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INTRODUCCION: 

La enfermedad diarreica es una de las principales causas de -'· 

mortalidad en nuestro mediQ en loe nifioe menores de cinco afies, y 

además es una causa importante de morbilidad en el adulto. En la 

actualidad hay pocos medios para prevenir la enfermedad aparte de 

loe programas a largo plazo de mejoría de las condiciones higiéni 

cae del agua y medio ambient~. Parte de la incapacidad para en­

frentarse a este problema quizá esté en la diversidad de agentes 

etiol6gicos y la falta de medios adecuados de diagn6atico de la -

enfermedad diarreica. 

Los estudios bacteriol6gicos de la diarrea en diferentes luga­
res generalmente están orientados a la búequoda de unoe cuantos ~ 

gentes, la gran mayoría de 1oe casos están asociados con un micr2 

organismo no identificado por esos medica. 
Enchorichia sJl1i cuando está confinada a su nicho ecol6gico u­

sual en el intestino del hombre so ha considerado generalmente c2 

mo flora normal, no dándole importancia en el reporte bacteriol6-

gico de laboratorio. Una excepci6n a esto ocurre cuando ea encon 

trada en nifioa, principalmente los menores de dos afloe. Esta ba2 

teria ae podrá identificar como perteneciente a un pequefio grupo 
do aerotipoa llamados "enteropat6genos" y ae podrá atribuir a e­

lla la responsabilidad de la enfermedad diarreica. 

En la década de los sesenta, la mayoría de la informaci6n sobre 

Escherichia .Q..2!! se limitaba a los serotipoa enteropat6genos, De! 

pués que se conocieron loa estudios sobre la patogéneais del C61~ 

ra, en la cual se reconocía la participación de una enterotoxina 

como causa de la enfermedad diarreica, ee dio mayor atenoi6n ·al -

estudio de pacientes con manifestaciones clínicas semejantes, lo 

cual ocasionó un incremento abrupto en la información concernien­
te a la enfermedad diarreica por Escherichia coli, que demostró -

que también ca enterotoxigénica, 

Sin embargo, a pesar de esto, el laboratorio clínico no cuenta 

en la actualidad con un método para identificar y diferenciar a -
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Escherichia coli enterotoxigénica de una forma práctica y segura, 

Los métodos existentes para detectar a esta bacteria productora' 

de enterotoxina termo-lábil se pueden dividir de la siguiente foL 
ma:' los estudios in vivo, y los estudios in vitro. Loa primeros 

son ensayos que utilizan animales, generalmente conejos, lo cual 
ea poco práctico y costoso para el laboratorio; los Últimos gene­

ralmente comparten algunas dificultades, como son la calidad de -
los reactivos, costo y disponibilidad. 

En este trabajo presentamos un análisis de la literatura exis­

tente sobre Escherichia coli productora de enterotoxina termo-lá­
bil y loa métodos que existen para su detección, con el fin de u­

tilizar esta informaci6n para el desarrollo de un método que, por 
sus características, se pueda efectuar en el laboratorio clínico. 

Además, tambi6n presentamos la primera parte de éste, que consis­
te en la detección de la enterotoxina en el nefolómetro de rayo -

laser. 

• 

' . 
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GENERALIDADES: 

ESCHERICHIA COL! ENTEROTOXIGENICA. 
Escherichia QQ1i ea un bacilo gram negativo que· coloniza el 

tracto gastrointestinal del hombre y animales. Fue aislado por -
primera vez do la materia fecal por Escherich en 1885 (1). Aun­
que por. muchos afloo se sospechó· como posible agente etiológico de 

las enfermedades diarreicas, esta asociación no fue correctamente 

establecida hasta 1945 1 cuando en un hospital se presentaron bro-

tes de diarrea severa loa cuales, se demostraron, eran ~roducidos 
por serotipos específicos de Eocherichia coli (2,3). 

Pocos días después del nacimiento el recién nacido ea coloniza­

do por esta bacteria, en gran forma proveniente de la madre y del 
medio ambiento Íntimo que le rodea. Este .microorganismo rápida­

mente se establece en el intestino grueso como el habitante aero­
bio predominante (2,4). Por alBUna razón no muy bien entendida -
este microoreania.mo ocupa selectivamente sólo la parte distal del 

tracto gaotrointoatinal (4). 
Desde hace muchos aflos ha sido inculpada como la causa de infe5' 

ción onteral neonatal en el hombre y animales domésticos. Esto -
se refería principalmente a que ciertos serotipos llamados enter2 
patógenos de Escherichia coli, diferentes para·cada especie ani­

mal, eran la causa de la mayoría de estas infecciones (1). Loa -
primeros trabajos que permitieron establecer ésto fueron loo pu­
blicados por Smi th y llalla, en loa cuales detallaban un análisis 
de las infecciones por varias cepas de Eocherichia QQ1i en dife­

rentes especies de animales doméaticos. Demostrando, además, que 
no oólo loa cultivoo baoterianos, sino también que el sobrenadan­
te sin células de estos cultivos producía la acumulación de líqui 
do en el asa ligada de intestino delgado. El producto que causaba 
eota acumulación de líquido en el asa intestinal se encontró en -

el medio de cultivo, esto ea, en forma extracelular, y, ya que la 

endotoxinn do estos cultivos no ocasionaba eoto efecto, Escheri­
Jlh1ª ~ debía producir una enterotoxina que fuera responsable -
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de esta acumulaci6n de líquido (5); Posteriormente en estudios -
efectuados en Calcuta.'; se describió a esta bacteria productora -

