o doa 9ota• de aceite mineral o nujol eateril (Condiciones 
anaerobiH) • 

d) La• mlcroplaca• fu.ron cubJ.ertaa con aua reapectivaa tapaa 
o papal filtro, mientra• que loa pequefioa tuboe (prueba ONPGI •e 
teparon con al9od6n y ae ajuataron a una paquefta baae de vinil. 
Poateriormnte M colocaron en una ca.ara hdmeda (recipiente 
herll6tico con una 9aaa un poco .a. que h\lmeda). 

•) una vea montado• ambo• enaayos, ae incubaron a 37•c¡24 h. 

La lectura • interpretaci6n de la• reaccionea de cada una de 
lH pruebaa bioqulaicH (ver Tabla de lactura en el anexo) fue 
reali•ada por do• obaervadorea de manera independiente, para 
poaterio..-nte analisar la variabilidad interobaervador en la 
interpretaci6n de cada prueba. 

Para revelar la• reaccione• del Micra.6todo, •• aftadieron 2 
gota• de Reactivo de ~ovac'• a cada pozo de la prueba de Indol; 1 
gota de hidr6xido de potado (ltOB) ea• uoa 90ta de reactivo a­
naftol al poso de Vo9H-Proakauer, tomando_ datoa de 10-15 a1n. 
Finalmente 2 9otaa de Cloruro f6rrico (P.Cl,) al 40• para el poso 
de Fenilalanina-deaainaaa. 

30 



Una vez probadas todas las cepas, se reveló la identidad de 
cada una de ellas, ea decir, el grupo y cuadro clinico al que 
pertenecian. 

La información recolectada fue re9i•trada en una base de datos 
"PARADOX 3 •en la computadora ZEOS 386SX, tanto para el Microútodo 
como para el MacrO..todo, incluyendo la• lectura• de 24 hra. 
realizada• por &llboa lector••. 

AllALIBIB SHADIHICO 1r __. DS COllPll'lADOllA, 

Para evaluar la Reproducibilidad del Microm6todo, al en•ayo se 
realizó 3 veces en diferentes tiempo•, 'trabajando con la• cepa• da 
referencia (25) 

En el anAliai• de correlacidn entre '10• Mtodo• de 

identificación ae utilizó la prueba de chi cuadrada (X') e Indice 

de correlación (51). Para el en'1isia existente ent>;e loa grupos de 

E. co11 con •ust~ato•, a6lo •e 8mpleo la prueba de X1 
( 4 9) co.» una 

prueba de independencia. 

La claaificación da lo• biotipoa •e llevo a cabo por 
computadora mediante el programa de agrupamiento (Cluater) de 
SPSS+PC utilizando loa cuadrado• de la diatancia Euclidiana como 
medida de diacriminación, con el criterio de Complete Linkage, dado 
que presenta mejor aaociacidn (7, 43, 44). Se consideraron 27 
variables representando loa reaultadoa de las pruebas bioguim.icaa 
codificadaa l como negativo y 3 como poaitivo1 el patrón de 
Adherencia1 1.Difusa (D) y 2.Localizada (L) • Finalmente para el 
tipo da mueetra l,AeintOll&tica y 2.Sintomitica, 
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CRECER LAS CEPAS EH AGAR SOYA-TRIPTICASA 

--· BIOQUIHICA 
COllllBllCIOllJIL 

IHCUllAll 37 ºC/2t h. 

111~-· SUSPIDIDER D SOL. SALillA 
TUllO 0.5 IC PARLAllD 
( 2 X 101 UPC/1111 ) 

INOCULAR. MICROPLACAS 
100 111 I pozo 

INCUBAR A 37ºC/2t h. 

Ll!CTUllA 

REGIBftO DB DATOS BN COMPUTADORA 

AllALIBIS ESTADISTICO 

Diaefto del trabajo. Identificación de l .. cepa• de lf'.coll 

por lo• diferente• 1116todoa. 
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VII. RBSULTADOS. 

Posterior a la revelación de la fuente de origen de cada cepa, 

se obtuvo que la población bacteriana quedó conformada en tres 
9rupos1 EPEC, BTBC y un trecer grupo No EPEC, No B'l'EC que 

finalmente se le denominó •otro grupo de E.coli", dicha 

clasificación ae bas6 en el grupo y cuadro clínico al que 
pertanecian cada una de la• cepa.a (Tabla 1.). 

Tabla.1. CLASIPICJICIO• DI: LAS CBPAS DI: •.c:oH. IDI BS'rlJDIO. 

CUADRO CLINICO 
GRUPO 

SINTOMATICAS ASINTOMATICA No. 

EPBC 39 (100) o 39 ( 100) 

ETEC 19 (45.24) 23 (54.76) 42 (100) 

NO ET,l!PEC 19 (32.2) 40 (67.8) 59 ( 100) 

TOTAL 77 63 140 

Frecuencia porcentual <•>· 

Antea de realizar laa evaluaciones de comparación del 
Hacrom6todo con el Kicrcm6todo en la fase de ••tandarizaci6n, 6ate 
dltimo fu' modificado en alguno• coaponentea de loa auatratoa aai 
como el material de aoporte d• loa miamos. Se utilizaron 
microplacaa de BLISA y uno• microtuboa aimilares a loa diaañadoa 
por Giraud y col.(Pig.A 1 tabla 2). 
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1 2 3 4 5 6 7 8 g 10 11 12 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Fig. A. Modelo de microtubos y microplacas 

empleado en el micrométodo. 



Tabla.2. SUSm208 MODJ:FICADOll D llL IUW'l\JllO 

CO!ICl!llTRAC:tON (gr /ml) • 
SUSTRATO COHPONl!NTE 

NITER:tOR l\C"rUAL 

ADH R~jo de fe~ol 0.00006 0.00024 
LDC 0.00006 0.00012 
UREA 0.00006 0.00024 
ONl'G Peptona o.os 0.1 
MAL Mal.onato de sodio O.OJ º·º' :tndicador ABT o.0002s 0.0003 

De las modificaciones realizadas al. micrométodo fueron el 
aumento de la concentracione de algunos componente• de loa 
auatratos como la peptona y al ma1onato de aodioJ a•í. como el del 
sistema indicador empleado (rojo de fenol y azdl de bromotimol), 
dado que ea muy importante para detectar la presencia o ausencia de 
las enzimas en la bacteria. 

Lea resultado• de 1.aa reacciones bioqulmicas para el Macro y 
Microdtodo dadas por 140 cepas de ~.coli, ae presenta en la Tabla 
J. Se compararon ambos m6todoa utilisandoae loa auatratoa i9ualeo 
con el que •a obtuvo el Indice de CorralaCión da O. 96, valor 
próximo a la unidad, lo cual noa indica que Ll.Dlboa m6todoa dan una 
reapuesta casi idántica. Este ha1lazgo fué confirmado mediant• la 

prueba de X1
, dado que no exiati6 una diferenci~ aic¡ni~icativa a un 

nivel de alfa O.OS (l'>O.OS) en el uao de ambo• IMltodoa¡ 6ato 

aignifica que la identificaci6n de la bacteria por el m6toclo 
convencional y/o el m.icrom6todo ea la ad ..... 
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!rabla,3. PUCUIDICIA Dll LU CEPAS Dll s.c:oU. BllGUW llL BUS~ 

UULISADO lllEDllftB SL NICJIO 'I ~DO. 

SUSTRATO KACROHBTODO 

GLUC. 
LDC 
CITRATO 
FDA 
INDOL 
ODC 
VP 
UREA 
ADH 
ONPG 

Datos de frecuencia. 

