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En la accualidad en algunos laboratorios clinicos mexicanos
utilizan equipos miniaturindo- para la identificacién de algunos
microorganismos patégenos diarréicos. EPEC es un enteropatdgeno
asociado con las primeras enfermedades diarréicas y continfa siendo
un importante agente causal de la gastroenteritis infantil
principalmente en lo pafses en desarrollo. Sus mecanismos de
patogenicidad estan relacionados a la adherencia a la mucosa del
intestino, importante en la induccién de la enfermedad. Estos
microorganismos son clésicamente identificados por pruebas
serolégicas por sus antigenos de lupox:ﬂciox sométicos (0),
flagelares (H) y capsulares (K); sin embargo, su patrén blogquimjco
parece ser que no ha sido evaluado en la clasificacién de este
grupo, lo que fué motivo de este estudio, el utilizar un grupo de
bioquimicas en un ensayo miniaturizado de un amplio espectro de
informacién que determine las caracteristicass propias de esta
bacteria. Con 1la validacién del Mi dtod se p de:
Biotipificar a EPEC en bage a la utilizacién de los diferentes

carbohidratos y el determinar la aplicucién y reproducibilidad del
mismo.

El Micrométodo esta £ do por un total de 28 sustratos de los
cuales 5 fueron inclufidos en esta modificacién®*: Adonitol,
Arabinosa, Glucosa, Inositol, Manitol, Rafinosa, Ramnosa, Sacarosa,
Sorbitcl, Arginina, Lisina, Ornitina, Penilalanina, Indoil,
Esculina, H,S, Urea, ONPG, Voges Poskauer, Citrato, Malonato,
Nitrato, Celobiosa*, Dulcitol*, Lactosa*, Salicina*, Sorbosa* y
Xilosa*; todos se prepararon con la optimizacién a la técnica
reportada por Giraud en 1987, en microplacas de 96 pozos;
posteriormente los sustratos se liofilizaron y se almacenarcn en
condiciones de desecacién a -4°C.



Se estudié con un total de 140 cepas de E. coll obtenidas en el
Depto. de Infectologfa, pertenecientes a una cohorte de nidos
menores de 2 aflos de edad. Cada cepa fué cultivada en agar Soya-
Tripticasa y ®e incub6é a 37°C / 24h. Se preparS una guspensién
bacteriana en solucién salina esteril para obtener una turbidez
equivalente a 2x10* urc/ml {Ajustando al-estandard de Mc l'ax._'land).
Los sustratos se rehidrataron con la suspensién bacteriana
adicionando 100 pl en cada pozo y con rxepeticién por sustrato-
placa. Se incubaron a 37°C durante 24h. y posteriormente se realizé
dos veces de manera independiente la lectura de las microplacas.
Los datos obtenidos fueron registrados en la computadora smpleando,
1a prueba de X' y el programa de Cluster de SPSS para el anflisis
de los datos; los biogrupos fueron finalmente definidos de acuerdo
a la utilizacién de 15 s 12 bohid y 3 aminofcidos.

La identificacién por el micrométodo INNSE modificado y el
macrométodo fué casi idéntica, con un alto indice de correlacidn
{r= 0.96) al mer comparados. La reproducibilidad del micrométodo ,
fué alta en los diferentes ensayos realizados; en la preparacién de
los sustratos y en la interpretacién de las reacciones bioquimicas.

En el andlisis de grupos,-las cepas de Bl’xc, ETEC y No EPEC,
no ETEC conformaron 4,2 y 3 biogrup P algunos
adem&s presentaron sub-biogrupos. BEn los que pudomino el patrén de
adherencia difusa en células HEp-2; sin embargo, en los biogrupos
IV de EPEC y II del grupo no EPEC, no ETEC la adherencia localizada
se present$ con una mayor frecuencia.

El micrométodo wmodificado 6 di patrones
bioquimicos para E.coli, los cuales permitieron la biotipificacién
mediante el andlisis de Cluster y la asociacién con la adherencia;
ademfs, se identificaron cuatro sustratos: rafinosa, msacarosa,
sorbitol y ornitina, que favorecieron la diferenciacién entre los
grupos de EPEC y ETEC.
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Abreviaturas més empleadas.

ABT: azdl de bromotimol

Ac: Anticuerpo

AD: Adherencia Difusa

ADH: Arginina deshidrolasa

ADON: Adonitol

Ag: Antigeno

Ag H: antigeno flagelar

Ag K: antigenc capsular

Ag O: antigeno somAtico

ARA: Arabinosa

Biog: Biogrupos

Sub-biog: Sub-biogrupos

CFA: Factores antigénicos de colonizacién

CEL: Celcobiosa

CIT: Citrato

DUL: Dulcitol

@”:1 electrones

EHEC: Egcherichia coli enterchemorré&gica

EIEC: X.coli enteroinvasiva

ELISA: Ensayo de i dherencia

EPEC: E.colienteropatégena

ESC: Esculina

ETEC: E.coli enterotoxigénica

FEN: Fenilalanina desaminasa

_GLU: Glucosa

HeLa: Linea celular derivada de carcinoma
de cervix

HEp-2: Linea celular derivada de carcinoma
epidermcide de laringe




IND: Indol

INOS: Inositol

LAC: Lactosa

LDC: Lisina descarboxilasa

LT: Toxina termo-14bil .
Y étodo & Bi {mic {onal
MAL: Malonato

MAN: Manitol

Micro: micrométodo

NIT: Nitrato

RAF: Rafinosa

RAMN: Ramnosa

SAC: Sacarosa

SALI: Salicina

SOR: Sorbitol

BORB: Sorbosa

ST: toxina termo-estable

VP: Voges-Proskauer

X*: Prueba de Chi cuadrada

XIL: D-Xilosa

UrC: unidades formadoras de colonia
(+)1 prueba positiva

(~): prueba negativa
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INTRODUCCION

I. LA PANILIA ENTEROBACTERIACEAR.

Escherichia col'i pertenece a la Familia Enterobacteriaceae, la
cual comprende un grupo heterogenec de bacteries, que presenta las
siguientes caracteristicas: en su mayoria son bacilos Gram
negativos que miden aproximadamente 1.0 a 2.0 x 0.5um; hay
especies méviles y no méviles; crecen en medios con peptona o
extracto de carne sin la adicién de cloruro de sodio u otros
suplementos; son organismos aercbios o anaerobios facultativos que
fermentan la glucosa con produccién de #cido o écido y gas;
presentan la prueba de catalasa positiva y oxidasa nagativa y
reducen los nitratos a nitritos (14,17,29).

Los miembros de esta familia presentan una amplia
distribucién, pues se les encuentra en las plantas, el guelo, el
agua, y como colonizadores del tracto intestinal del hombre y
animales (14,17.31). Algunos son de importancia médica como:
Salmonella sp., Shigella sp., Yereinia sp. y algunos tipos de
Escherichia coli que son considerados patégencs entéricos (16,17);
entre los no patdgenos, generalmente se menciona a Citrobater sp,
Klebgiella gp., Eaterobacter sp., Serratia sp., Providencia sp. y
Proteus sp., los cuales ocasionalmente pueden estar asociados con
casos o brotes de enfermedad y naturalmente pueden desempefiar un
papel patégeno mas activo cuando se localizan fuera del tracto
gastrointestinal. Estas bacterias estan asociadas con muchos tipos
de infecciones en el hombre, incluyend b ' ia,
meningitis, septicemia e infecciones gastrointestinales y del
sistema genitourinario.

La clasificacién de 1as Enterobacterias est& basada
inicialmente en la determinacién de la pr ia o : ia de
diferentes enzimas codificadas por el material genético del
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cromosoma bacteriano. Estas enzimas involucradas en el metabolismo,
puedeh ser evidenciadas en medios especiales usando técnicas de
cultivo in vitro, en los que al sustrato sobre el cual actfian las
enrimas se le incorpora un sistema indicador para manifiestar la
degradacién del sustrato o la preaencin de un metabolito especifico
(16,28,31,37,48).

En la actualidad han ocurrido cambios en la nomasnclatura y
clasificacién de la familia, basados en estudios genéticos por
hibridacién de DNA y caracteristicas fenotipicas, incluyendo
caracteristicas bioquimicas y de susceptibilidad antimicrobiana. Se
conocen 20 génexos y mi&s de 100 especies conformando ‘la familia
(16,17,28,48).

La familia Enterobacteriaceae est& conformada por dos grupos
de baciles: no coliformes y coliformes. Estos (ltimos fueron
descritos por Escherich en 1885 como Bacterium coli commune y Bac,
lactis aerogenes., Estudios posteriores mostraron que mediante vias
fermentativas se podian observar otzo- patrones de maetabolismo,
Asi, las Bacterias cold lor aban la sacarosa y las
Bacterias coli communis (o commune) no lo hacfan; por otro lado
otre tipo de Bacterias coli anaerogenes fermantaban varics
carbohidratos Yy producfan gas. Dentro de este grupo, se
clasificaban los microorganismos de o a la i6n que
presentaban ante cuatro pruebas bioquimicas: Pormacién de Indol,
Reaccién en caldo Rojo de Metilo y Voges Proskauer, y habilidad de
utilizar el Citrato como Gnica fuente de Carbén; pruebas cuyo orden
y denominacién es “INVIC". Estas reacciones dan 16 posibles
combinaciones; donde el clésico bacilo del colon, Escherichia
{Bacterium) cold, presenta un patrén: I(+), M (+), V (=), iC (~);
a dichaa pruebas (6,40).




II. ESCHERICNIA COLI
A) CLASIFPICACION (Deacuerdo Bebergey, 1957 (28):

neiqo t Procaryotae
Divisién: Bacteriae

Familia : Enterobacteriaceae
Tribu ¢ Escherichiaceae
Género : Escherichia
Especie : E. cold.

La Tribu Eascherichiaceae incluye tambidn al género Shigella;
debido a que bioguimjicamente son muy parecidos. Para diferenciarlos
se pueden utilizar medios de cultivo diferenciales tales como: Mac
Conkey y Azul de Metileno Eosina entre otros. 8in embargo, hay
cepas de F.coll fermentadoras lentas de la lactosa y no méviles que
pueden confundirse con Shigella.

Shigella es un gé con pecies bien definidas (Sh.
dysenteriae, Sh. flexneri, Sh. sonnei y Sh.. boydii) y un ntmero
importante de serotipos, este género fué denominado por K. Shiga
quien lo descubrié en 1898. Incluye organismos que causan la
disenteria bacilar caracterizada por célicos, dolor abdominal y
diarrea con moco y sangre (32,40); tienen la capacidad de inv‘ldir
células de la mucosa géstrica, causando su muerte y destruccién en
el intestino. La especie Sh. dysenteriae, es la responsable de los
cuadros clinicos diarréicos con alto riesgo de gravedad.

El género Escherichia tiene una sola especie E.coli,
originalmente denominado Bacillus cold por herich en el
afio de 1885 (§).

E. colli es una bacteria gram negativa aercbia o anaerobia
facultativa, habitualmsnte inocuo habitante del tracto
gastrointestinal del hombre, colonizado poco despues de su
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nacimiento y persistiendo an 61 durante toda la vida, como parte de
la flora normal. Es el procariota estudiado con més intensidad y,
probablemente, la mejor comprendida de cualquier clase de células.
Es importante como indicador de contaminacién fecal en aguas
residuales porque es abundante en heces y resistente a condiciones
ambientales ext:mi, ademés de que puede ser detectada facilmente
con métodos rutinarios.

B) CARACTERISTICAS PISICAS.

Las células de E. coli tienen forma de bacilo, midiendo
alrededor de Zum de longitud y algo menos de lum de dismetro. Se
reproducen asexualmente, dividiendose cada 20 a 30 mfn.a 37°C en
condiciones 6ptimas. Posean pared celular pr a, una a
en el interior de la pared que circunda al citoplasma y un cuerpo
nuclear que contiene una séla molécula de ADN de doble cadena
circular. En E.coli el material genético no esté& rodeado por
ninguna ' istica p en todas las procariotas.
Ademfs de la porcidén principal de ADN en el nucleoide, el
citoplasma de 1la mayoria de las bacterias contiene segmentos
circulares de DNA muy pequefios (Plésaidos), los cuales en la
actualidad son de gran importancia en aestudios bioquimicos, de
ingenieria genética y patogenicidad (33).

La Pared celular de B, coli est& recublerta por una capa o
cépsula de una sustancia viscosa, a través de la cual exponen
estructuras pilosas cortas (fimbrias o pili),importantes. como
adhesinas o sitios de unién de la bacteria a sitios especificos de
la célula huésped; los pili sexuales participan an la conjugacién
en bacterias que contienen plésmidos conjugativos. Las variedades
de E. coli y de otras bacterias moviles, poseen uno o varios
flagelos largos que funcionan como impulsores de ésta a través de
Su entorno acuoso.



Flageln
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Fig.l. Representacién esquemftica de la interaccién entre E.coll y
el tejido hospederc. Estructuras bacterianas que son
consideradas importantes en la patogenicidad. Fe: hierro; ME:
mambrana externa; MC: membrana citoplasmitica; LPS:
lipopolisacaridos. (De Eisentein y col,1989)



1. ESTRUCTURA ANTIGENICA DE LA SUPERFICIE BACTERIANA.

E. coli presenta una estructura antigénica similar al de las

b ias en g 1. La clasificacién de estas cepas por sus
perfiles antigénicop en serotipos, se realiza mediante el uso de
antisueros que reaccionan con los Antigenos(Ags) de dicha bacteria.

Existen tres clases de Antigenos: 1} Flagelar (Ag B), 2)
Capsular (Ag K) y 3) Somético (Ag O). En E.coli, la combinacién de
éstos determina los diferentes serotipos que la especie presenta.