Correlación de m~todo• 

140 
97 
o 
o 

128 
38 
o 
o 
2 

131 

IUCROllBTODO 

140 
96 
o 
o 

140 
37 
o 
o 
4 

131 

x•- 1.09 
a• o.os 
p > o .os No hay diferencia significativa. 

Indice de Correlación r•0.96 

En la ••tandarisacidn de loa auatratoa probado• en el 
Micrométodo cOn cepa• control ae obtuvo una buena reproducibilidad, 
dado que al rea1izar lo• enaayo• en diferente• tiempo• con la 
misma cepa, mostraron el mismo patrdn bioqu1m.ico1 como •• obaerva 
•n la tabla 4., loa resultados de las cepaa probadaa correlacionan 
con el patrón bioquimico reportado por Pllrl08r y Kichael 1991. 
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Tabla.6. llKPRODVCIBILIDAD Illfta-DSAIO DBL MICROSillftMA IDSI 
Ell LA IDlftIPICACIOll DB E!l'rEROBACTERIAS 

SUSTRATOS 

AA G I MR R S S A LO u r I !l B O ve MN CD L S 
D R LN AA AA O D D D RE NS 2 11 p I Al E U AA 

S X 
O I 

CEPAS OA uo NF MC R B e e !l N D C s p T L TL LC LRL 
N s N A G I B 

BPEC (0111) '7152 3 3 3 3 3 3 3 1 3 3. 3 3 3 3 

ir.coli N 67086 3 3 3 3 3 2 3 3 3 3 3 3 3 

11'.pneWIOniH llX 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 3 3 3 3 3 3 3 3 3 

r.enterocol!tic• 11'94 3 3 3 3 3 3 1 3 3 2 3 3 3 3 

Proteu• lllÍ.rabili• 2C1 3 1 3 3 3 1 1 1 1 3 

P. vulgaris 13315 3 1 3 3 3 1 1 1 3 2 

Sa.!Jaonella •P• 2183 3 3 3 3 3 3 3 3 2 1 3 3 3 2 

Sh. sonnei IllN 2 3 3 3 3 3 

La Reproducibilidad fue medida mediallu tres eDBayos en d!u diferenu1. 
se muestra el ndmero de enoayoa que reaulteron positivos para cada sustrato, 
en las diferentes bacterias. 
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El 96nero de B.coli .. claaifica en baae a •u pato9enicidad. 
con la finalidad de podar identificarlo por el aicraaM!todo ya 
estandarizado, se obtuvo que dicha idanUficaci6n requiere al -noa 

15 •uatratos, mismo que es apoyado mediante la prueba de x' con un 

valor de P<0.05 (tabla 5.). 

SUSTRATO l!!PBC llftC Ol'RO Galll'O B.colJ.. 

ADON 3 (7.7) 6 (14 •• 3) 7 (11.9) 
RAI!' 18 (46.2) 16 (38.1) 5 (8.5) 
RAHN 29 (7'.4) 37 (88.1) 51 (86.4) 
ONPG 38 (97.4) 42 (100) 51 (86.4) 
SAC 13 (33.3) 16 (38.1) 4 (6.8) 
SOR 25 (62.8) 38 (90.S) 25 (43.2) 
ADB 2 (5.1) 6 (14.3) 2 (3.4) 
LDC 33 (H.6) 39 (92.9) 24 (40.7) 
ODC 8 (20.5) 17 (40.5) 12 (20.3) 
CBL 1 (2.6) o l (1.7) 
DUL 16 (41) 13 (30.9) 10 (16.9) 
LAC 33 (84.6) 40 (95.2) 24 (40.7) 
BALXC l (2.6) 3 (7.1) 1 (1.7) 
SORB 16 (41) 13 (30.9) 18 (30.5) 
XXL 36 (86.4) 42 (100) 51 (98.3) 

Dato• da frecuanciH (t). 

corralaci6n de 9rupo• B.coli con auatratoe bioquJaicoa. 

x•- o.u 
a• o.os 
p < o.os Exiate una diferencia ai911ificativa. 
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Con la finalidad de detectar lo• sustratos que penol.tan la 
identificación entre loa grupo• BPllC y ETBC. se realis6 un anULeh 

comparativo de 1oa·valorea de~ para ambo9 qrupoa ~ •• enoon~6 

que loa auatratoa RA!', SAC, SOR y ODC pr-ntaror:i· una diferencia 
significativa• (P<0.05), lo cual noa permite definir que la 
identificación de estos grupos depende del -leo da dichos 
sustratoa (tabla 6.). 

Tabla. 6. Dnsc:c:IOll Dm LOll BUS- UHLD - 11& IDmlPICACIOll 
DS LOS GSWOS lll'SC r--UL-X1

• 

Valor•• de x 1 

BUSTRllll'O 
llPBC lli'l'BC 

ADON 0.32 0.165 
RAP 7.79 z.u 
RIUlll 2.48 o.u 
ONPG 0.60 1.38 
811.C 2.16 5.!12 
SOR 3x10-• 17.!15 
llDB 0.04 3.21 
LDC 5.46 14.15 
ODC 0.60 5.10 
CBL 0.01 Ho -itivoa 
DUL 3.10 0.11 
LllC 5.01 17.53 
SllLI. 0.012 0.99 
SORB 0.92 o.o& 
XIL 0.09 3.74 

Se pre•entan lo• valoree de x2 calculado•, al valor en tablaa ea de 
x' • 3. 84 , comparable para todo• lo• datoe. 

En el ••tableoimiento de loe Bic>qrupo• ~ante el uao de lo• 
28 auatratoa reportado•, •• encontró c¡ue a6lo 15 ~ueron neceaarioa 
en la diferenciación de lo• biogrupoa, dado qua la información de 
lo• •utrato• re•tante• fu6 conetanta • El en41i•i• y a9rupmú.anto 
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( formac16n de Cluatera) de cepas se realizó de manera independiente 
para 1o• trea grupos aatudiadoa (EPEC, ETEC y otro Grupo de E.coli) 

y ae representó la información obtenida atravéa de fonogramas 
usando el criterio de Complete Linka9e. 

El anAlisis de laa aaociacionea de las cepa• y sustratos se 
basó en la similitud y diaimilitud encontrada, que consi•ti6 en 
clasificar las cepas en ba•e a •u patrón bioquimico y loa •uatratoa 
como fuente metabólica. 

Loe resultados obtenido• para lo• miembro• del grupo de BPEC 
(Fiq.l), se ob•erva la formación de do• granda• 9rupoa, en loa qua 
a su vez, se aprecia la pre•encia de cuatro a•ociaoionaa bien 
definidas• en el primer grupo •• aaociaron la• c•pa• 61, 125, 87, 

92, 69, 75, 112, so, 108, 72, 122, 10, 53 y BlJ en ~l eegundo 9rupo 

las cepas 99.2, 103, 65, 42, 84, 6, 99.1, 105 1 113.2 y JOJ en el 
tercer grupo las cepa• 120, 126, 34, 38, 26 y 46J y en el cuarto 
grupo las cepas 14, 114, 2, 91, 57, 113.1, 22, 106 y 18. Como •• 
observa, las cepas 46 y 18 •on ligeramente difererite• en relación 
al grupo III y IV reapectivament• (Pig.l). 

En el anAlieis de similitud para el grupo de BTEC (Pic¡.2), se 

encontraron dos grandes grupo• de cepa• (I, 'I'I), dividido• a su vez 
en dos (Ia, Ib) y tres (IIa, 'IIb,I!c) •ubgrupo• en relación a aua 
caracteristicaa metabólica•. 

Las cepas 77, 86, 5, 83, 63, 21, 45, 55, 9 1 60, 52, 59 y 24 
conforman el subgrupo 'Ia. 1 el aubgrupo Ib con a•ociación lo forman 
las cepas 44, 94, 1, 33, 71 y 138. En el grupo II, el aubcJrupo IIa 
eatA constituido por la.a cepa• 56, ao, 25, 29, 48, 67, 13, 36, 41, 
32, 37 y 28; el aub9rupo IIb la• cepa• 6t, 7t, 16, 20 y 681 y •1 

IIc preaenta la asociación de la• capas 8, 49, 12, 17, ' y 40. 
Laa cepas 138 y 40 aon ligeramente diferentea en relación al grupo 
que pertenecen Ib y IIc reapectivamante. 
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En el an'1bi• de dmilitud para el tercer vruPO de .s.coU (no 
EPEC, no ETZC) baaado en lu dietanciu Euclidiaaaa (Fi9.J), ae 
presentan dos 9rBndea r¡rupo• y un tareero - peqaelio. Lall cepas 
119, us.2, 121, es, 123, 121, 115, 12,, 1251, 133, 11, 90, 110, 23, 
136, 97,116, 137, 89, 135.1, 95, 101, 73, 518 y 100 conforman el 
primer c¡rupo con una alta aaocillCi6n. El Hc¡undo r¡rupo lo 
conatituyen laa C8pa• 7, ''' 128, 70, 107, 102, 1CK, 88, 93, 15, 
e2, 131, 111, 47, 79,s1, 76, 43, s•, 19, 111, 118, 35, 39, se, 62 

y 271 y el tercer c¡rupo , en el que •• a•ocian lu cepa• 96, 13,, 
31, 109, J, 78 y 130. 

El lar. qrupo a au vez ••ta conformado por cuatro pequeAoa 
aubgrupoa, mientru que el 20. 9rupo aolo por doa aubgrupoa. 

En la fig.4 - obae:cva el reaultado de laa -ociacionea de loa 
austratoa, -diante la agrupacidn ele 6atoa en baaa a la pre-ncin 
o 'auMnoia de au -tabolisaci6n por la t>.cteria .. De manera general, 
•e aprecia la formación da do• c¡rupo• bien dafinidoaa al primero 
conformado por loa auatratoa SORB, SAL:I, DUL, ODC, Al>H, SAC y RAl'J 

ain deacartar a la CEL que aunque .. encuen~a un poco aialada aa 

inte11r• al mi•mo c¡rupo. El Hc¡undo 9rupo lo conmtituyan lo• 
auatrato• LAC, soa, LDC, RAMll, XIL y OHPG. Bl ADml no preaenta 
ninlJUn• aaocimci6n dado ci- au pra•encia en al 9r.tlfico •• muy 
aialada. · 
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CEPAS 

61 
125 
87 
92 
69 
75 
112 
50 
108 
72 
122 
10 
53 
81 
99.2 
103 
65 
42 
84 
6 
99.1 
105 
113.2 
30 
120 
126 
34 
38 
26 
46 
14 
114 
2 
91 
57 
113 .1 
22 
106 
18 

COEPICIEN'l'I! DE AGRUPAMIENTO 

o 10 15 20 25 

Pig.1. ANJ\LISIS DE SIMILITUD DE LAS CEPAS DEL GRUPO DE EPEC. 

(PBNOGllAllA UllAllDO BL CRI'l'l!RIO DE COMPLETE LillKAGE) 
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COl!PICil!IHH DI! AQRUPAHil!:llTO 

u 20 'f """'" 
77 
u • u 
u 
21 •• •• • a I 'º " .. ,. 
•• ::::::J 1 •• l ~_I ll 

b 71 
ll8 
56 •• 25 •• •• 67 
l] 

l6 a .. 
l2 
l7 
28 
6C 

fb 
7C JI 16 
20 •• • •• 12 
17 • o •• 

P ig, 2, ANALISIB DI! SIMILITUD DI! LAS CEPAS Dl!IL GRUPO DI! l!ITllC, 
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11 
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11 
u 
11 
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"' ... .. 
" .. 
" " " ... .. ... • TI ... 

COEP'ICIBllTI'! DI! AGRUP.IUIIBNTO 

•• u 'º " 

I 

lI 

P'ig.3 • .l\llALISIS DI! SIIULITUD DI! LAS Cl!PAS DI! 0'1'llO GRUPO DB B.coli. 
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COEFICIENTE DE AGRUPJIMIENTO 

o.oo 100.0 
SUSTRATO 

C:EL 

SORD 

SALI 

DUL 

ooc 

>JlK 

BAC 

RAI' 

LAC 

SOR 

LOC 

"""" 
XIL 

ONP<l 

ADOH 

Fig. 4. ANALISIS DE SIMILITUD DE LOS SUSTRATOS BIOQUIHICOS 

EN TODAS LAS CEPAS ESTUDIADAS. 
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Finalmente en la tabla 7. observamos lo• biogrupoa (Biog) 
formados para cada uno de los grupo• inicialea de la población de 
B.coli. Cada uno de ellos fu6 denominado por n<lmero proqrHivo (I­
XV), mientra• que los aub-biogrupoa (aub-biog) por letras (a, b, e 
y d). Adem!a _se muestra el patrón de adherencia que predomina en 
cada uno de loa biogrupoa formados. 

El grupo de EPEC esta canatitu1do por cuatro biogrupoa, de loe 

cuales el I y II quedaron conforma.do• por loa aub-biogrupoa l:a, Ib, 
Ic y IIa, IIb respectivamente. El patrón de adherencia que dominó 
en la población de BPl!!C fu6 el Difuso ( 64 .1') a el Localizado 
(35.9')1 en loa tres primero• bioq. predominó la AD sobre AL y el 
patrón ful inverao para al bioq IV. 

El grupo de ET!C ae form6 por 2 biog, loa cuales a au vez 

quedaron conformado• por los aub-biogs Ia, Ib y Xl:a, IIb, IIc. El 
tipo de adherencia qua dominó en llTl!!C fu6 la difusa (71.43•) a la 
localizada (2B.57t). 

El tercer grupo de s.coli (otro grupo), quedó formado por tres 
bi09>;UPºª' el bioq I como1 Ia- Id y el II COlllDI IIa, IIb. El tipo 
de adherencia que predominó en todo el grupo fu6 la difuoa ( 62. 71') 

a la localizada ( 37. 29'). Sin embargo, el patrón fu6 variante entre 
loa biogrupoa 1 l!n el bioq I dominó AD sobre AL mientras que en el 

bioq III aólo AD1 para al aub-biog IIb dominó AL aobre AD y on el 
IIa el patrón fu6 invereo al Qltimo aeftalado. 
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Vlll. DlSCUllOll Y COICLUllOllBI. 

El diac¡n6atico de la infección causado por EPEC, ha sido 
costoso y tardado;· lo cual ha estimulado al estudio de mátodos 
bioquimicoa para su dot;ección. Esto ha llegado a ser posible 
mediante el micromátodo bioquimico, a travás del cual se han 
identificado diferente& biotipos de EPEC ( 21). En adición, Okerman 
y col. (45) en un estudio realizado con cepas de BPBC aisladas de 
conejos, moatr6 una correlación entra el biotipo, aerotipo y cepas 
pat6genae. De ah1 la importancia de la e•tandarizaci6n de eate 
micrométodo para la identificación de EPEC, dado que la infección 
que esta produce ea muy frecuente en nit\oa menare• d~ cinco af\oa de 
edad (12, 15, 35). 