El Ag H es termolébil y esta formado de proteinas, se
encuentra en el flagelo bacterial y es serolégicamente distinto en
varias cepas, ain en aguellas que presentan una sola especie. Se
congsidera como dominante sobre el Ag O, por 1o que tiene que ser
desnaturalizado para detectar a este (ltimo.

Las reacciones de Aglutinacién vistas con el Ag H son més
répidas en revelar qus con el Ag O. Una particular propiedad del
anticuerpo (Ac) especifico anti-H, es que inmovilizan el flagelo
bacterial al que los Acs son directos. Esta reaccién inmunolégica
es probablemente importante en atenuar la virulencia de 1las
bacterias no moviles, pmiculnmhtc en tracto gastrointestinal y
urinario.

El Ag X es 86lo parcislmente dJe estable a térmico,
generalmente esta p to de poli. idos y ocasionalmente puede
estar envuelto por proteinas o fimbrias. Su presencia puede inhibir
la reaccisSn del Ag O. En E.coli los antigenos K son agrupados en
tres categorias: L, Ay B.

El Ag O es absol € table, esta compuesto por
lipopolisacaridos constituyendo una parte integral de la pared
celular. La clésica reaccién para demostrar su presencia, es la
aglutinacién con el antisuero tipo especifico posterior a una



desnaturalizacién de los Ags H y K. Sin embargo, los tipos
antigénicos O presentan reacciones cruzadas entre varios géneros de
la familia Enterobacteriaceae. As{, muchos serogrupos de E. coli
muestran una reaccién cruzada con miembros de Shigella (14). Se
sabe también que algunos Ags O de E. coli tienen reaccién cruzada
con Vibrio en algunos grupos sanguineos humanos, y con otros Ags de
superficie celular en tejidos de mamiferos.

Estudios realizados muestran que varics, si no es que todos
los sercgrupos O representan distintas clonas de la bacteria. Esta
relacién ha gido bién estudiada en F. coli, donde algunas cepas con
un serogrupo conocido comparten otras numerosas propiedades
bioquimicas también. Estudios epidemiocldgicos han demostrado
sorprendentes asociaciones entre ciertos serotipos O e infecciones
clinicas; ésto sugiere que los serogrupos O pueden gervir como un
marcador para un agrupamiento especifico de propledades de
virulencia necesitadas para unos ciertos procesos infecciosog. Asf,
algunos serogrupos poseen factores de Adherencia, mientras gue
otros poseen factores de colonizacién y producen toxinas .

2. FACTORES DE VIRULENCIA

Desde el punto de vista c¢lfnico, en una enfermedad
infecciosa, la virulencia de los microorganismos puede ser definida
en términos de la naturaleza y severidad do la enfermedad que &atos
producen. Para los microbislogos, hay una perspectiva diferente,
que se enfoca en la habilidad del organismo para crecer y
multiplicarse en un determinado ambiente; complementando ambos
puntos de vista, la Patogenicidad puede ser definida como la
capacidad de un gérmen de producir cambios patolégicos y, el grado
en que esta se presenta determinaré la virulencia. Asi, la bacteria
patégena ocupa un lugar especifico (nicho) en el cuerpo humano y
por definicién, produce enfermedad; de esta manera para definir un
microorganismo como patégeno es preciso considerar dos clases de
factoreg especificos hacia el hospedero: Una clase que promueve
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inspecciones en el hospedero sin dafiarlo asociada a bacterias no
patégenas que ocupan el mismo nicho que las patédgenas (Ej. Tracto
gastrointestinal), y es considerada como factor secundaric o
auxiliar de los factores de virulencia. Una segunda clase,
especificamente relacionada con la enfermedad, asociada con
bacterias patégenas y es considerada como factor de virulencia
primario. Ambos factores son complementarios para producir la
enfermedad, permitiendo al agente patégeno ideal la oportunidad de
sobrevivir en condiciones ambientales extremas.

Se como £, es auxiliares de virulencia: Las
adhesinas en la bacteria, que le permiten adherirse y colonizar la
superficie mucosa del intestino; el flagelo como organelo de
locomocién; receptores, como el sistema sideroforo que permite la
adquisicién da nutrientes limitados y por dltimo las cépsulas que
bloguean la opsonofagocitosis y por lo tanto el mecanismo
inmunolégico del hospedero (13,14).

En E.coli las adhesinas son organelos indispensables en
promover la adherencia de la bacteria a la superficie mucosa, que
es el primer paso esencial en la colonizacién del huésped. Estas se
han caracterizado de acuerdo a su patrén antigénico y funcional.
Como los Factores Antigénicos de Colonizacién que principalmente
se han estudiado (CPA) I y CFA II que est&n asociados con
gastroenteritis. Recientes estudios sugieren que los CFAs ge unen
a una sialoglicoprotefna. En contraste, otras adhesinas: 1las
fimbrias tipo 1, Py S fueron inicialmente identificadas en base
a su habilidad de unirae especificamente a P es de a,
digalactosa o sialilgalactosido respectivamente.
Epidemiclogicamente, las fimbrias P estan frecuentemente asociadas
con cepas de E. coli capaces de producir infeccién en el tracto
urinario, particularmente pielonefritis (10, N) y las fimbrias 8
se asocian con cepas de E.coli
meningitis.
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La Cépsula o Ag K de E.coli constituida de polisacaridos y
ocasionalmente envuelta con proteinas, actfia de manera protectora
y favorece la virulencia bacterial, disminuyendo la habilidad del
Anéicuerpo (Ac) para unirse a la bacteria y de las células blanco
a la bacteria fagocitica. Las propiedades de proteccién dependen de
dos caracteristicas de la cépsula: 1) Su composicién polimacarida
las hace m&s hidrofilicas, 1lo cual, inhibe fuertemente la
fagocitosis por la superficie hidrof6bica de la célula huésped.
2) En su mayoria son relati malos i g 'y activad
de complemento (14).

Los factores de virulencia tales como las toxinas, pueden
producir enfermedad con apoyo de los factores auxiliares de
virulencia. Las toxinas en su forma pura interactfian con algunas
vias especificas en el hospedero, produciendo una respuesta
determinada por una alteracién en la viabilidad o fisiologia del
sistema blanco celular (13).

Las Citotoxinas destruyen a las células, mientras gue otras
toxinas dafian a todo el organismo en ausencia de muerte celular
individual. Se han descrito varias moléculas de citotoxinas de
E.coli: a-hemolisinas, que son proteinas de alto peso molecular que
pueden ser excretadas y fi-hemolisinas que son restos de las uniones
celulares. La citotoxicidad de las hemolisinas afecta eritrocitos
y a(n a loa linfocitos, debido a 1la produccién de poros
transmembranales. Existe una relativa upoclﬁ.éidld al tejido por
esas toxinas: las a-hemolisinas son efectivas citotoxinas de
linfocitos, mientras que las B-hemolisinas son capaces de inhibir
la fagocitosis y quimiotaxis de neutréfilos.

Una clase diferente de citotoxinas, son aquellas producidas
por E.coli Enteropatégena, que son muy similares a las producidas
por Shigella dysenteriae (14).



Las enterotoxinas producidas por E.coli Enterotoxigénica
actdan a cortas distancias y estan asociadas a un determinado tipo
celular dadc que muestran una conspicua especificidad tisular. Se
conocen dos clases de ellas:

a) La endotoxina termo-estable (ST) es una molécula pequefia
que ;-)ottenace a una familia de polipeptidos de bajo peso molecular
(PM: aprox.1,500 a 2,000 XDa)(20), regulada por el control genético
de un grupo heterogeneo de plésmidos; presenta mayor especificidad
al tejido que 1la ‘toxina termolébil (LT). Causa diarrea leve
particularmente en nifios, quiza por un mecanismo ssmejante al de
ésta y no es considerada como antigénica ni se han encontrado Ac
neutralizantes contra alla.

b) La exotoxina termo-1l6bil (LT) es una molécula grande (PM:
82,000 XKDa.) cuya estructura ASB esta dada por una subunidad A y
cinco subunidades B (50); se encuentra bajo el control genético de
un plésmido transmisible y es adsorbida en los gangliosidos en el
boxde de cepillo de las células epiteliales del intestino
delgado. Es considerada como antigénica que estimula a los Acs
neutralizantes en el suerc de pacientes infectados con cepas de
E.coli que la producfan; es-una toxina virtualmente idéntica a la
producida por Vibrio cholerae, razén por la cual puede ser
neutralizada con los Acs contra ésta.

A diferencia de 1las citotoxinas, las senterotoxinas se-
encuentran por lo general en cepas patégenas y estén conformadas
por lipopolisacaridos (LPS) situados en la membrana externa.

Los plésmidos que portan los genes para la produccién de
enterotoxina en E.coli, pueden portar también genes para la
sintesis de Ags especificos de superficie (Ej. X88) que son
esenciales para la insercién a las células del epitelio intestinal,
lo que constituye una caracteristica importante en la patogénesis
potencial de tales microorganismos. Por otro lado, la produccidn de
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enterotoxinas no esta asocida con algfin serotipo especifico ni con
ia capacidad de invasién celular; sin embargo, algunos serotipos si
han sido asociados més frecuentemente con la produccién de
enterotoxinas que los demisg.

€) CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS.

E.coli es un organismo cominmente aislado en los laboratorios
de microbiologia, capaz de crecer y reproducirse en 20 min. dado
que sus requerimientos nutricionales son simples bajo condiciones
ideales en un medio minimo con glucosa y sales, en medios
enriquecidos (Ej. Agar sangre y Azul de Metilenoc-eosina) y en
algunos medios diferenciales o selectivos. Es un anaercbio
facultativo, que fermenta la glucosa, 1 y otros bohid.
produciendo &cido o &cido y gas. Algunas cepas son muy similares en
su patrén bioquimico a las Shigellas, éstas no fermsntan lactosa
pero pueden ser diferenciadas mediante el uso de otras pruebas
(tabla I). S8in embargo, las colonias de E.coli parecen ser

idénticas entre si, no distinguiend las patég de las de
flora normal en medios conteniendo lactosa; por lo que se raquieren
otras técnicas como serotipificacién y yos de i dh ia

(ELISA) para diferenciarlas (17,35). Esto dié pauta a dividir el
gran grupo de E.coli en base a sus caracteristicas bioquimicas en
Biotipos (Biotipificacién), serolégicas en serotipos
{Serotipifiocacién de los los Ags O, K y H), sn base a 1los Ags de
las fimbrias Fl-6, a 1la susceptibilidad a bacteriofagos
(fagotipos), a la produccién de colicinas y en base a los
mecan{ismos de patogenicidad (34).

Para identificar y diferenciar a 2. coli de otras
Enterobacterias, las pruebas bioquimicas han sido y son una gran
herramienta de apoyo en los laboratorios de microbiologia. Dichas
pruebas la di i6n de una gran variedad de enzimas y
vias biogquimicas (Ej. el sitema de transporte de electrones y
aguellos que participan en el metabolismo de compuestos con carbono
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y nitrégeno). Asi, las pruebas Reaccién Rojo de Metilo (+) ¥y
voges-Proskauer (-), Actividad de Ureasa (-) y Penilalanina
deaminasa ( ), P i6n de &cido sulfhidrico(H,8) (-},
Citrato como finica fuente de carbono (-) y crecimiento en KCN (-)
son las m&s usuales en rutina para su identificacién.

Tabla X, Pruebas Bioquimicas que permiten distinguir el grupo
Recherichia~Bhigella, basado en Farmer IXI y Michael (1991).

Prueba E.coli E,coldl shigella. Sh.sonnei
Activa Inactiva Gpo:A,B,C.

INDOL 98 a0 50 [}
LISINA 90 40 0 ]
ARGININA 17 3 5 2
ORNITINA 65 20 1 98
MOVILIDAD 95 5 [ [}
D-GLUCOSA,Gas. 95 5 2 0
LACTOSA 95 25 0 2
SACAROSA 50 15 o 1
DULCITOL 60 40 2 0
SALICINA 40 10 1] 0
ADONITOL 3 0 o
SORBITOL 94 75 30 2
RAPINOSA S0 15§ 50 k}
L-RAMNOSA 80 65 5 75
MALTOSA 95 80 30 %0
D-XILOSA 85 70 2 2
ESCULINA 35 5 (] 0
CELIBIOSA 78 40 50 25
GLICEROL 5 65 10 15
MUCATO 95 30 ] 10
ACETATO 90 40 2 (]
oNPG 95 45 2 90
Cada valor rep el p je (8) de la reaccisén positiva al

término de 2 dias de incubacién a 36°C; la mayorfa de estas
reacciones positivas ocurre a las 24 hrs. Reacciones positivas
después de 2 dias no son consideradas.
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£n la actualidad, las técnicas de fluorescencia de Acs son
Gtiles como pruebas presumptivas para evidenciar cepas
enteropatégenas y la aglutinacién comprobarfia la identificacién
final. Asi, la tipificacién serolégica es empleada para identificar
serotipos en cada uno de los géneros; mientras que 1la
biotipificacién nos’ ayuda a jdentificar biotipos (Biogrupos) que
pertenezcan a un patrén de metabolismo bioquimico comfn.

D) MECANIEMOS DE PATOGENICYDAD

Estudios realizados de la patogenicidad de E.coli que causa
diarrea y colitis, han guiado a la conclusién de que estas cepas
pueden causar enfermedad por diferentes mecanismos: Mediante la
produccién de enterotoxinas, resultando un sindrome sgimilar a
célera en el huesped y, mediante la capacidad de invadir y/o
penetrar las células epiteliales, produciendo una disenteria
similar a Bhigelosis (18,29).

Alguncs datos sugieren que un cambio de ambiente por el
huésped, permite el establecimiento de una nueva flora intestinal,
con una predominancia de serotipos (Ej. de E.coll) comunes en el
nuevo ambjente o lugar, lo cual podria explicar de los muchos casos
de diarrea en turistas (29).

E.coli fué la primera reportada como agente etiolégico de
diarrea infantil en los 19208. En la dltima decada, ésta ha sido
reconccida como una de las mayores causas de gastroenteritis
asociada con turistas (14),

La infeccién entérica causada por E.coli puede ser debida a
una © m&s de las diferentes variedades o grupos de la bacteria, que
operan a través de diferentes mecanismos (34). Estudioa realizados
en diferentes ciudades muestran que ciertos serotipos (ascciados a
los Ags O y H) estén asoclados con esos grupos. Originalmente se
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conocen cuatro de estos grupos, los cuales se distinguen por sus
caracteristicas patogénicas (12,34), clinicas y epidemiolégicas;
ademfs de que cada unc esta asociado a un grupo diferente de
serotipos OsH.

1.B.coli znteropatd'genu (EPEC)t Grupo comprendido por un nimero
iimitado de serotipos especificos, algunos producen
toxina similar a la Shiga y otros se asocian con la
adherencia a células epiteliales. Este grupo es
considerado como la principal causa de diarrea infantil,
cuyos mecanismos de patogenicidad son desconocidos
(12,17).

2.E.colli Enterotoxigénica (ETEC): Grupo pequefio de serotipos que
produce enterotoxinas (LT y ST) y coloniza el intestino
delgado. Es considerado como agente causal de diarrea en
nifies y turistas. Se presenta comunmente en ciudades
en desarrollo y es raro en lugares industrializados.

3.E.coll Enterohemorrégica (EHEC): 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 nifios y causa colitis
hemorrégica en adultos, reci r ida como
infeccién entérica debida al serotipo easpecifico Ol57:H7;
estas cepas causan diarrea aguda, caracterizada por
evacuaciones con abundant gre producido por la toxina
que destruye las células del endotelio vascular del lGmen
del intestino (17).

4.E.coli Enteroinvasiva (BIEC): Fué uno de los primeros grupos
aislados durante la Segunda Guerra Mundial, cuyos
mecanismos de patogenicidad fueron descubiertos varios
afios mAs tarde, Estas cepas pertenecen a pocos serotipos
y usualmente causan una disenterfa similar a la
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infeccidén por Shigella; por su habilidad de invadir y
multiplicarse en las células epiteliales, causando la
muerte celular y la acumulacién de leucocitos
Polimorf leares, produciend as{ la digenteria.

EIEC e8 un grupo poco comin, que puede ser
identificado mediante la prueba de Sereny, ELISA y
ensayos de DNA, dado la reciente asociacién de plésmidos
de alto peso molecular con invasividad puedan proveer un
marcador fitil para la deteccisn de estos organismos.

I1X, ESCHERICHIA COLI ENTEROPATOGENA (EPEC).

A) GENERALIDADES.

EPEC fué definida como E.coli diarreagénica perteneciente a
clertos serogrupos O y serotipoa (O:B tipos) asociados con diarrea
infantil (34,49); que usualmente no producen enterotoxinas, ni son
de carécter invasivo.

Fué a fines del afio de 1940 do se rén aislamientos
de EPEC, cnteropatégeno que ha sido reconocido en todo el mundo
como agente importante de diarrea infantil epidémica y endémica en
los primeros meses de vida (49). Ms tarde, disminuye la enfermedad
por EPEC en Ciudades desarrolladas y cor el dascubrimiento de
E.coli Enteroinvasiva (EIEC) y E.coll Enterotoxigénica (ETEC), se
crean considerables dudas acerca del papel que juega EPEC en
infecciones entéricas. Posteriormente, ge reporta la evidencia de
virulencia que EPEC produce y la exitencia de algunos serotipos que
pueden estar asociados a brotes de diarrea infantil. A principios
de 1950, los serogrupos de EPEC: 055, Olll y 0127 fueron reportados
como productores de diarrea. M&s tarde, la ligta de serogrupos
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epidemiolégicamenta asociada con enterftis creci$, dincluyendo
aproximad, 15 miemb del serogrupo O, de los cuales: 26, S5,
111, 119, 125, 126, 127, 128 y 142; eran los m&s prevalantes.

EPEC es una bacteria patégena mén e aislada durante
el primer afio de vida, mientras gque Shigella sp. es 1la més
identificada en nifios mayores (12,15,35). Estudios realizados en el
INNSZ (1990) muestran que EPEC ocupa el tercer lugar entre los
principales agentes etiolSgicos de diarrea aguda en nifios menores
de cinco afios (Tabla II). 8in embargo, en diferentas ciudades de
sudamérica EPEC ocupa un primer o segundo lugar (34,49).

Tabla II. PRINCIPALES AGENTES ETIOLOGICOS DE DIARREA AGUDA
EN NIROS MEMORES DE CINCO ANOS.

PATOGENO FRECUENCIA %
canpylobacter jejuni 16.21
Rotavirus 12.38
Escherichia coli(EPEC) 11.48
Escherichla coli(ETEC) 10.53
Shigella spp. 1.76
Salmonella spp. 0.53
B.histolytica. 1.59
Giardia lamblia 0.17

No identificado 45.65

Datos de la clinica de Diarrea del INNSZ (Marzo de 1990).

A pesar de los progresos considerables en la comprensidn del
sindrome diarréico por B.coldi, la p gé is de i ién por EPEC
no estk definida, dado que la infeccién producida puede atribuirse
a otras vias diferentes a la produccién de toxinas (LT y ST) o
invasividad. Sin embargo, se conocen algunos mecanismos de su
patogenicidad (12,34),como son:
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1. La adherencia a células HEp-2 y/o HeLa en cultivos in
vitro, que puede ser de tres tipos:

a) Adherencia difusa (DA): La bacteria se adhiere a toda
la superficie celular (serogrupos O: 18, 44, 114,
125, 126 y 158).

b) Adherencia localizada (LA): La bacteria se adhiere en
&reas bien circunscritas de la suparficie celular

(Serogrupos O: 55, 86, 111, 119, 127, 128 ab y 142).

¢) Autoagregativa: Las bacterias forman pequefias
agrupaciones sin adherirse a la superficie celular.

Bl Dr. Scotlan ha realizado estudios sobre los mecanismos de

adherencia de EPEC a célula HEp-2 en pr ia de D + lo que
no ocurre con cepas de ETEC; é1 concluye que esta prueba parece
detectar un factor adhesivo pref trado en los
serotipos de EPEC. Este atributo, f. de adh ja de EPEC

(EAF) es mediado por un plésmido (aprox.60 MDa.de tamafio) y esté
asociado con virulencia.

El Dr. Cravioto y col.(1979) observaron gue apréximadamente el
80% de las cepas de EPEC de un brote epidémico en el pasado, Be
adhieren a c6lulas HEp-2 en cultivo celular, propiedad rara en ETEC
¥y BIEC o cepas de flora normal. Mas tarde, Scaletsky y col.(1984)
y Rataro et.al (1985), distinguieron claramente la adherencia
localizada a células HEp-2 y la Adherencia difusa a células HelLa,
las cuales estan mediadas por un pl&smido.

Estudios realizados en cepas EAF+, muestran la existencia de

un plésmido que codifica para una proteina de 94 KDa., la cual, ha
sido encontrada en todos los serotipos importantes de EPEC: 0155,
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111, 119, 127 y 142. En contraste, ésta no ha sido encontrada en
BTEC, EIEC, EHEC o0 en cepas de E.coli que causan meningitis o
pielonefritis. .

Los serotipos que no poseen el plésmido EAF (EAF-) no muestran
adherencia 1localizada, han sido asociados con estudios
epidemiolégicos y se ha visto que causan diarrea, afin cuando su
patogénesis a nivel molecular no es tan precisamente conocido como
para ‘las cepas de EPEC (EAF+). Sin embargo, al menos por el
presente, esas cepas son consideradas como una segunda clase (Clase
II) en la categoria de EPEC.

2. La produccién de una citotoxina similar a la Shiga,
producida por Shigella dysenteriae tipo 1; la cual no
induce queratoconjuntivitis como BIEC (detectada por la
prueba de y). Esto d la importancia de 1la
toxina en 1la patogénesis de diarrea por EPEC. )

B) METODOS DE IDENTIFICACIONM.

El desarrollo de varios métodos para identificar cepas con un
potencial de causar diarrea y diferenciar cepas patogénicas de
E.coli, ha sido’ de gran impoxtancia; sin embargo, la mayoria son
demasiado complicados para su amplio uso en laboratorios de
microbiologfia clinica. ’

Entre los métodos de deteccién de cepas de EPEC, el serolégico
es altamente especifico, sin embargo, requiere un minimo de 72 hr
para establecer que se trata de una cepa de EPEC. Métodos
alternativos tempranos son las pruebas bioquimicas, las cuales se

basan en las caracteristicas metabdlicas del organismo mediante la
utilizacién de carbohidratos y de otros sustratos.
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1. PRUEBAS SEROLOGICAS.

La serotipificacién ha sido una herramienta extansiyamem:a
usada para la clasificacién de EPEC. Para este tipo de pruebas, se
han realizado varios estudics, en uno de ellos, el Dr. Blake
(E.E.U.U.) reporté que de pacientes con enf dad
aislaron cepas de EPEC y EIEC, las cuales p b un nd
limitado de Ags H y sa asociaban con la produccién de toxina e
invasividad; por lo que &1 sugiere que para svitar una confusién en
la serotipificacién de EPEC con ETEC y EIEC, la determinacién del
Ag H es tan importante como la del Ag O complementando la
identificacién con una examinacidn de caracteristicas fenotipicas
y genotipicas asociadas a los serotipos y/o virulencia, para
b en el lab io un mejor diagndstico de infeccidn aguda
o espor&dica por EPEC.

Sdica se

El Dr. Orskov, considera la tipificacién del Ag H necesaria
para estudios epidemiolégicos, el cual, junto con los serogrupos O
de EPEC, ser&n posteriormente posibles predecir ‘.
mediante sencillas pruebas bioquimicas de i6n, 1 d
diferenciar por patrones de fermentacién los serotipos importantes
de EPEC (12,52).

2. PRUEBAS BIOQUINICAS.

En relacién a las pruebas bioquimicas, una contribucién de la
Industria a laboratorios de Microbiologia fué el desarxollo e
introduccién de sistemas enfocados en la identificacién microbiana.
Un sistema de identificacién consiste de una serie de pruebas
previamenete seleccionadas y formuladas para identificar
microorganiemos a nivel deseado, complementado con esquemas y en
ocasiones con una base de datos en computadora. Dichos sistemas
pueden ser manuales, mecénicos o automatizados y, debido a sus
niveles de sofisticacién pueden emplearse para identificar un grupo
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de microorganismos en particular, incluyendo Entercbacterias, no
£ tad y £ d con oxidasa positiva, anaercbios y
del grupo de los streptococos entre otros (8,19).

La naturaleza de las pruebas usadas ‘en los sistemas de
identificacién, depende de numercsos factores tales como: el nivel
de selectividad (habilidad de diferenciacién), reproducibilidad,
tiempo para leer la reaccién y el saber interpretarla (visualmente,
fotométricamente), manejo sencillo y costo. La mayoria de estas
pruebas son b&sicamente modificaciones de los métodos clé&sicos
como: pruebas de fermentacidn, oxidacién, asimilacién, degradacién
e hidr6lisis; su incorporacién en sistemas comerciales, se basa en
la tradicién y su habilidad para discriminar entre géneros y
especies en periodos més cortos de tiempo.

Las reacciones de fermentacién y oxidacién son entre las
pruebas, las m&s comunmente usadas en sistemas de identificacién..
Las pruebas de fermentacién se basan en 1la habilidad del

microorganismo para metabolizar carbohid an ia de
oxfigeno atmosféricos; en este tipo da reacciones, el sustrato no es
completamente metabolizado, £ como prod final &cidos

orgénicos, los cuales sirven como donadores y aceptores de
electrones (e"). Las pruebas da Oxidacién muestran la habilidad de
un microorganismo para metabolizar los sustratos antes mencionados
con oxigeno como el final aceptor de e°. Ambas reacciones son
usualmente detectadas por el uso de indicadores de pH incorporados
al sustrato probado.

Las pruebas de Asimilacién (Utilizaci6én) favorecen 1la
identificacién particula con levad: y clertas bacterias
gram negativas no fermentadoras. Esta prueba se basa en 1la
capacidad del microorganismo de utilizar el carbono y el nitrégeno
como fuentes para su crecimiento. S5u determinacién se realiza
mediante la incorporacién de dichas fuentes a un medio basal que
contenga todas las austancias requeridas para el crecimiento.
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Algunas pruebas de identificacién p tan p que
inhiben selectivamente vias metabdlicas, lo que favorece la
divisién de grupos bacterianos en categorias que puedan ser
clasificadas en base a la actividad biogquimica en otras pruebas
(ver Apéndice "Principios de las Pruebas Bioquimicas™)(37). La
clasificacién bacteriana puade complementarse mediante 1la
comparacién de los genes segfin su razén genotfpica y niveles
fenotipicos, y atraves de 1la hibridacién de DRA de cada
microorganismo; este tipo de clasificacién que refleja en gran
medida las relaciones naturales existente entre cada uno de ellos,
nos permite definir grupos con caracteristicas comunes, cuyos
miembros a su vez difieran un poco y formen subgrupos, los cuales
también presenten subdivisiones.