El Microm6tcdo INNSZ fu6 diaeftado para la identificación de 
aislamientos de Enterobacteriaa, con el objeto de •uatituir a la 
bioquimica convencionalJ ain embargo, fu6 precisa au validación 
para usarlo como herramienta de rutina en la identificación de 
especies de importancia m6dica. Poateriormente este microm6todo fu6 
eatab1ecido para el reconocimiento de cepas da EPEC que ae 
asociaran a cuaaros diarr6icoa. La validación de1 microm6todo hizo 
necesaria su estandarización m6.a preciaa, dado que 1ae prueba• y 
condiciones de trabajo para au realizaci6n diferian a las ya 

anteriormente establecidas (tabla 2.) 

El material de eoporta para loa euatratos fu6 modificado (l'ig. 
A). se emplearon microplacas de 96 pozos para !!LISA. y aólo para la 
prueba de .ONPG unos microtuboa 1iailarea a loa diaeftadoe por Giraud 
y col.(21)1 e1to debido a que el producto final de dicho ouotrato 
ea vol,til al aer metabolizado, lo que perm.itia la contaminación da 
loa otro• auetratoa adyacentes cuando 6ate se encontraba en la 
miama microplaca, evitando de esta manera una buena 
reprcdupibilidad en la interpretaci6n de loa resultados. 
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!'armar et al. , Koneman y Mac !'addin ( 16, 31, 3 7 ) reportan que 

la identificación bacteriana depende en gran parte de 11u 
metabolismo y la pre•encia de alqunaa enzimas qua puedan ser 
detectadas en medios eapecialea cuando actO.an hidrolizando el 
sustrato, lo cual ~.ª evidenciado por la presencia del cambio del 
sistema indicador. Bato augirid que laa condicionea del medio deben 
ser favorables para el desarrollo de la bacteria, lo que ocaaiond 
la realizacidn de alguna• modificacionea en la concentración de 

componentes de algunos auatratoa (ADB, LDC, OREA, OHPG y MAL) I 

obteni6ndoa• de eat&. manera una .reacción bioqu.laica mi• evidente a 
diferencia de la d6bil previamente descrita, y una mejor 
visualización e interpretación de loa reaul t&doa en estas pruebas. 

De las modificacionea realizada• al Hicrom.Atodo :CNNSZ, se 
implementaron algunoa carbohidrato• que aon1 Celobioaa, Dulcitol, 
Lactoaa, Salicina, Sorboaa y D-Xi.loaa, con el prop6aito de tener un 

mayor nG.mero de pruebaa pr••U11Ptivaa c¡Ue permitieran la 
biotipificac16n precilla del grupo de ~.coli. 

La validación del Hicrom6todo INNSZ, aa refiere a la capacidad 

de éste en evaluar las diferente• prueba• que permitan cl~aificar 

los diferentes grupos de 8.coli, con mayor enfaaia la• del grupo de 
EPEC. Por ello· ae procedió a comparar el. "J!:atandar de Oro• 

bioquímica convencional o MacroMtodo veraue Microm6todo, 
obteniéndose una alta reproducibilidad, sólo para loa auatratoa 
comparable• (tabla 3.) 1 ain embar90, en el caao da la prueba de 
indol se presentó una desventaja, debido a que en el macromátodo en 
el tubo para la prueba au detecta adeala la cteacarboxilación de la 

ornitina, lo que produce acidificación en el medio y probablemente 
influya en la detección y viauali•aci6n del indolJ en comparación 

con el microm6todo, •ate a6lo detecta la producción de indol y no 
asi la deacarboxilaci6n de la ornitina, lo que permite que esta 

prueba sea altamente ••pacifica. Ea importante considerar que las 
prueba• del Microm6todo ofrecen reaultadoa m6a r4pidoa que el 

Macrométpdo, ea decir, la mayoria de loa sustratos son 
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metaboliaado• en menor tiempo, dando resultados falaos positivos si 
la lectura •• realiza deapu•• de •e hrs de incubación ( 9, 9, 16, 
17, 37). Mac Faddin (1'84) y Farmer :i:n et al. (1991). reportaron 
que en la bi~~imica convencional la• reacciones de 

deacarboxilación de amino&cido• puedan ·preaentar•• a lu 4 e hra. o 
m&s de incubación en al911naa eapecies, lo cual ere~ una 9ran 
ventaja del microm6todo al macrom6todo en cuanto al tiUtpO para la 
interpretación e identificación del microorganiamo. 

La Raproducibilidad aeglln Guerrero 1990 (25), oe refiere a la 
tendencia de producir.reaultado• id6ntico• en el mi.amo aujeto o en 
las miamas condicioneo. Aa!, la reproducibilidad del microm6todo 
J:NNSZ modificado con la• prueba• adioionalea fu6 evaluada mediante 
la reali zaci6n de trea enaayoa con cepaa prototipo en diaa 
diferentes y se obtuvo una alta reproducibilidad (B;I. BPBC, lt.coli, 
klebsiella pneumonlae, salmonella •P·, raraJ.nla enterocol.ltica. 
tabla 4.). Se observó en las cepaa un patrón bioqu1nlico conatante 
propio de su géinero y oapecie de acuerdo .a lo reportado por Farmer 
III et al.(16,17); •in embargo, la• cepa• ~ Proteu• •P• 
presentaron una variación mínima en au patrón bioquimico, lo cual 
puede atribuirse a que en una adema eapecie puede variar la 
reacción metabólica ante un determinado •uatrato ba•ado en lo 
reportado por Farmer III et al. (16, 17) 1 adem.l•, ea preciao 
considerar loa diferente• •ubcultivo• de la cepa, ae •abe que 
pueden influir en su metaboliemo. Bn laa foto9rafiaa I, II, III y 
rv, se obeerva la claridad d• la• reaccione• y el patr6n metabólico 
que presentaron l .. cepae prototipo anteriormente mencionad••· 

La variabilidad interobaervador para la interpretación da las 
pruebas fu~ mínima, ae obtuvo de un O.JOt de lectura• diacordantea 
en comparación con un 99.71 de concordante•; lo cual indica que el 
Microtn6todo INNSZ modificado ea altamente reproducible en au 
interpretación en la utiliaaci6n de lo• auatratoa. 
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Ea importante considerar que para la identificación del género 
de B. coli con el micrométodo INNSZ ya eatandarizado y modificado, 
se establece que aólo 15 auatratoa fueron lo• necesario•, ya que 
permitieron la diferenciación entre los grupoa de B. coli 

eatudiadoa (tabla 1.~) 1 6ato fu6 confirmado mediante la prueba de 

X1
1 la cual muestra que la identificación de loa 9rupoa depende del 

austrato empleado (tabla 5.). De eata manera se confirma que la 
biotipificaci6n, agrupación de cepa• con un patrón bioquímico 
similar, y au an&li~ia permite eatablecer una mejor interpretación 
de la variación de laa caracter.laticaa de la identificación que 
puedan asociarse con los mecanismos de virulencia de las cepas, 
tales como adherencia y/o la producción de toxinas (21 1 48, 52). 

De loe sutratoa O.tilas en la diferenciación de grupos de B. 

colí , la rafinosa, aacaroaa, aorbitol y ornitina presentaron una 
diferencia significativa (tabla 6.), ya que permitieron la 
diferenciación de loa 9rupoa BPEC y BTEC no ••1 con el otro qrupo 
de B. coli. Estoa sustratos coinciden con loa reportado& por Giraud 
(1988), quien estudió la biotipificaoi6n con cepas de EPEC; sin 
embargo, la información ea taabi6n aplicable para cepas de ETEC 
dado que pertenecen al mismo q•nero y eapecie 1 pero se diferencian 
en su biogrupo y au• diferento8 mecaniamos de patogenicidad. 