La formacién de grupos entéricos es la agrupacién de cepas con
reaccién bioquimica similar. Asi, una especie esta integrada por
organismoa altamente relacionados por hibridizacién de ADN y son
usualmente similares biogquimicaments, aunque pueden diferir en este
gltimo patrén de otras especies en el mismo gé +En ia,
un Biogrupo (Biovar) definido como un grupo de cepas con un patrén
de reaccién bioquimico comGn, es frecuentemente poco usual para las
especies en particular; sin embargo, es tambien definidos para
auxiliar en la ‘identificacién. El anklisis de los Biotipos de
algunas especies bacterianas, permite hacer una mejor
interpretacién acerca de la variacién de las caracteristicas de
identificacién que pueden relacionarse con diferencias conocidas en
cuanto a la virulencia de varias cepas (21,48).

Stenderup y Orskov (1983) biotipificaron varias cepas de EPEC
aisladas en hombres y encontraron que éstas pertenecian a un nfimero
limitado de clonas. Una relacién similar fue buscada para las cepas
parecidas a EPEC aisladas en conejos y biotipificadas mediante
£ i6n de carbohid s lo que creo un gran interés para
establecer la relacién existente entre los diferantes biotipos con
diferentes propiedades de patogenicidad y virulencia (3,5,43).
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a) NETODOS CONVERCIONALES DE IDENTIFICACION.

En los Métodos convencionales, las pruebas de diferenciacién
y degradacién, se basan en el uso de aminoécidos (a.a) como:
Lisina, Arginina, Ornitina y Penilalanina que son muy utiles para
la identificacién; la habilidad diferencial de la bacteria de
producir enzimas capaces de decarboxilar la lisina u ornitina o de
hidrolizar arginina formando productos finales alcalinos, puede ser
detectada en un medio basal suplementado con a.a , glucosa y un
indicador de pH; en este caso, la glucosa permite el crecimiento
bacteriano con la produccién de &cido. La degradacién de 1la
fenilalanina es detectada por un color verd 1 en p ia de
iones férricos. La produccidn de Indol a partir el triptéfano por
medic de triptofanasas, se detecta por la adicién del Reactivo de
Ehrlich o Kovac’s al medio. En las pruebas de hidrélisis, la Urea
es hidrolizada a amonio causando cambios en el pH al range
alcalino. Este tipo de pruebas, toman gran intexes en la
investigacién por lo que son adaptadas a sistemas miniaturizados de
identificacién bacteriana (8,9).

En la fase transitoria de 1la metcdologia clé&sica a
contemporinea usada para la identificacién microbiana, se ha
cambiado de métodos multiples a procedimientos sencillos con
enfasis sobre estandarizacién, rapidez, reproducibilidad,
miniaturizacién, mecanizacién y automatizacién; llegandose a
establecer en muchos laboratoriocs el uso de uno o mas sistemas
disponibles para la identificacién de cilertos grupos de
microorganismos, proporcionando asf, una herramienta especial para
obtener resultados méds exactos que reducen el costo y el tiempo de
estancia de un paciente hospitalizado (17). La introduccién de
estos sistemas miniaturizados representa un importante avance
tecnolégico en la bacteriologfa clinica.

22



b) BISTEMAS MINIATURIZADOS DE IDRNTIFICACION.

Los Microsistemas han sido ideados para la determinacién de un
grupo variado de microorganismos de importancia médica y
veterinaria tales como los bacilos gram negativos fermentadores
(Especialmente las Enterobacterias), - bacilos gram negativos
fermentadores y no fermentadores con oxidasa positiva, aerébicos y
anaerébicos, cocos gram positivos, levaduras etc. (9,31,37). De
hecho, la identificacién de los bacilos gram negativos patégencs
y la determinacién de su suceptibilidad para agentes
antimicrobianos, se ha realizado £ con microtécnicas
en algunos laboratorios. Estos Microsistemas son tan eficientes
como los sistemas completamente automatizados, en comparacién,
ellos podrian ser més émicos, pued leerse gyalmente o en
forma automatizada, la visualizacién de las reaccionss quimicas es
clara, requieren poco espacio en almacen e incubacién, presentan
larga vida de conservacién (de 6 meses a 1 afio a 4-6°C), incluyen
seleccién de ptueba'- bioquimicas diferenciales estandarizadas que
mejoran 1la exactitud de 1la identificacién, los tiempos de
incubacién son generalmente cortos lo que permite una répida
identificacién del germen facilitada adem&s por un registro
computarizado, donde el control de calidad se lleva a cabo por el
fabricante. Todo'esto ofrece grandes ventajas para los laboratorios
de microbiologfa, especialmente para aquellos de espacio reducido,
donde el tiempo es © no se con el p al capacitado
para la identificacién de los microorganismos y, donde el control
de calidad es mucho més diffcil de conservar.

Existen en el comercio extranjero una variedad de estos
equipos . miniaturigzados con diferentes procedimientos para la
identificacién bacteriana, un ejemplo de ellos son: API20 E,
Enteric Tek, be II, Bet, Micro ID, Minitek (Para
identificar Entercbacterias); Rapid E, Quantum II, Autobac IDX, MS- -
2 (para Enterobacterias y otros bacilos gram negativos); N/F Oxi~
Ferm, Rapid NFT, Titertek NF (para gram naegativos fermentadores y
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no fermentadores con oxidasa positiva); API 20A, Anaercbe Tek, ODS
Rapid ANA, (para anaerébios); API 20S, Rapid Strep, Staph Ident,
Staph-TRac {(para estreptococos y estafilococos); APX 20C y Uni-
Yeast-Tek (para levaduras). Sistemas evaluados favorablemente en
otroa Palses; qgue emplean microtubos de pléstico conteniendo los
sustratos deshidratados, los cuales son nstituidos agregand
una suspensién bacteriana. Su presicién ha demostrado ser
comparable a la de los sistemas convencionales de identificacién
(1,2,11,22,26,31,39,45).

Con el uso de los micrométodos, existe la posibilidad de
realizar numerosas pruebas que permitan determinar un patrén
bioquimico que correlacione con factores de virulencia bacteriana,
como podria ser el caso de ¥.coll enteropatSgena, gue es una de las
Principales caupas de diarrea en la poblacién infantil; misma que
en 1la actualidad es reconocida por aglutinacién con antisueros
especificos de importacién y en la cual, uno de los marcadores para
cepas patégenas es el ensayo de adherencia a células HEp-2 (21}).

IV. MICROMETODO IMNNBX.

En la actualidad el elevado porcentaje de aislamientos de
enterobacterias en especimenes clinicos y el requerimiento de su
jdentificacién confiable originé la idea de crear un sistema de
identificacién similar a los anteriormente mencionados, pero da
manufactura nacional. Esto es debido a que la existencia de dichos
sistemas no est& al alcance de la mayoria de los laboratorios de
microbiologfa, por lo que se considera necesaria la importacién de
éstos y como consecuencia se elevan los costos.

El Micrométode INNSZ, fue desarrollado en 1988 en el
Departamento de Infectologia del Instituto Nacional de la Nutricién
Salvador Zubirdn, con el objeto de identificar a - las
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Enterobacterias; permitiendo de esta manera una estandarizacién en
la identificacidn, asi como una disminucién en el tiempo y costo de
su realizacién.

Para el desarrollo de dicho sistema, se seleccionaron pruebas
bioquimicas usadas en la estandarizacién del sistema convencional.
Se determiné la concentracién éptima del sustrato, el voldmen
adecuado y el sistema de secado de cada una de las pruebas,
utilizando cepas de referencia del ATCC (American Type Culture
Collection). Las cepas se identificaron por tres métodos: Sistamas
Convencional, API 20E y el micrometodo desarrollado; en base a los
resultados obtenidos se hicieron algunas modificaciones de las
pruebas bioquimicas (21).

Este Micrométodo puede ser usado para caracterizar bacterias
a nivel de género y especie, por lo que se considera importante el
validarlo y compararlo con el sistema convencional en una poblacién
abierta de nifios de la Comunidad de San. Pedro Martir de la cual se
obtuvo un grupo de entercbacterias , lo que permitié realizar el
presente trabajo.

V. OBJRETIVOS.

1. validar el HNicrométodo INNSEZ para la identificacién
bioguimica de cepas de EPEC.

2. Biotipificar cepas de EPEC en base a su capacidad de
fermentar diversocs carbohidratos, para establecer un
patrén bioquimico que nos permita diferenciarlas de otros
grupos de E.coldi.
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VI. MATERIAL ¥ METODO.

Material biolégico:s

Se utilizaron 11 cepas de refencia, de las cusles 9* fueron
proporcionadas por el Dr. A. Cravioto del Instituto Nacional de
Salud PGblica del Zatado de Morelos. De las dos cepas restantes,
una fué identificada en el INNSS y la otra se obtuvo del ATCC
(American Types Culture Collection).

CEPA CLAVE
BPEC (O111) 47152 «
EPEC (Oll11} 42414 ~
E.coli N (normal) 47084 +
s-lnonelln lp 2183 «

23553
Proteus mirabilil 2C1L *
P.vulgaris 13315 ATCC.
nabu.u. pneumonise 11X «
Shigella soanei :nlll
Sh. flexneri -

Yersinia enterocolftica 1199! -

Cepas en estudio

Be estudiaron 140 cepas de E. coli obtenidas en el INMSZ de un
astudio de incidencia de enteropatdgenos , aisladas de una
poblacién inf: il de 1a C idad de San Pedro Martir en la Ciudad
de México. Los aislamientos fueron identificados por prusbas
bioquimicas {Bioguimica convencional) y serotipificados por el
método de aglutinacién en placa con los sueros comercisles Bacto
E.coli O:K antisera (Difco Laboratories Detroit Mich.). También se
les d iné la p ia de toxinas: LT y ST mediante el ensayo
ELISA. De esta manera, clasificar la poblacién en tres grupos:
EPEC, BTEC y. un tercer grupo de BE.coli cuyos miembros no
pertenecian & 1los anteriores (no EPEC, no ETEC) ni furon
considerados como normales , dado que presentaban un patrén
bioquimico similar al de Shigella sp. y por serotipificacién se
confirrmé que no lo eran. Posteriormente las cepas se almacenaron
en papsl a -70°C hasta su uso.
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El estudio se realizé a doble ciego es decir, de manera
independiente se trabajaron las mismas cepas para diferentes
estudios: la determinacién de patrones de adherencia en células
HEp-2 y 1la biotipificacién, éste Gltimo, correspondiente al
presente trabajo, por lo que se le Aligné a cada cepa un ndmeroc o
clave para su manejo.

En la blotipificacién dichos aislamientos fueron probados por
la bioquimica convencional ( étodo) y el mi &todo por
validar en forma paralela; procurando mantener en estricto control
las condiciocnes de asepcia del material y su manejo durante el
desarrollo del trabajo.

SUSTRATOB EMPLEADOS EM 10S DIFERENTES MRTODOS.

EL MICROMETODO INNSZ estd formado por una serie de 23
sustratos en los que se determinan las siguientes reacciones:

1. FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS: Adonitol (ADON), Arabinosa
(ARA), Celobiosa (CEL)*, Dulcitol (DUL)*, Glucosa (GLU),
Inositol (INOS), Lactosa (LAC)*, Manitol (MAM), Rafinosa
(RAF), Ramnosa (RAMN), Sacarosa (SAC), BSalicina (SALIC),
sorbitol (SOR), Sorxrbosa (SORRS)*, D-Xilosa (XIL)*.

2. HIDROLISIS: Esculina (BESC), Urea(UREA).

3. DESCARBOXILACION © DESAMINACION -DE AMINOACIDOS: Arginina
(ADH), Lisina (LDC), Ornitina (ODC) y Fenilalanina (FDA).

4. FUENTES DE CARBONO: Citrato (CIT) y Malonato (MAL).

5. PRODUCCION DE: Indol (IND),Acido sulfhidrico (H,8).

6. REDUCCION DE: Nitratos (WIT).

7. PRODUCCION DE ACETOINA Y ACIDIPICACION: Voges-Proskauar (VP).

a. PRESENCIA DE: B-Galactosidasa e Hidrélisis de ONPG.

*Carbohidratos adicionales al micrométodo INNSE.

La serie de pruebas o sustratos slegidos, se fundamenta en las
caracteristicas bioquimicas de géneros y especies de la familia
Enterobacteriaceae descritos por Farmer et al. (16). asi como

27



eficacia en 1la determinacifn, disponibilidad, toxicidad y costo del
material. La preparacién de cada sustrato y reactivos para las
reacciones de los mismos se muestra en el apéndice anexo.

Una vez preparados los sustratos, se utilizaron como soporte
microplacas estériles de vinilo de 96 poros (Nunc,Demark), a las
que se les adicions 10ul/pozo de cada sustrato con una micropipeta
multicanal ajustable (8 canales) de 5-50 pl (Dynatech Lab., INC.
Chantly, VA.); el vaciado se realizé en forma alternada para evitar
contaminacién por productos vol&tiles de un pozo a otro. Las
microplacas con los sustratos fueron cubiertas con papel filtro o
su tapa respectivamente, posteriormente se congelaron a -70°C/2
hrs. en un Forma Sclentific (Mo. 8359 20Cu. Ftj;-85°C.) y después se
deshidrataron al vacfo en una liofilixzadora (Labconco Corporation.
Kansas City; Mo.4451F PT.Mo.A34X 694) a -60 *°C y 25 micxones(0.025
Torr) de presién, durante 150 min. Final se g d todas
las microplacas en pagquetes cde 6 en bolsas de polietileno con un
pagquetito de desecador (CaSO,), y se sellaron herméticamente y
almacenaron a 4°C hasta su utilizacién.