La.s asociaciones de la• cepas mediante el an6liaia de 
similitud representado por fenograaaa tu• una herramienta 
complementaria para la biotipificación, debido a que ae 
establecieron los bioqrupo• y aub-biogrupoa formadoa en lo• grupos 
B. coli. inicialmente eatudiados (ver fi9. 1, 2, 3)J lo cual nos 
permitió asociarlo• con el t.lpo de adherencia preaentado para cada 
uno de ellos. 

En el an&lisia de asociación de lo• sustratos de mayor 
utilización por la población da~. coli (fic¡. 4), se mueotra que 
exi•te una estrecha a•oclaci6n de la rafino•a con la aacarosa, que 
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a au ves ambas ae asocian con la ornitina y la ar9inina1 loa tres 
primero• auatratoa aon loa que permiten diferenciar el grupo de 

!!PEC y ETEC, mientras que el aorbitol ae encuentra conformando otro 
grupo. El adonitol no aa aaocia a ninqOn grupo eapecifico, por lo 
que puede ser corisiderado de importancia limitada para la 
identificación del género estudiado. 

Finalmente se determinaron algunos patronea metabólicos para 
los diferentes bio9rupoa y aub-biogrupo• formadoa (tabla 7.), 

bas6ndonoa en 108 eatudioa realisado• por Giraud en el 
establecimiento de biotipoa (21). De loa 15 auatratos utilizados 
para la formación de loa biog., 8 (RAP, RAM, SAC, SOR, ODC, CEL, 
DUL y SORB) fueron 100• i9ualam a los eatablecidoa por Giraud1 al 
igual que 8 (ADON, CEL, DUL, RAP, RAM, SALI, SAC y XIL) utilizado& 
por Win9 Cheon9 Yang et al. ( 1988) en un eatudio qua realizaron 
biotipificando cepas de ETEC aaociandoloa con virulencia (52). 

La capacidad de adherencia a un tejido or96nico particular 
favorece a las bacterias que colonizan loa tejidos animales o 
vegetales, dado que la• c6lulaa hoapederaa auminiatran los 
nutrientes orqAnicoa y presentan laa condicione• f1aicaa neceaarias 
para el crecimiento bacteriano, de aquí, la illportancia da la 
adherencia en ei' exito biolóqico de laa bacteria• patógenas, cuya 
prevención podr!a constituir un modo eficaz de combatir la• 
infecciones bacterianas. !!atudioa realizados por al9unoa 
investigadores han moatrado que la adhesión de la bacteria a la 
mucosa es un factor importante en la pato96nesis de EPEC. Aai, loa 
\'.inicos marcadores de virulencia de aataa cepaa demostrados aon la 
producción de citotoxinaa (ailllilar a la Shi9a y la toxina Vero) y 
la adherencia a células BEp-2. La asociación de loa biotipoa 
relacionados con cepaa aialadaa da mueatraa aintom6ticaa y 
aaintomlticae, y ensayos da adherencia a c•lulaa HEp-2, de una 
forma apoya el concepto propuesto por Kauffman y Orskov desde hace 
mucho• aftoa, que la• cepa• de :8. coli enteropat69ena corresponden 



a biotipos. M4a tarde, Orakov quien ha estudiado a EPEC y aua 
ant1c¡enoa B y o, propuao la posibilidad de predecir eataa cepas 
medien te sencilla• prueba• de fermentación, y de ea ta manera lograr 
diferenciar por patrones de fermentación los aerotipoa de BPEC. 

En base a los estudio• realizado•, cada uno de los biog. y 
aub-bio9. fueron asociado• con el tipo de adherencia que 
preaentaron, obteniendo•• el dominio de la adherencia difuaa a la 
localizada en toda la población estudiada. 

En los bioc¡. de EPEC, el tipo de adherencia que predomina es 
la difusa a la localizada, sin embarqo, en el sub-biog. XV 

predomina la adherencia localizada. Bn el grupo de ETEC la AD se 
preaenta con mayor frecuencia y en el 9rupo no BPBC no ETEC exiate 
una variabilidad en los patronea de adherencia, dado que en los 
bio9. I y IXI predomina AD, y en el biog. z:z: la AL sobre AD como el 
sub-biog. I:Ib, y el IIa con un patrón illverao. LO anterior sugiere 
qua posiblement.a loa diferentes patronea de adherencia ae asocian 
a un biog. como lo ha reportado Giraud ( 21) o con alqunoa aerotipoa 
de BPEC como lo propuao Orskov (12,52), lo que nos induce a pensar 
que el metabolismo de dicha bacteria preaenta aaociaci6n a 
estructura• auperficiales que 611ta preaenta involucrada• en la 
adherencia. 
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1. U IDU'rlPICJICIO• llAC'ZDIAll& l'Oll BL ICI~ ID&:I 'r BL 

KAcallllS'rODO PUS U MlllA. 

Z. llL MI-DO IDH PUSSftO llllA ALTA UPllODUClaILIDAD U 

TODOS LOS D&&rOS UALISADOS. 

3. llL MlcaoMftODO H•H MODIPICAllO Plllll8Sft0 YmAJU AL 

COMPJlllAIUlll co• 11L llACllQllftODO CClllO B0111 

a) llL .-O D• SUSl!DWS QUll 811 Pll~ U M&l!Oll 

o) LOS ·-PUSDD -· D NM""DalCI- l'Oll 
PDI- DI: 6-IZ 111111118, D llSPACIOS IUllUCI-. 

'· l'Oll llL ICICllOMft'ODO IDSI llODIPICAllO 811 llllQUll:llD DI: 15 

llUftlLUOS PAllA u IDU'rlPICJICIOll DllL amao DI: •• coU. 1 

Moaltol, CelollloH, Dulcltol, Lacto••• lleflDOH, 
a-oea, ••o•ro•a, aaliciaa, aorb.ltol, •orboaa, Z:ilo•a, 
Arirlalaa, Llalaa, Oraltlaa 7 -· 



5. EL U8ULTADO DS llOLO • - PU&DS A'IVDUl D LA 

D1nanciac10• mu :LO• - a ..ser me, ums ao•1 
Raf iaoaa, &aaaroaa, llorbltol 7 Orni~iaa. 

1. EL MllTODO DI: CLUB'ftlll ~ •.1111& AGlllllPllll LAll CSl'U DI: 

•.aou. •SlllU!UO ._. - - - .. ll:PllC, DOS -
me r ftll:B a ., use, 110 lftllC. 

1. LA PltEBUeltA DEL PAftOll DI: IUlllDDCltA D%PU80 U LAll CllPAS DI: 

•He PllllllU!HO UllA COllllELAC%09 -- C011 8U8 8%00SUP08 %, 

n r in. 

8. LA IDllll"21PICACIOll D• r.aa CSl'U - use UHLUllllDOH EL 

IUe- IDH llODIPIC&llO llSCS91B ssa COMPJUlADO COll LA 

8DarlHPICAC%OB. 

57 



IX. APEHl>ICE • 

COllPO&lCIOM Y PllBPAllACIOM D• LOS IUl'l'llA'r08 810QUDIIC08 
DU.Ml-lJlllllS. 

La prepa.raci6n de los sustrato• ae realiza en condiciones 
as,pticae, usando material previamente eater~lisado. 

PSltNDfrACIOM' DS caaac>alDu.208 (&DOM, ua,cm.., DUL, aw, 1•0•, LAC, 
M&a, llU, llAICll, IALl.C, llAC, IOa, llOUS, X:IL). 

Component••• 

Peptona (Difco Laboratoriea) 
Cloruro de Sodio (NaCl)(J.T.Baker) 
Foafato dibA•ico de Potasio (J.T.Baker) 
(lt1BPO,) 
Carbohidrato (Sigma Chemical Company) 
JUul da Bromotimol (SIGMA) 
PBS ( Buffer de Fo•fatoa) 

l:nterpretaci6n: 

Reacci6n (+) 1color amarillo canario. 
(-) icolor original az61-varde. 

Preparaci6n1 

1.0 gr. 
o.s gr. 
0.003gr. 

2.0 gr. 
O.OOBgr(0.53ml). 
10 ml. 

-Pe•ar correctamente cada componente de la baae y diaolverlo en el 
PBB , ain el indicador. 

-calentar auavemente haeta ebullición. 
-rria la baae, añadir el carbohidrato deaeado, aqitando haata 
di•olución. 

-Aju•tar a pe 6.9- 7.1. 
-Adicionar el indicador a la aolución y homogeneizar completamente. 
-Eatarilizar por Filtración. 

Notas El Duloitol hay que diaolverlo junto con la baae en baño 
de agua a 1oo•c. Bn caso de no diaolvarse, aplicar fuego 
directo sin exceder el tiempo d• exposición. 

-vaciar 10 µl/pozo de la aolución en la• mi.croplacaa aat6rilea lo 
mi• pronto posible para evitar la precipitación del indicador. 
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Lieina Deecarbosil••• (LDC) . 

Componente•z 

Peptona 
Extracto de Levadura (Difco Laboratorie•) 
Foafato Piridoxal (SXGMA) 
Glucosa ( BXGMA) 
Rojo de Fenol (SXGMA) 
L-Lidna (SXGMA) 
PBS 

Ornitina Deacarboxil••• (ODC). 

Componente•z 

Peptona 
Bxtracto de X..Vadura 
Foafato Piridoxal 
Glucoea 
Rojo de Penol 
L-Ornitina (BXGMA) 
PBS 

Ar9iniaa Deabi4ro1Ha (AD•). 

Componentee 1 

Peptona 
Extracto de Levadura 
Foafato dib,•ico de Sodio (J.T.Baker) 
(Na,HP04 ) 

Gluco•a 
Rojo de Penol 
PBS 

o.s 9r. 
o.s 9r. 
O.OOOS9r 
o.s 9r. 
o.00129r 
2.0 9r. 
10 mi. 

o.s 9r. 
o.s 9r. 
o.ooos9r 
o.s 9r. 
0.0069r• 
2.0 9r. 
10 mi. 

o.s 9r. 
o.s 9r. 
l.O 9r. 

o.os 9r. 
o.002,9r 
10 mi. 

Xnterpretación para la• tre• prueba• con aalno6cido1 

Reacción (+)1pre•enta un color naranja inten•o a violeta. 
(-)acolor ori9inal, amarillo canario. 
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Preparaci6n1 

El procedimiento ae r-lisa para cada amin0Acido1 
-Disolver en PBS la baae por calentamiento •uave. 
-Pria la aoluci6n, agregar el amino&cido y la qlucoaa agitando 

continuamente. 
-Ajustar a pB 6.8 la •olución con Arginina y la de Liaina1 

y a pB 6 la aoluci6n con ornitina. 
-E•terilbar por !'iltraci6n. 
-vaciar 10~1/pozo de cada aolución en aua respectiva• microplacas 
eat6rilea. 

!'BHILALUIIO-Deaaiaaaa (PDA) • 

Componente• & 

!'enilalanina (SIGMA) 
Extracto de levadura 
HaCl 
NaallPOt· 
PBS 

Xnterpretaci6n1 

0.2 qr. 
0.3 qr. 
o.5 qr. 
0.1 qr. 
10 ml. 

Para revelar la reacción se aftadirAn 1 6 2 gotas de 
Cloruro P6rrico (Fecl,) al 40• en el micropozo. 

Reacción (+)&precipitado verde obacuro. 
(-) 1no cambia el color del reactivo (amarillo). 

Preparaci6n1 

-Diaolver todos los componentes en PBS por calentamiento suave. 
-Ajuatar a pH 7.3. 
-Baterilizar en Autoclave a 121ºC/ 15 Lb de preai6n/ 15 aún. 
-vaciar 10~1/pozo de la solución en las microplacaa. 

•aoDUCCIO• DB IllDOL (IllD), 

Componentea1 

Triptofano (SIGMA) 
HaCl 
Peptona 
PBS 
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0,4 9r. 
0.5 9r. 
0.5 9r. 
10 ml. 



Interpretaci6n1 

- Para revelar la reacción se añadir4.n 1 6 2 gotas del reactivo 
de Kovac'a al micropozo. 

Reacción (+)1el reactivo vira de verde-amarillo a violeta. 
(-) 1ain cambio. 

Preparaci6n 1 

-Diaolver loa componente• en PBS calentando auavemente, en caso de 
no disolverae completamente, poner a fuego directo no excediendo 
la expoaici6n, para evitar ae evapore la aoluci6n. 

-Ajustar a pe 7.4 
-Eatarilizar en Autoclave a 12lºC/15 Lb/15 min. 
-Vaciar en laa microplacaa, 10 µl/paao, manteniendo caliente la 
•olución en bafto maria. · 

HDllOLllll D& DCULUIA (l:RC) 1 

l!•culina 
Citrato P6rrico (J.T.Bakar) 
Citrato de Amonio (J.T.Baker) 
HaCl 
ll:aBPO• 
PO•fato monob'8ico de Pota•io (J.T.Baker) 
(lltR,P04 ) 

PBS 

Interpretaci6n1 

Reacción (+)1l!ne9recillliento del medio. 
(-)1ain cllDll>io (verde claro). 

Preparoaión1 

-Peaar loa componente• exactamente. 

0.5 11r. 
0.0259r. 
0.025gr. 
o.e gr. 
0.01 gr. 
0.01 gr. 

10 ml. 

-Diaolver en PBS calentando auav ... nte hasta ebullici6n. 
-Ajuatar a pR 7. 
-B•teriliaar por Filtración. 
-Vaciar 10µ1/poao de la •oluci6n en laa microplacaa, manteniendo 
caliente la aoluci6n en bailo maria. 
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PRODUCClOll DS ACIDO •llLPllIDlllCO (•a•) • 

Component.ea1 

Peptona 
Citrato P6rrico 
Citrato de llmonio 
Tio•ulfato de Sodio (Na,s,o,e,01 (J .T.Baker) 
K,BPO, 
PBS 

Interpret.aci6n1 

2.0 9r. 
0.0259r. 
0.0259r. 
o.oe 9r. 
0.01 gr. 
10 ml. 

Reacción (+)1Sa ob•erva un precipitado negro en el medio. 
( - ) 1 sin cambio (incoloro) • 

Preparaci6n1 

-Disolver loa componente• en el PSS por calentamiento. 
-Aju•tar a pB 6.7- 7. 
-Eaterilizar en Autoclave 12lºC/ 15 Lb/ 15 min. 
-vaciar 10µ1/pozo en las m.icroplacaa 

lt&ACCJ:Oll DS UUIUIA (Ullll) a 

Componentea 1 

Gluco•a 
urea (Kerk) 
NaCl 
K,HPO, 
Rojo de Penol 
PBS 

Interpretaci6n1 

0.1 9r. 
2.0 9r. 
o.s 9r. 
0.2 9r. 
0.0024 gr. 
10 ml. 