EL MACROMETODO esta formado por 7 pruebas convencionales, a las que
se anexaron 2* pruebas para la fase comparativa.

1. TSI (Agar Hierro Triple Az(car): Prueba de fermentacién de
Glucosa y Lactosa, produccién de H,8 y gas.
Indicador del pH, rojo de fenol.

2. LIA (Agar Hierro Lisina): Prueba de descarboxilacién y
desaminacién de la lisina, produccién de H,S8.
Indicador del pH, pirpura de bromocresol.

3. CIT (Citrato de Simmons): Prueba de utilizacén de Citrato
como Gnica fuente de Carbon.
Indicador del pH, azél de bromotimol.

4., FOA (Fenilalanina desaminasa): Prueba de desaminacién de la
fenilalanina. La prueba se revela con FeCl, .
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S. MIO (Agar Movilidad-Indol-Ornitina) medio semisélido:
Prueba de movilidad, produccién de Indol Yy
descarboxilacién de la Ornitina. La produccién de Indol
se revela con el reactivo de Kovac's. :

6. Caldo UREA-~SACAROSA: Prueba de fermentacién de sacarosa e
hidré6lisis de la urea. .

Indicador de pH, rojo de fenol.
7. Caldo ROJO DE METILO/VOGES-PROSKAUER: Prueba de produccidén
de acetofna y/o acidexz a partir de glucosa.
8+.Caldo ONPG: Hidrélisis del sustrato y Presencia de
NB-galactosidasa.

9+.Caldo Aminoé&cidos:

Lisina (descarboxilacidn).
ornitina(descarboxilacién).
Arginina(desaminacién).

Estandarizacién del Micrométodo.

Los sustratos se prob con dif ¢ cepas de
microorganismos certificadas como referencia, con el objeto de
observar si las reacciones de tos, cor pondian a la actividad

bioquimica esperada para cada género.

Para la fase comparativa, en forma pareada se realizé el
Macrométcdo y el Micrométodo por validar para la poblacién de cepas
en estudioc. Los ensayos se llevaron a cabo de la siguiente manera:
Las cepas fueron crecidas en agar Mc Conkey y Soya-tripticasa y se
incubaron a 37°C durante 24h. para verificar su pureza. A partir
del cultivo puro de cada una, se tomS inéculo para realizar los
diferentes mé&todos (Macro y Micro).

1. Macrométodo: a) Se tomS una colonia con una asa
bacteriolégica recta para realizar la Bioquimica convencional por
la técnica ya establecida: Estria y picadura (37).
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2. Mi étodo: a) Se de cinco a seis colonias de una
cepa con una asa bacteriolSgica estéril (calibrada de 10ul) y se
llevaron a un tubo de ensaye con 10 ml de solucién salina estéril
(pH 7) prep do una i6n by ilana con una concentracién
equivalente a 2x10° U!'c/m]. (semsjante al tubo estandard 0.5 de Mc
Farland).

b) Los sustratos fueron rehidratados con la suspensidn
bacteriana por duplicado colocando 100 pl/pozo, igualmente para los
tubos de la prueba ONPG, excepto para la prusba de Citrato y Voges-
Proskauer con 200 ul/pozo cada uno.

c) A los sustratos : ADH,LDC,ODC,UREA y H,5 se les adiciong
una o dos gotas de aceite mineral o nujol esteril (Condiciones
anaerobias).

d) Las microplacas fusron cubiertas con sus respectivas tapas
© papel filtro, mientras que los pequeiics tubos (prueba ONPG) se
uplron con algodén y se ajustaron a una pequefia base de vinil.
P se col en una cémara hameda (recipiente
hermético con una gasa un poco més que himeda).

@) Una vez montados ambos ensayos, se incubaron a 37°C/24 h,

La lectura e interpretacién de las reacciones de cada una de
las pruebas bioquimicas (ver Tabla de lactura en el anexo) fue
realizada por dos observadores de manera independiente, para
posteriormente analizar la variabilidad interobservador en 1la
interpretacién de cada prueba.

Para revelar las reacciones del Micrométodo, se afiadieron 2
gotas de Reactivo de Kovac’'s a cada pozo de la prueba de Indol; 1
gota de hidréxido de potasio (KOH) mas una gota de reactivo a-
nattol al pozo de Voges-Pr B do dat de 10-15 min.
Finalmente 2 gotas de Cloruro férrico (rccl,i al 40% para el poro
de Fenilalanina-deaminasa.
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Una vez probadas todas las cepas, se revelé la identidad de
cada una de ellas, es decir, el grupo y cuadro clinico al que
pertenecian.

La informacién recolectada fue registrada en una base de datos
"PARADOX 3 "en la computadora ZEOS 386SX, tanto para el Micrométodo
como para el Macrométodo, incluyendo las 1 de 24 hrs.
realizadas por ambos lectores,

AMALISIS ESTADISTICO Y PROGRAMAS DE COMPUTADORA.

Para evaluar la Reproducibilidad del Micrométodo, el ensayo se
realizés 3 veces en diferentes tiempos, trabajando con las cepas de
referencia (25)

En el andlisis de correlacién entre 1los métodos de
identificacién se utilizé la prueba de chi cuadrada (x’) e Indice
de correlacién (51). Para @l an&lisis existente entre los grupos de
E. coli con sustratos, sélo se e'lploo la prueba de X! (49) como una
prueba de independencia.

La clagificacién da los biotipos se 1llevo a cabo por
computadora mediante el programa de agrupamiento (Cluster) de
SPSS+PC utilizando los cuadrados de la distancia Buclidiana como
medida de digcriminacién, con el criterio de Complete Linkage, dado
que presenta mejor asociacién (7, 43, 44). Se consideraron 27
variables representando los resultados de las pruebas bioquimicas
codificadas 1 como negativo y 3 como positivo; el patrén de
Adherencia: 1.Difusa (D) y 2.Localizada (L) . Finalmente para el
tipo de muestra l.Asintomética y 2.Sintomé&tica.
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l CRECER LAS CEPAS EN AGAR SOYA-TRIPTICASA l

————| micumar 37°c/2e n. —

MICROMETODO :
SUSPENDER EM SOL. SALIMA
TUBO 0.5 MC FARLAND
( 2 x 10° Urc/ml ) |

MACROMETODO
BIOQUINICA
COMVENCIONAL

INOCULAR MICROPLACAS
100 pl / pozo

| INCURAR A 37°C/24 h.
L

l REGISTRO DE DATOS BN COHPUTADOM_l

| muaLzsrs esrasisTico |

Disefioc del trabajo. Identificacién de las cepas de E.coli
por los dif.z‘.nt_.l métodos.
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VIX.RESULTADOS.

Posterior a la revelacién de la fuente de origen de cada cepa,
se obtuvo que la poblacién bacteriana gquedé conformada en tres
grupos:s EPEC, ETEC y un trecer.  grupo No EPEC, No ETEC que
finalmente s8e le denominé “Otro grupo de E.coli", dicha
clasificacién se basé en el grupo y cuadro clinico al que
pertanecian cada una de las cepas (Tabla 1.).

Tabla.l. CLASIPICACION DE LAS CEPAS DE E.coli EN ESTUDIO.

CUADRO CLINICO

GRUPO

SINTOMATICAS ASINTOMATICA No.
EPRC "33 (200) ) 39 (100)
ETEC 19 (45.24) 23 (54.76) 42 (100)
NO ET,EPEC 19 (32.2) 40 (67.8) 59 (100)
TOTAL, 77 63 140

Fracuencia porcentual (%).

Antes de realizar las evaluaciones de comparacién del
Macrométodo con el Micrométodo en la fase de estandarizacién, éste
Gltimo fué mocdificado en algunos componentes da los sustratos aaf
como el material de soporte de los mismos. Se utilizaron
microplacas de ELISA y unos microtubos similares a los diseiiados
por Giraud y col.(Fig.A ; tabla 2).
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Fig. A. Modelo de microtubos y microplacas
empleado en el micrométodo.
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Tabla.2. SUSTRATOS MODIFICADOS KN KL KICROMETODO

CONCENTRACION (gr/ml).

SUSTRATO COMPONENTE
ARTERIOR ACTUAL

ADH Rojo de fenol 0.00006 0.00024
LDC " " 0.00006 0.00012
UREA . " " 0.00006 0.00024
ONPG Peptona 0.05 0.1

MAL Malonato de sodio 0.03 0.04

Indicador ABT 0.00025 0.0003

De las modificaciones realizadas al micrométodo fueron el
aumento de la concentracione de algunos componentes de los
sustratos como la peptona y el malonato de lod:l'oj asi como el del
sistema indicador empleado (rojo de fenol y az(l de bromotimol),
dado que es muy importante para d ar la p ia o ia de
las enzimas en la bacteria.

Los resultados de las reacciones bioquimicas para el Macro y
Micrométodo dadas por 140 cepas de E.coli, se presenta en la Tabla
3. Se o ron ambos métodos utili d los sustratos igusles
con el que se obtuvo el Indice de Correlacién de 0.96, valor
préximo a la unidad, lo cual nos indica que ambos métodos dan una
respuesta casi idéntica. Este hallazgo fué confirmado mediante la
prueba de X!, dado que no existi6 una diferencia significativa a un
nivel de alfa 0.05 (P>0.05) en el uso de asbos métodos; 6ésto
significa que la identificaci6n de la bacteria por el método
convencional y/o el micrométodo es la misma.
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Tabla.3. FRECUENCIA DE LAS CEPAS DE E.coli{ SEGUN EL SUSTRATO
UTILIZADO MEDIANTE EL MICRO Y NACROMETODO.

SUSTRATO MACROMETODO MICROMETODO
GLUC, . 140 140
LDC 87 96
CITRATO 0 0
FDA 0 0
INDOL 128 140
onc 1] 37
veP 0 ]
UREA 0 0
ADH 2 4
ONPG 131 131

Datos de frecuencia.

Correlacién de métodos

X’= 1.09
a= 0.05
P > 0.05 No hay diferencia significativa.

Indice de Correlacién r=0.96

En la estandarizacién de 1los sustratos probados en el
Micrométodo con cepas control se obtuvo una buena reproducibilidad,
dado que al realizar los Y en dif tiemp con la
misma cepa, mostraron el mismo patrdén bioquimico; como se observa
en la tabla 4., los resultedos de las cepas probadas correlacionan

con el patrén bioguimico reportado por Farmer y Michael 1991.
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Tabla.4. REPRODUCIBILIDAD INTER-ENSAYO DEL MICROSISTEMA INNSX
EN LA IDENTIFICACION DE ENTEROBACTERIAS

SUSTRATOS

Alalciz[M[riR{S[SIAIL|O|T|P[TIE |B{OV|CMIN[C|D([LiS|B|X
DIR|LIN|A|Ala|A|O{D|D[D|RIE(N]S |2 IN{F|I|A|I|E|U]A]A|O|I
CEPAS O[A|U|O|NPIM|C|R|EIC E[N|D|Ci8|P TL|T|L|L{C| L R|L
N s N A G : I|B
EPEC (0111) 47152 3|3] {313[313(3[1f3]3 3 3 3 3 3
B.coli N 47084 (3| {3fa[alz(3] |3[3 3 3 3 3 3
X.pneumoniae 11X 3|3(3(3{3(3[3}3|3 3 2 3 3313|3313 3] 3|3|3
Y.enterocolftica 11994 33| (3]s Jaj3] [2]3|3} |2 3 3|3} |3 3
Proteus mirabilis 2C, 3 1}3(3]3|1]1{1 1] |3 A 3
P.vulgaris 13315 3 1] 313|321 1 1l |3 2] {3
Salmonella sp.2183 31343|3 3 3{3]3| 2|1 3 3 3 2 3

Sh.sonnel INK 2|3} |3 3 3 3|

La Rnprodueibilidld fue medida mediante tres ensayos en diss diferentes.
Se el de yos que resultaron positivos para cada sustrato,

en las diferentes bacterias.
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El géneroc de E.coli se clasifica en basa a su p-toéenicid-d.
Con la finalidad de poder identificarlo por el micrométodo ya
estandarizado, se obtuvo que dicha identificacién requiere al menos
15 sustratos, mismo que es apoyado mediante la pruesba de %? con un
valor de P<0.05 (tabla 5.).

TABLA.5. NUMRRO DE CEPAS DE E.coli CAPACES DR UTILISAR 108
SUSTRATOS EM EL NICROMETODO PARA SU DIFERENCIACION.

SUSTRATO EPEC wrEC OTRO GRUPO E.coli.
ADON 3 (7.7) 6 (14.3) 7 (11.9)
RAF 18 (46.2) 16 (38.1) 5 (8.5)
RAMN 29 (74.4) 37 (88.1) 51 (86.4)
ONPG 39 (97.4) 42 (100) 51 (86.4)
SAC 13 (33.3) 16 (38.1) 4 (6.8)
SOR 25 (62.8) 38 (90.5) 25 (43.2)
ADH 2 (s.1) 6 (14.3) 2 (3.4)
LDC 33 (84.6) 39 (92.9) 24 (40.7)
opc 8 (20.5) 17 (40.5) 12 (20.3)
CEL 1 (2.6) [ 1 (1.7)
DUL 16 (41) - 13 (30.9) 10 (16.9)
LAC 33 (984.6) 40 (95.2) 24 (40.7)
BALIC 1 (2.6) 3 (7.1) 1 (1.7)
SORB 16 (41) 13 (30.9) 18 (30.5)
XIL 36 (86.4) - 42 (100) 51 (98.3)

Datos de t’i:ecuancia- (%).
CorrelacisSn de grupos B.coli con sustratos bioguimicos.