Reacción (+) 1preaonta un color rojo a violeta. 
(-)acolar original , amarillo canario. 

Preparac16nr 

-Di•olver 101 componente• de ia bue en PBS, calentando •uaveraente 
ha•ta ebullición. 

-Fria la aolución, adicionar la urea, la glucoaa y diaolvarlaa 
complet-nte. 

-Ajuatar a pe 6.8. 
-Bateriliaar por Filtración y vaciar en la• microplacaa 10µ1/pozo. 
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RBACCIOR DI: VOOBS-PROHIUID (VI') • 

Componentes i 

Peptona 
Glucoaa 
lt2BPO• 
PBS 

Interpretación de prueba VP1 

0.7 c¡r. 
2.0 c¡r. 
0.5 c¡r. 
10 ml. 

Para revelar la reacción •• aftadir& 1 gota de KOH al 40t y 1 
de a-naftol al 5\,Eaperar 15-20 min. 

Reacci6n (+) rcolor rojo en la superficie del medio (presencia 
de aceto!na) 

(-)•superficie del medio incolora. 

Preparación a 

-P••ar y rehidratar con PBB la baae. 
-calentar suavemente ha•t• disolución. 
-Adicionar la 9lucoea y diaolver. 
-Ajustar a pH 6.9 
-Esterilizar por filtraci6n y vaciar en microplacas 10 µl/pozo. 

IJ'rILIHCIOR DS CITll&!l'O (CH!) , 

Ccxaponentea1 

Citrato de Sodio (J .T.Baker) 
Gluco•a 
Extracto de Levadura 
Ciate1na (monoclorhidratada) 
ltR2POt 
Kacl 
Sulfato de Hac¡nasio(J.T.Baker) 
(Hc¡SO,) 
AaOl de Bromotiaol 
PBS. 

o.e c¡r. 
0.02 c¡r. 
0.05 c¡r. 
0.01 c¡r. 
O.l c¡r. 
0.5 c¡r. 
0.02 c¡r. 

o.oz c¡r(l.Jml). 
10 ml. 

Interpretaci6n1 

Reacci6n da alcalinidad 
de acidez 

(+)1color azOl prusia intenso. 
(-) rcolor verde. 
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Preparación de CIT. 

-Disolver loa componente• sin el indicador en el PBS, por 
calentamiento •uave hasta di•oluci6n. 

-Aju•tar a pe 6. 
-Adicionar el indicador y homogeneizar la •oluci6n. 
-Baterilizar en Autoclave a 12lºC/ lSLb/ lSmin. 
-Manteniendo caliente la aoluci6n, vaciar de 6ata 10µ1/pozo en las 
microplac-. 

ll'HLIIACIOll DI: ~ (MAL). 

Componenteaa 

Malonato de Sodio (SIGMA) 
Glucosa 
Bxtracto de Levadura 
Sulfato de Amonio ( (HB,),SO,) (J .T.Baker) 
11,BPO, 
IUl1POt 
NaCl 
AJIQl de Bromotilllol 
PBB 

Interpretaoi6n1 

º·' gr. 0.25 gr. 
O.l gr. 
0.2 gr. 
o.o& gr. 
º·º' gr. 0.2 gr. 
0.003gr(0.20ml) 
10 ml. 

Reacción d• alcalinidad 
de acidez 

(+)1 color azdl claro a intenao. 
(-)1color verde claro a amarillo. 

Preparacidni 

-Diaolver loa componente• ain el indicador en el PBS, calentando 
auav-nte. 

-Ajuatar a pB 6.6 
-Adicionar el indicador y homogeneizar la aoluci6n. 
-Baterilisar en Autoclave a 12lºC/ 15Lb/ 15m1n. 
-vaciar 10~1/pozo de la aoluci6n en la• microplacas, lo mA& pronto 
poaible para evitar ae precipite el indicador. 

asouccxo• D• •IlrllATO <•IT). 

Componentea 1 

Bxtracto de carne (GIBCO Lab.) 
Peptona 
Nitrato de Pota.io (11,NO,) (J.T.Baker). 
PBB 

6, 

0.3 gr. 
o.s gr. 
O.l gr. 
10 ml. 



Interpretaci6n1 

Para revelar la reacci6n , ae &ftadir&n 1 gota del reactivo A 
y 1 de B para KIT a cada microposo. 

Raacc16n (+) 1coloraci6n de rojo a cobriao. 
(-)1no c..U.io de color. 

Preparaci6n1 

-Pe•ar todo• loa c01DPQnente• y diaolverloa en e1 P8S por un •uava 
calentudanto. 

-Ajuatar a pe 7. 
-Batariliaar en Autoclave 12lºC/ 15Lb/ 15111n. 
-Vaciar lOpl/pozo de la aoluci6n an lea aicroplecu. 

Ccaponentea 1 

A) Boluci6n Olll'G 
O-nitrofanil-8-D-c¡alactopiranoddo (OHPG) 
Iaopropylthioc¡alactopiranoddo (J:TPG) .... 

B 1 Ac¡ua peptonada 
Peptona 
llaCl 
PBS. 

:tntarprataci6n1 

Reacción (+) t color -.:illo 
(-1 • incoloro. 

Preparaci6n da OllPG. 

0,6 c¡r. 
O.OOBc¡r. 
10 .. 1 • 

Preparacion de la bue o ac¡ua paptonadar 

-Diaolvar por calantalllianto loa C011pOnantea en al PBS. 
-Ajuatar a pe 8 -8., 
-servir durante 10 m1n ••uav ... nte•, evitpdo evaporacicSn exce•iva. 
-Dejar enfriar la aoluci6n y ajuatar al pe a 7.2- 7,, 

Praparaci6n de la aoluci6n OKPGr 

-Dimol ver el OllPG en 7, 5ml de PBS, calentando a ballo maria y 
a9itando conatantemente, en ca•o de no ceder, calentar a fu990 
directo con precaución hasta aclarar la aoluci6n. 
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Ea recomendable no exceda la ••tancia a fuego directo, ni ua.r 
6cido• o beme• pmra •u di•oluci6n. 

-Agregar el 11'PG previamente di•uelto en el P8S r .. t:anta. 
-B•t:ando aCln caliente la •oluci6n OllPG, mescJ.erla inmediatamente 
con la •oluci6n peptonada 3 parte• pcr lo 

ONPG 
Bol. P•ptonada 

2.5 al 
7.5 ..i. 

y ajustar a un pB final de 1.0 
-B•terilisar pcr Piltraci6n. 
-Manteniendo calienta la •oluci6n an bello maria, vaciar rapi-nte 

101'1 da A•ta en tubo• de an•aya da lial., pmra evitar H precipite 
la •oluci6n. 

MOTA• 
TOdoa loa auatratoa vaciado• en las microplacaa y en loa tubos 

pe:quefto•, dllber6n quedar •n el fondo da1 pozo, evitando la 
illpre9naci6n del auatrato en laa paredea. 

ll01uci6a salina revuladora da Poafatoa ( ... ) utllha4a para la 
preparacl6a da cada auatrato. 

HaaHPO. 
Ha81PO• 
6 llae,PO •• e,o 
Ag\la i!Hionizada cbp. 
Concantraci6n1 0.1 M. 

pB1 7.0 

9.9386 gr. 
3.9272 gr. 
4.5264 9r. 
l lt. 

~lV'Oa PAiia asvsLAll LAa llSAl:Cl-. 
(Praparaol6a •avll• Meo Paddia ~ Gerlbard,ltll). 

Reactivo de ~ovac'a para la prueba de XHDOL. 

COllpOnent••s 

p-Dillatilaminobanaaldehido (Marck) 
Alcohol laoaailico (J.T Baker) 
Aoido olorhidrico (BCl)(J.T Baker) 

Preparaci6n1 

3.0 gr. 
75 ml. 
:zs al. 

-Diaolvar al aldehido en al alcohol a SO - 55•c. Adicionar 
lent ... nt• el 6cido. Pinalmant• vaciar en un fraaco ambar 
rotulado, y conaervar en refri9araci6n. 
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Reactivo• para la pruaba de NITRATOS. 

solución A1 

a-naftilamina (Karck) 
Ac. Ac6tico SN (J.T Bakerl 

Praparación1 

0.5 9r. 
100 al. 

Disolver el a-naftilaaina en •no• de lOOlll de Acido por medio 
de un •uave calent-.lento, ya di1uelto, adicionu el r:e•tante 
leido. Filtrar la •olución y guardarla en un fraaco ulbar 
previamente rotulado. 

Solución 81 

Ac. Bulfan1lico (J.T Bakar1 
AD. Ac6tico 511 

Preparaci6n1 

o.a 9r. 
100 al. 

Diaolvar al Ac. aulfan1lico en .. noa da 100.l d• leido 
ac6tico, ya diaualto, adicionar al Acido aobranta y vaciar en 
un fra•co aabar previ ... nte rotulado • 

.. activo para la prueba PDA1 Cloruro f6rrico (PeC111 al 10 t. 

Component••• 

PeC11 (J.T Bakarl 
BCl 
B,O daatilada c.b.p. 

12 9r. 
2.5 .1. 
100 •l. 

Pr11paración1 

ROTA1 

Di•olver el F.Cl1 en el avua deatilada, adicionar lentamente 
al Acido. Vaciar en un fraaco ambar rotulado y guardar en 
rafri9aración. 

La• reaccionea deben interpretar1e inmediatamente deapu•a de 
a9r99ar el raapactivo raactivo de la prueba ( excepto para VP, 
••parar 10 .in. l 1 dado qua el color producido •• inaatable y •e 
deavanac• rApidamenta. 
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a)A&Gl da BraaotiDol (AllT) (S:tClllA). 

Solución •tock al 1.st. se di9ualven 0.15 gr. da ABT en 10 ml 
de alcohol etilico ab•oluto o al 96t y •• ••teriliza por 
filtración. Guardar la •olución en refrigeración. 

b)Rojo de P•nol(Merck). E•te aa di•u•lva en el PBS da la •ol.uci6n. 

Tabla.%. caracteri•tica• de lo• indicador••. 

1 COLOR 1 
IllDICAOOR RAllGO DB pB. ACIDO ALCALillO 

AllT &.o - 7.6 Amarillo AZGl 

lllOJO 011 IPBllOL 6.8 - 8.2 llllarillo Rojo-violeta 

LO• Ml:todoa de eaterilisación utilizado• para loa au•trato• y 
el material ea:pleado fueron1 

a) B•t•rili•ación por filtración• •• utilizaron filtro• de 
p1'•tico (•vinex de 251181l. tipo BAI Bedford llA) ••t6ril•• con 
_.,rana• (millipora) cuyo poro ara de 45 µm da dUmetro. En 
condicione• aaApticaa •• filtraron cada uno de loa auatratoa. 

b) E•terilbación en Autoclave• E•capa lento a 121 •e, 15 
Libras de presión, durante 15 minuto•. 

Laa aicroplacaa y laa puntaa para vaciar el auatrato y la 
auapenai6n bacteriana, •• eaterilizaron por gas (6xido de 
atileno). 
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PRUBBllll 

CARBOBIDlltATOS 

ADB 

LDC 

ODC 

UREA 

!'DA + Reac. 

IND 

llSC 

e.e 
VP + Reac. 

CIT 

MAL 

HIT + lteac. 

ONPG 

ESTA 
SALIR 

TABLA DE LECTURA • 

RZACCIOHllS I N T 11 R P R 

POSITIVO 

PlllRMllllTACIOH Amarillo 

DllBCARBOXILACIDll Rojo o 
Naranja 

DllBCARBOXILACION Rojo 

DllCARBOXILACION Rojo 

BIDROLISIB Rojo 

DISAllINACIDll Verde ob•curo 

PRODUCCION DE Anillo Rojo 

BIDROLISIS Neqro 

PROOUCCION DI! Nea ro 
JICIDIPICACION Roa•- Rojo 
ASIHILACIOll Aslll 

ASIHILACION Aslll claro 

RllDUCCION DI! Rojo- caf6 

BIDROLISIS Amarillo 
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TESIS 
DE LA 

NO DEBE 
BIBLIOTECA 

liTACION 

HllGATIVO 

Aslll 

Amarillo 

Amarillo 

Amarillo 

Amarillo 

Amarillo 

A. Amarillo 

Verde claro 

X neo loro 
%ncoloro 

verde 

Amarillo 

-rillo 

'Incoloro 



PRINCIPIOS DE LAS PRUl!llAS BIOQUIHICAS. 

Prueba• de Fermentación de los hidrato• de carbonos Determinar la 
capacidad de un or9aniamo de fermentar (degradar) un hJ.drato 

::od~:f~d~ ,:;¡:c;ff~fdo 1c00°:r.:8:f.1bª1e '::1!n ~C:n.~:;~~~ 
caida de pH. 

Pruebas de De•carboKilaaaa1 Ar9lnina, Liaina y ornit.inas Medir la 
capacidad ensi.D&tica de un organismo para deacarboxilar un 
amino&cido para formar una amina con la conaiquiente 
alcalinidad. 

Prueba de la Fenilalanina-deaamina•a1 Determinar la capacidad de un 
organimmo de deaaminar la fenilalanina en &cido fanilpir(lvico 
por au actividad enzim6.tica, con la conai9uiente Acidez 
resultante. 

Prueba de Indol 1 Determinar la capacidad de un ar9aniamo de 
desdoblar al indol da la mol"'1Jla tript6fano. 

Prueba de Eaculinaa Determinar la facultad de un or9ani-..o de 
hidrolizar el 9lucoaido eaculina en eaculet.ina y 9lucoaa. 

Prueba de producción de Acido •ulfhidricoa Determinar ai •e ha 
liberado H1S por acci6n enzimltica en lo• am.inoAcido• que 
contienen azufre produciendo una reacción vi•ibl• color negro. 

Reacción da la Ureaaa: Determinar la capacidad de un or.,aniamo de 
deadoblar la urea, formando doa rao16cula• de amoniaco por 
acci6n de la enaima ure•••· 

Prueba de la Jl-9Íllacto•idaaa1 ~•trar la preaencia o la au•encia 
de la enzima Jl-galactoaidaaa utilisando el compuano or96nico 
o-nitrofanil-Jl-D-galactopiran6aido (OllPG). 

Reacción de Voqea-Pro•kawer 1 Deterainar la capacidad de alc¡unoa 
organiamos c!.e producir a partir de la fermentaci6n de la 
9lucoaa un producto final neutro, el acetilmetilcarbinol 
( acetoina) • 

Prueb~i::!t~i~~:,ºªa:-;:~:~:id:" :~::;:m;~~ º!ra~:a:i~!!:~ 
provocando alcalinidad. 

Prueba del Malonatoa Determinar la capacidad de un orc¡aniamo de 
utilizar malonato de aodio como dnica fuente de carbono, con 
la conaiguient• alcalinidad. 

Prueba de Reducción de Hitratoaa Determina.r la capacidad de un 
or9_aniamo de reducir el nitrato a nitrito o nitr6geno libre. 
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