X'= 43,48
a= 0,05

P < 0.05 Existe una diferencia significativa.
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Con la finalidad de detectar los sustratos que permitan la
identificacién entre los grupos EPEC y ETEC. Se roaliss un an&lisis
comparativo de los valores de X' para ambos grup y se &
que los sustratos RAF, SAC, SOR y ODC presentaron una diferencia
significativar (P<0.05), lo cual nos permite definir que 1la
identificacién de estos grupos depends del empleo de dichos
sustratos (tabla 6.).

Tabla.6. DETECCION DE LOS SUSTRATOS UTILES BN LA le!P!(‘Jc!OI
DE LOS GRUPOS EPEC Y ETEC POR LA PRUXBA X'.

Valores de x!

BSUSTRATO

BPEC BTEC
ADON 0.32 0.165
RAP 7.79 2.44 .
RAMN 2.48 .49
ONPG 0.60 1.38
SAC 2.16 S.92 -
BOR 3x10-* 17.95 *
ADR 0.04 3.21
LDC 5.46 14.85
oDc 0.60 $.10 -
CEL 0.01 No positivos
DUL 3.80 0.11
LAC $.01 17.53
SALI" 0.012 0.99
SORB 0.92 0.06
XIL 0.09 3.74

Se presentan los valores de X’ calculados, el valor en tablas es de
X! = 3,84 , comparable para todos los datos.

En el establecimiento de los Biogrupos mediante ol uso de los
28 sustratos reportados, se encontré que s8lo 15 fueron necasarios
en la diferenciacién de los biogrupos, dado que la informacidén de
los sutratos res t fué « El anélisis y agrupamiento
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(forrmacién de Cluaters) de cepas se realizé de manera independiente
para los tres grupos estudiados (EPEC, ETEC y Otro Grupe de E.coli)
Yy se rep té la ding ién obtenida através de fenogramas
ugando el criteric de Complete Linkage.

El an&lisis de las asociaciones de las cepas y sustratos se
basé en la similitud y disimilitud encontrada, que consistié en
clasificar las cepas en base a su p;tx:dn bioquimico y los suastratos
como fuente metabblica. . -

Log resultados obtenidos para los miembros del grupo de EPEC
{(Fig.1), se observa la formacién de dos grandes grupos, en los que
a su vez, se aprecia la presencia de cuatro asoclaciones bien
definidas: en el primer grupo se asociaron las cepam 61, 125, 87,
92, 6%, 75, 112, 50, 108, 72, 122, 10, 53 y B81) en el segundo grupo
las cepas 99.2, 103, 65, 42, 84, 6, 99.1, 105, 113.2 y 30; en el
tercer grupo las cepas 120, 126, 34, 38, 26 y 46; y en al cuarto
grupc las cepas 14, 114, 2, 91, 57, 113.1, 22, 106 y 18. Como se
observa, las cepas 46 y 18 son lig dig 1 en relacién
al grupo III y IV respectivamente (Fig.1).

En el anélisis de similitud para el grupo de ETEC (Fig.2), se
encontraron dos grandes grupos de cepas (I, II), divididos a su vez
en dos (Ia, Ib) y tres (IIa, IIb,IXc) subgrupos en relacidn a sus
caracteristicas metabSlicas.

Las cepas 77, 86, 5, 83, 63, 21, 45, S5, 9, 60, 52, 59 y 24
conforman el subgrupo Ia.; el subgrupo Ib con asociacién lo forman
las cepas 44, 94, 1, 33, 71 y 138. En el grupo II, el subgrupo IIa
eat& constituldo por las cepas 56, 80, 25, 29, 48, ‘67, 13, 36, 41,
32, 37 y 28; el subgrupo IIb las cepas 64, 74, 16, 20 y 68; y el
IIc presenta la asociacién de las cepas 8, 49, 12, 17, 4 y 40.
Las cepas 138 y 40 son ligeramente diferentes en relacidén al grupo
que pertenecen Ib y IIc respectivamente.
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En el anflisie de similitud para el tercer grupc de B.coli (no
EPEC, no ETEC) basado en las distancias Euclidianas (Fig.3), se
P dos g d grup y un nmas pequel Las P
119, 135.2, 121, B85, 123, 127, 115, 124, 129, 133, 1ii, S0, 110, 23,
136, 97,116, 137, 89, 135.1, 95, 101, 73, 98 y 100 conforman el
primer grupc con una alta asociacién. Rl segundo grupo lo
constituyen las cepas 7, 66, 128, 70, 107, 102, 104, 88, 93, 15,
82, 131, 111, 47, 79,51, 76, 43, 54, 19, 117, 118, 35, 39, S8, 62
Yy 27; y el tercer grupo , en el que se asocian las cepas 96, 134,
31, 109, 3, 78 ¥ 130.

El ler. grupo a su vez esta £ do por peq
subgrupos, mientras que el 20. grupo solo por dos subgrupos.

En la £ig.4 se obsarva el resultado de las asociaciones de los
suctratos, mediante la agrupacidén de 6stos en base a la presencia
o ‘ausancia de su metabolizacién por la b ia. De g 1,
se aprecia la formacién de dos grupos bien definidos: el primerc
conformado por los sustratos SORB, SALI, DUL, ODC, ADH, SAC y RAF;
sin descartar a la CEL que aungque se encusntra un poco aislada se
integra al mismo grupo. El segundo grupe lo constituyen los
sustratos LAC, SOR, LDC, RAMM, XIL y ONPG. E)l ADOM no presenta
ninguna asociacién dado gue su presencia en el gréfico es muy
aislada.
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Pig.1. ANALISIS DE SIMILITUD DE LAS CEPAS DEL GRUPC DE EPEC.
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Pig.2. ANALISIS DE SIMILITUD DE LAS CEPAS DEL GRUPO DE ETEC.
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Fig.3. ANALISIS DE SIMILITUD DE LAS CEPAS DE OTRO GRUPO DE E.coli.
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Fig.4. ANALISIS DE SIMILITUD DE LOS SUSTRATOS BIOQUIMICOS
EN TODAS LAS CEPAS ESTUDIADAS.
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Finalmente en la tabla 7. observamos los biogrupos (Biog)
formados para cada uno de los grupos iniciales de la poblacién de
E.coli. Cada uno de ellos fué denominado por ntimero progresivo (I~
1V), mientras que los sub-biogrupos (sub-biog) por letras (a, b, ¢
y d). Ademés se t el p én de adh ia gue predomina en
cada une de los biocgrupos formados. ’

El grupo de EPEC esta constituido por cuatro biogrupos, de los
cuales el I y II quedaron conformados por los sub-biogrupos Ia, Ib,
Ic y IIa, IIb respectivamente. El patrén de adherencia que dominé
en la poblacién de EPEC fué el Difuso (64.1%) a el Localizado
(35.9%); en los tres primeros biog. predominé la AD sobre AL 'y el
patrén fué inverso para el biog IV.

El grupo de ETEC se formé por 2 biog, los cuales a su vez
quedaron conformados por los sub-biog: Ia, Ib y IXa, IIb, IIc. El
tipo de adherencia que dominé en BTEC fué la difusa (71.43%) a la
localizada (28.57%).

El tercer grupo de K.coli (Otro grupo), quedsS formado por tres
biogrupos; el biog I como: Ia- Id y el II como: IIa, IIb. El tipo
de adherencia que predominé en todo el grupo fué la difusa (62.71%)
a la localizada (37.29%). Sin embargo, el patrén fué variante entre
los biogrupos: En el biog I dominé AD sobre AL mientras que en el
biog XIII s6lo AD; para el sub-biog IIb dominé AL sobre AD y en el
IIa el imtrén fué inverso al Gltimo sefialado.
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VIXX. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

E) diagnéstico de la infeccién causado por EPEC, ha sido
costoso y tu‘dndo,“ lo cual ha estimulado al estudic de métodos
bioquimicos para su deteccién. Esto ha llegado a ser posible
mediante el micrométodo bioquimico, a través del cual ee han
identificado diferentes biotipos de EPEC (21). En adicién, Okerman
y col. (45) en un estudio realirzado con cepas de EPEC aisladas de
conejos, mostré una corralacién entre el biotipo, serotipo y cepas
patégenas. De ahf la importancia de la estandarizacién de este
micrométodo para la identificacién de EPEC, dado que la infeccién
que esta produce es muy £ te en nifics de cinco afios de
edad (12, 15, 35).

El Micrométodo INNSZ fué disefiado para la identificacién de
aislamientos de Entercbacterias, con el objeto de sustituir a la
bioquimica convencional; sin embargo, fué precisa su validacién
para usarlo como herramienta de rutina en la identificacién de
especies de importancia médica. Posteriormente este micrométodo fué
establecido para el reconocimiento de cepas de EPEC que se
asociaran a cuadros diarréicos. La validacién del micromé&todo hizo
necesaria su estandarizacién més precisa, dado que las pruebas y
condiciones de trabajo para su realizacién diferfian a las ya
anteriormente establecidas (tabla 2.)

El material de soporte para los sustratos fué modificado (Pig.
A). Se emplearon microplacas de 96 pozos para ELISA y s6lo para la
prueba de ONPG unos microtubos similares a los disefiados por Giraud
Y col.(21); esto debido a que el producto final de dicho sustrato
68 vol&til al ser metabolizado, lo que permitfa la contaminacién de
los otros sustratos adyacentes cuando éste se encontraba en la
misma microplaca, evitando de esta manexa una buena
reproducibilidad en la interpretacién de los resultados.
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Farmer et al., Koneman y Mac Faddin (16, 31, 37) reportan que
la identificacién bacteriana depende en gran parte de su
metabolismo y la presencia de algunas enzimas que puedan ser
detectadas en medios especiales cuando actdan hidrolizando el
sustrato, lo cual es evidenciado por la presencia del camblo del
slstema indicador. Esto sugirié que las condiciones del medioc deben
ser favorables para el desarrollo de la bacteria, lo que ocasiond
la realiracién de algunas modificaciones en la concentracién de
componentes de algunos sustratos (ADH, LDC, UREA, ONPG y MAL);
obteniéndose de esta manera una reaccién bioquimica mis evidente a
diferencia de 1la débil previamente descrita, y una mejor
visualizacién e interpretacién de los resultados en estas pruebas.

De las modificaciones realizadas al Microm#todo INNSZ, se
implementaron algunos carbohidratos que son: Celobiosa, Dulcitol,
Lactosa, Salicina, Sorbosa y D-Xilosa, con el propdsito de tener un
mayor n(mero de prusbas presumptivas q\io permitieran la
biotipificacién precisa del grupo de E,coli.

La validacién del Micrométodo INNSZ, se refiere a la capacidad
de éste en evaluar las diferentes pruebas que permitan clasificar
los diferentes grupos de E.coli, con mayor enfasis las del grupo de
EPEC. Por ello se p dié a op el “"Estandar de Oro”
bioguimica convencional o Macrométodo versus Micrométodo,
obteniéndose una alta reproducibilidad, 8Slo para los sustratos
comparables (tabla 3.); sin embargo, sn el caso de la prueba de
indol se presentd una desventaja, debido a que en el macromé&todo en
el tubo para la prueba se detecta ademés la descarboxilacién de la
ornitina, lo que produce acidificacién en el medio y probablemente
influya en la deteccién y visualizacién del indol; en comparacién
con el micrométodo, éste sélo detecta la produccién de indol y no
asi la descarboxilacién de la ornitina, lo que permite que esta
prueba sea altamente especifica. Es importante considerar que las
prusbas del Micrométodo ofrecen resultados mAs répidos que el
Macrométodo, es decir, la mayoria de los sustratos sgon
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metabolizados en menor tiempo, dando resultados falsos positivos si
la lectura se realiza después de 48 hrs de incubacién (8, 9, 16,
17, 37). Mac Paddin (1984) y Parmer III et al. (1991), reportaron
que en la biqqui.nica convencional las reacciones de
descarboxilacién de amino&cidos pueden presentarse a las 48 hras- o
m&s de incubacién en algunas especies, lo cual crea una gran
ventaja del micrométodo al mac étodo en al tiempo para la
interpretacién e identificacién del microorganismo.

La Reproducibilidad segin Guerrero 1990 (25), se refiere a la
tendencia de producir resultados idénticos en el mismo sujeto o en
las mismas condiciones. Asf, la reproducibilidad del micrométodo
INNSZ modificado con las pruebas adicionales fué evaluada mediante
la realizaci6én de tres ensayos con cepas prototipo en dias
diferentes y se obtuvo una alta reproducibilidad (Bj. EPEC, E.coldl,
klebsiella pneumoniae, Salmonella sp., Yersinia enterocolfitica.
tabla 4.). Se observé en las cepas un patrén biogquimico constante
propic de su género y aspecie da acuerdo .a lo reportado por Farmer
IIX et al.(16,17); #in embargo, las cepas de Proteus sp.
presentaron una variacién minima en su patrén biloguimico, 1o cual
puede atribuirse a que en una misma especie pusde variar 1la
reaccién metabSlica ante un determinado sustrato basado en 1lo
reportado por Farmer III et al.(16,17); ademé&s, es preciso
considerar los diferentes subcultivos de la cepa, se sabe que
pueden influir en su metabolismo. En las fotograffas I, II, IIT y
IV, se observa la claridad de las reacciones y el patrén metabdlico
que presentaron las cepas prototipo anteriormente mencionadas.

La variabilidad interobservador para la interpretacién de las
pruebas fué minima, se obtuvo de un 0.30% de lecturas discordantes
an comparacién con un 99.7% de concordantes; lo cual indica que el
Micrométodo INNSZ madificado es altamente reproducible en su
interpretacién en la utilizacién de los sustratos.



Es importante considerar que para la identificacién del género
de E. coli con el micrométodo INNSZ ya estandarizado y modificado,
se establece que 88lo 15 sustratos fueron los necesarios, ya que
permitieron la diferenclacién entre los grupos de E. coli
estudiados (tabla 1.); ésto fué confirmado mediante la prueba de
%?, la cual muestra que la identificacién de los grupos depende del
sustrato empleado (tabla 5.). De esta manera se confirma que la
bilotipificacién, agrupacién de cepas con un patrén biogquimico
similar, y su anfliasis permite establecer una mejor interpretacién
de la variacién de las caracteristicas de la identificacién que
puedan asociarse con los mecanismos de virulencia de las cepas,
tales como adherencia y/o la produccién de toxinas (21, 48, 52).

De los sutratos Gtiles en la diferenciacién de grupos de E,
coli , la rafinosa, sacarosa, sorbitol y ornitina presentaron una
diferencia significativa (tabla 6.), ya que permitieron 1la
diferenciacién de los grupos EPEC y ETEC no asi con el otro grupo
de E. coli. Estos sustratos coinciden con los reportados por Giraud
{1988), gquien estudié 1la biotipificacién con cepas de EPEC; sin
embargo, la informacién es también aplicable para cepas de ETEC
dado que pertenecen al mismo géneroc y especie; pero sa diferencfan
en su biogrupo y sus diferentes mecanismos de patogenicidad.

Las asociaciones de las cepas mediante el anélisis de
similitud representado por fenogramas fué una herramienta
complementaria para la biotipificacién, debido a que se
establecieron los biogrupos y sub-biogrupos formados en los grupos
E. coll. inicialmente estudiados (ver fig. 1, 2, 3); lo cual nos
permiti6é asociarlos con el tipo de adherencia presentado para cada
uno de ellos.

En el anfligis de asociacién de los sustratos de mayor
utilizacién por la poblacién de E. coli (fig. 4), se muestra que

existe una eatrecha asociacién de la rafinosa con la sacarosa, gue



a su vez ambas se asocian con la ornitina y la arginina; los tres
primeros sustratos son los que permiten diferenciar el grupo de
EPEC y ETEC, mientras que el sorbitol se encuentra conformando otro
grupo. El adonitol no se asocia a ningGn grupo especifico, por lo
que puede ser considerado de importancia limitada para 1la
identificacién del génerc estudiado.

Finalmente se determinaron algunos patrones metabélicos para
los diferentes biogrupos y sub-biogrupos formados (tabla 7.),
baséndonos en los estudios . realirados por Giraud en el
establecimiento de biotipos (21). De los 15 sustratos utilizados
para la formacién de los biog., 8 (RAP, RAM, BAC, SOR, ODC, CEL,
DUL y SORB) fueron 100% iguales a los establecidos por Giraud; al
igual que 8 (ADON, CEL, DUL, RAF, RAM, sni’,I, SAC y XIL) utilizados
por Wing Cheong Yang et al.(1988) en un estudio que realizaron
biotipificando cepas de ETEC asociandolos con virulencia (52).

La capacidad de adherencia a un tejido orgénico particular
favorece a las bacterias que colonizan los tejidos animales o
vegetales, dado que 1las células hospedaras suministran los
nutrientes orgénicos y presentan las condiciones £isicas necesarias
para el crecimiento bacteriano, de aquif, la importancia de la
adherencia en el exito biolégico de las bacterias patégenas, cuya
prevencién podria constituir un modo eficaz de combatir las
infecciones bacterianas. Estudios realizados por algunos
investigadores han mostrado que la adhesién de la bacteria a 1la
mucosa @8 un factor importante en la patogénesis de EPEC. Asf, los
Gnicos marcadores de virulencia de estas cepas demostrados son la
produccién de citotoxinas (similar a la shiga y la toxina Vero) y
la adherencia a células HEp-2. La asociacién de los biotipos
relacionados con cepas aisladas de muestras sintomfticas y
asintomfticas, y y de adh ia a células HEp-2, de una
forma apoya el concepto propuesto por Kauffman y Orskov desde hace
muchos afios, que las cepas de E. coli ent patégena cor d




a biotipos. M&s tarde, Orskov quien ha estudiado a EPEC y sus
antigenos H y O, propuso la posibilidad de predecir estas cepas
mediente sencillas pruebas de fermentacién, y de esta manera lograr
diferenciar por patrones de fermentacién los gerotipos de EPEC.

En base a los estudios realizados, cada uno de los biog. y
sub-biog. fueron asociados con el tipo de adherencia que
presentaron, obteniendose el dominio de la adherencia difusa a la
localizada en toda la poblacién estudiada.

En los biog. de EPEC, el tipo de adherencia que predomina es
la difusa a la localizada, sin embargo, en el sub-biog. IV
predomina la adh ia localizada. En el grupo de ETEC la AD se
presenta con mayor frecuencia y en el grupo no EPEC no ETEC existe
una variabilidad en los patrones de adherencia, dado que en los
biog. I' y ITI predomina AD, y en el biog. II la AL sobre AD como el
sub-biog. ITb, y el IIa con un patrdn inverso. Lo anterior sugiere
que posiblemente los diferentes patrones de adherencia se asocian
a un biog. como 1o ha reportado Giraud (21) o con algunos serotipos
de EPEC como lo propuso Orskov (12,52), lo que nos induce a pensar
que el metabolismo de dicha bacteria presenta asociacién a
estructuras superficiales que ésta presenta involucradas en 1la
adherencia.




1, LA IDENTIPICACION BACTERIANA POR EL MICROMETODO INNSX Y EL
HACRONETODO FUE LA NISMA.

2. EL MICRONETODO INNSE PRESENTO UNA ALTA REPRODUCIBILIDAD EN
TODOS LOS ENSAYOS REALIZADOS.

3. EL MNICROMETODO INNSE NODIFICADO PRESENTO VENTAJAS AL
COMPARARSE CON KL MACROMETODO COMO SONM1
a) EL NUMERO DR SUSTRATOS QUE SE PRUERBAN RS MAYOR
b) LA CANTIDAD DE SUSTRATO ENFLEADO ES MINIMA
e) m-mm-Mnnwnu

PERICDOS DE 6~12 MESES, EN ESPACIOS REDUCIDOS.

4. POR BL MICROMETODO INNSE MODIFICADO SE REQUIEREN DE 15
SUSTRATOS PARA LA IDENTIFICACION DEL GENERO DE B.coli.:
Adoaitol, Celobiosa, Dulcitol, Lactoss, Rafinosa,
Rammosa, Sacarosa, Salicina, Sorbitol, Sorbosa, Xilosa,
Arginina, Lisina, Oraitiss y ONPG.



EL RESULTADO DE SOLO 4 SUSTRATOS PUEDE AYUDAR EN LA
DIFERENCIACION ENTRE LOS GRUPOS DE EPEC Y ETEC, ESTOS BOM:
Rafinosa, Sacarcsa, SBorbitol y Ormitina.

EL METODO DE CLUSTER ENMPLEADC PARA AGRUPAR LAS CEPAS DE
E.coli. PERMITIO FORMAR DOS GRANDES GRUPOS EN EPEC, DOS BN
ETEC ¥ TRES KN MO EPEC, NO ETEC.

LA PRESENCIA DEL PATRON DE ADNERENCIA DIFUSO KN LAS CEPAS DE

EBPEC PERMITIO UMA CORRELACION IMPORTANTE CON SUS BIOGRUPOS I,
Iz ¥ 1II.

LA IDENTIFICACION DE LAS CEPAS DE EPEC UTILIZANDOSE EL
MICRONETODO INNSE MODIPICADD EECESITA SER COMPARADO COM LA
SEROTIPIPICACION.
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IX. APENDICE .

CONPOSICION ¥ PREPARACION DE LOS GUSTRATOS BIOQUIMICOS
DEL MICROMETODO INNSS.

La preparacién de los sustratos se realiza en condiciones
asépticas, usando material previamente esterilizado.

FERNENTACION DE CARBONMIDRATOS (ADON, ARA,CEL, DUL, GLU, INOS, LAC,
MAR, RAF, RAMN, SALIC, SAC, SOR, SORBS, XIL).

Componentes:
Peptona (Difco Laboratories) 1.0 gr.
Cloruro de Sodio (NaCl)(J.T.Baker) 0.5 gr.
Posfato dib&sico de Potasio (J.T.Baker) 0.003gr.
(K, HPO,)
Ca;:boh‘idrato {Sigma Chemical Company) 2.0 gr.
Azul de Bromotimol (SIGMA) 0.008gr{(0.53ml).
PBS ( Buffer de Fosfatos) 10 ml.

Interpretacién:

Reaccién (+)icolor amarillo canario.
{=):color original az(l-veorde.

Preparaciéni

-Pasar cox cada comp de la bagse y disolverlo en el
PBS8 , s8in el indicador.

-Calentar suavemente hasta ebullicién.

-Fria la base, afiadlr el carbohidrato deseado, agitando hasta
disolucién.

-Ajustar a pH 6.9- 7.1,

-Adicionar el indicador a la soluciény h izar compl
~Esterilizar por Filtracién.

Nota: El Dulcitol hay que disolverlo junto con la base en bafio
de agua a 100°C. En caso de no disolverse, aplicar fuego
directo sin exceder el tiempo de exposicién.

~Vaciar 10 pl/pozo de la solucién en las microplacas estériles lo
més pronto posible para evitar la precipitacién del indicador.
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DESCARBOXILACION DE AMINOACIDOS:

Lisina Descarboxzilasa (LDC).

Componentes:
Peptona 0.5 gr.
Extracto de Levadura (Difco Laboratories) 0.5 gr.
Fosfato Piridoxal (SIGMA) 0.0005gr
Glucosa (SIGMA 0.5 gr.
Rojo de Penol (SIGMA) 0.0012gr
L-Lisina (SIGMA) 2.0 gr.
PBS 10 m}.

Ornitina Descarboxilasa (OnC).

Componentes:
Peptona 0.5 gr.
Bxtracto de Levadura 0.5 gr.
Posfato Piridoxal 0.0005gr
Glucosa 5 gr.
Rojo de Penol 0.006gr.
L~Ornitina (SIGMA) 2.0 gr.
PBS 10 .

Arginina Deshidrolass (ADN).

Componentes:
Peptona 0.5 gr.

e Levad 0.5 gr.

Fosfato dib&sico de Sodio (J.T.Baker) 1.0 gr.
(Na,HPO,) )
Glucosa 0.05 gr.
Rojo de Penol 0.0024gr
PBS 10 ml.

Interpretacidén para las tres prusbas con aminofcido:

Reaccién (+)ipresenta un color naranja intenso a violeta.
(~)tcolor original, amarillo canario.
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Preparacién:

El procedimiento se realiza para cada aminofcido:

~Disolver en PBS la base por calentamiento suave.

-Pria la solucién, agregar el aminofcido y la glucosa agitando

continuamente.

~Ajustar a pH 6.8 la solucién con Arginina y la de Lisina;

y & pH 6 la solucidén con Ornitinas.
-Esterilizar por Filtracién.

-Vaciar 10ul/pozo de cada solucién en sus respectivas microplacas

estériles.

FPENILALANIMA-Deaminasa (PDA).
Componentes:

Fenilalanina (BIGMA)
Extracto de levadura

Na,HPO,
PBS

Interpretacién:

Para revelar 1la reaccién se afiadir&n 1
Cloxuro Pérrico (FeCl,) al 40% en el micropozo.

Reaccién (+)iprecipitado verde obscuro.

0.2 gr.
0.3 gr.
0.5 gr.
0.1 gr.
10 ml.

6 2 gotas de

(-)ino cambia el color del reactivo (amarillo).

Preparacién:

-Disolver todos los componentes en PBS por calentamiento suave.

-Ajustar a pH 7.3.

-Esterilizar en Autoclave a 121°C/ 15 Lb de presién/ 15 min.
~Vaciar 10ul/pozo de la solucién en las micxoplacas.

PRODUCCION DE XNDOL (IND).
Componentes:
Triptofano (SIGMA)
NacCl
Peptona
PBRS
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Interpretacidn:

- Para revelar la reaccién se afiadirén 1 § 2 gotas del reactivo
de Rovac'’s al micropozo.

Reaccién (+):el reactivo vira de verde-amarillo a violeta.
{~)18in cambio.

Preparaciéni

~Disolver los componentes en PBS calentando suavemente, en caso de
no disolverse completamente, poner a fuego directo no excediendo
la exposicién, pnra evitar se evapore la solucién.

=Ajustar a pH 7.4

-Egterilizar en Autoclave a 121°C/15 1Lb/15 min.

-~Vaciar en las microplacas, 10 pl/pogzo, manteniendo caliente la
solucién en bafio marfa.

HIDROLISXS DE ESCULIMA (ESC):

Componantes:
Esculina 0.5 gr.
Citrato Pérrico (J.T.Baker) 0.025gr.
Citrato de Amonic (J.T.Baker) 0.025gr.
NaCl 0.8 gr.
K,HPO, 0.01 gr.
!oltnto monobésico de Potasio (J.T.Baker) 0.01 gr.
(KH,PO,)
Ny 10 m1.
Interpretacién:

Reaccién (+):Enegrecimiento del medio.
{~)t8in cambio (verde claro).

Preparcaiéng

-Pasar los
-Disolver en PBS calentando suavemente hasta ebullicién.
-Ajustar a pH

-Esterilizar por Filtracién.

-Vaciar 10ul/pozo de la solucién en las microplacas, manteniendo
caliente la solucién en bafio marfa.
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PRODUCCION DE ACIDO SULPNIDRICO (M,8).

Componentes:
Peptona 2.0 gr.
Citrato Férrico 0.025gr.
Citrato de Amonio 0.025gx.
Tiosulfato de Sodio (Na,5,0,H,0)(J.T.Baker) 0.08 gr.
K,HPO, 0.01 gr.
PBS 10 ml.

Interpraetacién:

Reaccién (+):8a observa un precipitado negro en el medio.
{=):8in cambio (incoloro).

Preparacién:
-Disolver los componentes en el PBS por calentamiento.
-Ajustar a pR 6.7~ 7.

-Esterilizar en Autoclave 121°C/ 15 Lb/ 15 min.
~Vaciar 10pl/pozo en las microplacas

REACCION DE UREASA (UREA):

Componentes:
Glucosa 0.1 gr.
Urea (Merk) 2.0 gr.
NaCl 0.5 gr.
K,HPO, 0.2 gr.
Rojo de Penol 0.0024 gr.
PRS 10 ml.

Interpretacién:

Reacci6n (+):presenta un color rojo a violeta.
(-)icolor original , amarillo canario.

Preparacién:

-Disolver los componentes de 1a base an PBS, calentando suavemente
hasta ebullicién.

-Fria la sclucién, adicionar la urea, la glucosa y disolverlas
completanente.
-Ajustar a pH 6.

-Esterilizar por Pilcracién y vaciar en las microplacas 10ul/pozo,
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REACCION DE VOGES-PROSKAUER (VP).

Componentes:
Peptona 0.7 gr.
. Glucosa 2.0 gr.
K,HPO, 0.5 gr.
PBS 10 .
I P i6n de prueba VP:

Para ravelar la reaccién se afiadird 1 gota de KOH al 40% y 1
de a-naftol al 5%.Esperar 15-20 min.

Reaccién (+)icolor rojo en la superficie del medio (presencia
de acetoina)
{-)1superficie del medio incolora.

Preparacién:

~Pesar y rehidratar con PBS la base.

~Calentar suavemente hasta disolucién.

-Adicionar la qluco-a y disolver.

=Ajustar a pH 6.

~Esterilizax por £iltracién y vaciar en microplacas 10 pl/pozo.

UTILIZACION DE CITRATO (CIT).

Componentaes:
Citrato de Sodio (J.T.Baker) 0.8 gr.
Glucosa 0.02 gr.
Extracto de Levadura 0.05 gr.
Cisteina (monoclorhidratada) 0.01 gr.
KB,PO. 0.1 gr.
NaC 0.5 gr.
Sultnto de Magnesio(J.T.Baker) 0.02 gr.
(Mg50,)
Azdl da Bromotimol 0.02 gr(1.3ml).
PBS. 10 ml.
Interpretacion:

Reaccién de alcalinidad (+):color azdl ptuiia intenso.
de acidez {(-)tcolor verde.
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Preparacién de CIT.

-Disolver los componentes sin el indicador en el PBS, por
calentamiento suave hasta disolucién.

-Ajustar a pH 6.

-Adicionar el indicador y homogeneizar la solucién.

-Esterilizar en Autoclave a 121°C/ 15Lb/ 1Smin.

-Manteniendo caliente la solucién, vaciar de ésta 10pl/pozo en las
microplacas.

UTILISACION DE MALOMATO (MAL).

Componentes:
Malonato de Sodio (SIGMA) 0.4 gr.
Glucosa 0.25 gr.
Extracto de Levadura 0.1 gr.
Sulfato de Amonio ((NH,),50,)(J.T.Baker) 0.2 gr.
K,RPO, 0.06 gr.
KH,PO, 0.04 gr.
Nacl 0.2 gr.
Ax(l de Bromotimol 0.003gr(0.20ml.)
PRS 10 ml.

Interpretacisn:

Reaccién de alcalinidad (+)1 color azdl claro a intenso.

de acidez (-;xcolot verde claro a amarillo.
Preparacién:

~-Disolver los componentes sin el indicador en el PBS, calentando
suavemente.

-Ajustar a pH 6.6

~Adicionar el indicador y homogeneizar la solucién.

-Bsterilizaxr en Autoclave a 121°C/ 15Lb/ 15min.

=Vaciar 10pl/pozo de la solucién en las microplacas, lo més pronto
posible para evitar se precipite el indicador.

REDUCCION DE NITRATO (NMIT).

Componentes:
Extracto de carne (GIBCO Lab.) 0.3. gr.
Peptona 0.5 gr.
Nitrato de potasio (K;NO,) (J.T.Baker). 0.1 gr.
PBS 10 ml.
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Interpraetacién:

Para revelar la reaccién , se afiadirén 1 gota del reactivo A
¥ 1 de B para NIT a cada micropozo.

Reaccidn (+)icoloracién de rojo a cobrizo.
(~)sno canbio de color.

Preparacién:

-Pesar todos los componentes y disolverlos en el PBS por un suave
calentamiento.

~Ajustar a pH 7.

-Esterilizar en Autoclave 121°c/ 1SLb/ 15min.

~Vaciar 10ul/pozo de la solucién en las microplacas.

PRESENCIA DE B-GALACTOSIDASA (ONPG).

Componentes:
Ai Solucién ONPG
0-ni fenil-f-D-gal, piranosido (ONPG) 0.6 gr.
Isopropylthiogalactopiranosido (ITPG) 0.008¢gr.
B8, 10 ml.
B) Agua peptonada
Peptona 1.0 gr
NaCl 0.5 gr.
PBS. 10 ml.
Interpretacidn:

Reaccién (+): color smarillo
{=): incoloro.

Preparacién de ONPG.

Preparacion de la base o agua peptonada:
-Disolver por calentamiento los componentes en el PRS.
~Ajustar a pH 8 -8.4 .
~Hervir durante 10 min "suavemente", evitando svaporacién excesiva.
~Dejar enfriar la solucién y ajustar el pH a 7.2- 7.4

Preparacidn de la solucién ONPG:
-Disolver el ONPG en 7.5ml de PBS, calentando a bafio maria y
agitando constantemente, en caso de no cedsr, calentar a fuego
directo con precaucién hasta aclarar la solucién.
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Es jable no da la ia a fuego directo, ni usar
&cidos o bases para su disolucién.

-Agregar el ITPG previamente disuelto en el PBRS restante

-Estando a@n caliente la solucidn ONPG, mesclarla insediatamente
con la solucifn peptonada 3 partes por 1

ONPG 2.5 m}
Bol. Peptonada 7.5 ml.

y ajustar a un pH final de 7.0
-Esterilisar por Filtracién.
~Manteniendo caliente la solucién en baflo maria, vaciar rapidamente

10pl de ésta en tubos de ensays de 1nl, para evitar se precipite
1a solucién.

NOTA:

Todos los austratos vaciados en las microplacas y en los tubos
pequefios, deberdén quedar en el fondo del pozo, evitando 1la
impregnacién del sustrato en las paredes.

loluelhnuu.u reguladora de Fosfatos (PES) utilizada para la

prep 6n de cada
Na,HPO, 9.9386 gr.
NaB,Po, 3.9272 gr.
6 ¥aB 4.5264 gr.
Agua dnionizadn cbp. 1 1c.
Concentracién: 0.1 M.
pH: 7.0
REACTIVOS PARA REVELAR LAS REACCIONES
(Preparacién segfin Mac Faddin y Gerhard, uu) .
Reactivo de Kovac'’s para la prueba de INDOL.
Componentes;
p-Dimatilaminobenzaldehido (Merck) 3.0 gr.
Alcohol Isoamilico (J.T Baker) 75 ml.
Acido clorhidrico (HC1)(J.T Baker) 25 ml.
Preparacién:

-Disolver el aldehido en el alcohol a 50 - 55°C. Adicionar
lentamente el &cido. Finalmente vaciar en un frasco ambar
rotulado, y conservar en refrigeracién.
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Reactivos para la prusba de NITRATOS.

Solucién As
a-naftilamina (Merck) 0.5 gr.
Ac. Acético 5N (J.T Baker) 100 ml.
Preparaciéns

Disolver el a-naftilamina en mencs de 100m) de &cido por medio
de un suave calentamiento, ya disuelto, adicionar el restante
&cido. Filtrar la solucién y guardarla en un frasco ambar
previamente rotulado.

Solucién B:

Ac. Sulfanilico (J.T Baker) ]
Ac. Acético SN 1

.8 gr.
00 ml.
Preparacién:

bDisolver el Ac. sulfani{lico en menos de 100ml de &cido

acético, ya disuelto, adicionar el &cido sobrante y vaciar en
un frasco ambar previamsnte rotulado.

Reactivo para la prueba PDA3 Cloruro férrico (FeCl,) al 10 §.

Componentes:
reCl, (J.T Baker) 12 gr.
HCL 2.5 =l.
1,0 destilada c.b.p. 100 m=ml.
Praparaciéni

Disolver el FeCl, en el agua destilada, adicionar lentamente
el &cido. Vaciar en un frasco ambar rotulado y guardar en
refrigeracisn.

ROTA:

Las reacciocnes deben interpretarse inmediatamente después de
agregar el respectivo reactivo de la prueba ( excepto para VP,
esperar 10 ‘nI‘n‘.); dado que el color producido es inestable y se

b 4 .
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a)Azil de Bromotimol (ABT)(SIGMA).
8olucién stock al 1.5%. Se disuelven 0.15 gr. de ABT en 10 ml
" de alcohol etilico absoluto © al 96% y se esteriliza por
filtracién. Guardar la solucién en refrigeracién.

b)Rojo de PFenol(Merck). Este se disuelve en ¢l PBS de la solucién.

Tabla.l. Caracteristicas de los indicadores.

{ COLOR ]
INDICADOR RANGO DE pH. ACIDO ALCALINO
ABT 6.0 - 7.6 Amarillo AzGl
ROJO DE FENOL 6.8 - 8.2 Amarillo Rojo-violeta

Los Métodos de ssteriliszacién utilirzados para los sustratos y
el material empleado fueron:

a) Esterilizacién por filtracién:
pléistico (swinex de 25mm.

b) Esterilizacién en Autoclave:
Libras de presidn, durante 15 minutos.

Las microplacas

suspensién bacteriana, se

etileno).

tipo HA;

se utilizaron filtros de

Bedford MA) estériles con
membranas (millipore) cuyo poro era de 45 um de difmetro. En
condiciones asfpticas se filtraron cada uno de los sustratos.

Escape lento a 121 °C, 15

Yy las puntas para vaciar el sustrato y la
esterilizaron por gas

{(6xido de



ESTA TESIS HO DEBE
SAUR BE LA BIBLIOTECA

TABLA DE LECTURA .

PRUEBAS REACCIONES INTERPR ETACION
POSITIVO NEGATIVO
CARBOHIDRATOS | FERMENTACION Amarillo Azl
ADH DESCARBOXILACION | Rojo o Amarillo
Narania
LDC DESCARBOXILACION | Rojo Amarillo
onc DECARBOXILACION Rojo Amarillo
UREA HIDROLISIS Rojo Amarillo
FDA _ + Reac. DRSAMINACION Verde obscuro } Amarillo
IND PRODUCCION DE Anillo Rojo A. Amarillc
BEC HIDROLISIS Negro Verde claro
H,8 FRODUCCION DE Negro Incoloxo
vP + Reac. ACIDIPICACION Rosa- Rojo Incoloro
CIT ASIMILACION Azdl Verde
MAL ASIMILACION Azdl claro Amarillo
NIT + Reac. )} REDUCCION DE Rojo- Caté Amarillo
ONPG HIDROLISIS Amarillo Incoloro
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PRINCIPIOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS.

Pruebas de F ién de los hiaq de b 1 Determinar la
capacidad de un organismo de fermentar (degradar) un hidrato
de carbono especifico incorporado a un medio bésico,
produciendo ficido o &cido con gas visible con la consecuente
caida de pH.

Pruebas de Descarboxilasas: Arginina, Lisina y Ornitinas Medir la
capacidad engimftica de un organismo para descarboxilar un
aminofcido para formar una amina con la consiguiente
alcalinidad.

Prueba de la Fenilalani d inasa: D inar la capacidad de un
organismo de desaminar la fenilalanina en &cido fenilpirdvico
por su actividad enzimética, con la consiguiente &cidez
resultante.

Prueba de Indol: Determinar la capacidad de un organismo de
desdoblar el indol de la molécula triptéfanc.

Prueba de Esculina: Determinar 1la facultad de un organismo de
hidrolizar el glucosido esculina en esculetina y glucosa.

Prueba de produccién de &cido sulfhfdrico: Determinar si se ha
liberado H,S por accién enzimftica en los aminofcidos que
contienen azufre produciendo una reaccién visible color negro.

Reaccién de la Ureasa: Determinar la capacidad de un organismo de
desdoblar la urea, formando dos moléculas de amoniaco por
accién de la enzima ureasa.

Prueba de la f-galactosidasa: ar la ia o 1la ia
de la enzima I}—gllaccclidlll utili:ando el compuesto orgénico
o-nitrofenil-p-b-g P o (ONPG).

Reaccién de Voges-Proskawer: Determinar la capacidad de algunos
organismos de producir a partir de la fermentacién de 1la

glucosa un producto £inal neutro, el acetilmetilcarbinol
{acetofna}.

Prueba del Citrato: Determinar si un organismo es capaz de utilizar
citrato como Gnica fuente de carbono para el metabolismo,
provocando alcalinidad.

Prueba del Malonato: Determinar la capacidad de un organismo de
utilizar malonato de sodio como dGnica fuente de carbono, con
la consiguiente alcalinidad.

Prueba de Reduccién de Nitratos: Determinar la capacidad de un
organismo de reducir el nitrato a nitrito o nitrégeno libre.
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