. de en terotoxina como la éauaante de una enfermedad severa semejan. 
te.al C6lera en·humanoa. ·sin embargo, las cepas productorae de e.!l. 

ta enfermedad no pertenecían a algún aerotipo enteropatógeno cong, 

cido previamente como causante de diarrea en el humano. Fue a -
partir de éste· momento cuando se empezó a reconocer a Escherichia 

Qg1,!. enterotoxigénica como una causa importante de diarrea en el 

hombre y animales, y a trabajar arduamente para describ~r al mi­

crorganismo, determinar au mecanismo de virulencia, aeí como ca­
racterizar a aue enterotoxinas (3,6). 

Otro de los problemas en loa que se ha implicado a Escherichia 
Qg1,!. enterotoxigénica ea como causa frecuente de diarrea en los -
visitantes que vienen a México procedentes de los Estados Unidos, 

fenómeno que ocurre en 

rrea del turista" (2), 

todo el mundo y que se ha denominado "dia­

En México la incidencia' de diarrea debida 

a esta bacteria en loo niflos varía con el.nivel socioeoon6mico, -

desde el siete por ciento, a nivel socioeconómico medio, hasta el 
cuarenta y aiet·e por ciento, en aquellos de nivel socioecon6mico 
bajo (7,8). 

Para que este microorganiamo causo enfermedad se requiere un -
inóculo con 106 a 109 bacterias, para lograr esto ea necesario -
una.fuente de infocci6n altamente contaminada, o que ae le de 
tiempo a la bacteria de replicarse y lograr este in6culo. Por es­
ta razón la transmisión de.este agente ocurre más de alimentos y 

agua contaminados que de porsona a persona, y quizá podría ser éJ!. 
ta una de las explicaciones por las que ea más frecuente ea paí­
ses en desarrollo (2). 

La diarrea causada por cata bacteria es del tipo de la ocaaion! 
da por microorgnniamo no invaaorea. Cuando es ingerida, general­

mente procedente de agua y alimentoa contaminados, pasa al estÓm! 
go y de ahí al intestino delgado del huésped susceptible, donde -

se multiplica y libera una enterotoxina que actúa oobre la mucosa 
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intestinal ocasionando gran pérdidaº de agua~ electrolitos sin· -
provocar· lesión histológica en las células· epiteliales de la muc.Q. 
ea. !lo hay fiebre, o ésta ~e mÍnima en algunas ocasiones, y las !!,' 
vacuaciones . son·. abundan tes, acuosas, qu~. pueden llevar rápidamen­

. te a la deshidrataci6ni puede liaber vómito. y dolor abdominal leve, 

Este.cuadro Generalmente se autolimita (2,4,9). 
Las cepas de Escherichia S.Q.ti que se definen como "enterotoxig~ 

nicaa" son aquell1i_e capaces de producir enterotoxinae, las cuales 
oon sustancias, eeneralmellte proteínas, que ocasionan una respue.!l. 
ta secretora en un :modelo ,intestinal ( 3). Al momento ~ctual se -
conoce.n dos enteroto~inae produ~id·ae por Eacherichia coli (l,2 1 3, 
4,9,10,11,12); iaunq~e eÍCis

0

te información que sugiere la existen­
cia de otra~ o'o!(cÚ:f'~rente mecanismo de acci6n (10 114). Estas en­

terotoxinas .son: una de peso molecular elevado (20000 a 102000 d)' 
termo-lábil, sensible al pH ácido, inmun6gena y no dializable, y 
la.otr.a de.peso molecular bajo (1500 a 5000 d),'termo-eetable, r.!l. 
.eietente al pH ácido, no inmun6gena y dializable (12). A la prime . -
ra se le ha denominado máo comúnmente "termo-lábil" (TL) y a la -
segunda "termo-estable" (TS). Esta clasificación en base a au es­
tabilidad en relación a la temperatura, fue descrita en 1970, y -

establece que la enterotoxina que resista una temperatura de 100º 
durante 15 minutos es considerada termo-estable, y termo-lábil -
cuando esto no ocurra¡ aunque se debe mencionar que la mayor par­
to de las preparaciones do ésta Última son destruidas por tempor~ 
turas considerablemente menores, es decir, a 60°0. durante 30 mi­
nutos (4,10 1 12). 

Control Genético de la Producción de Entorotoxinae, 
La capacidad de producir enterotoxinas no está relacionada di­

rectamente al tipo eerol6gico del microorr,anismo (9); aunque se -
ha observado en estudios efectuados en Etiopía y llangladeeh que -
los eerotipos que se han reportado como más frecuentes relaciona­
dos a la producción de enterotoxinaa son más constantes en mante­
ner esta capacidad (13 1 1~). 
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Se sabe que ambas cmterotoxinas están controladas genéticamente 
por ADN que reside en plasmidos transferibles llamados Ent +a o­
tr~s cep~s de Escherichia coli (3 14,9 110,12) y a alguñas entero- ' 

. - . ' 

bacterias relacionadas ( 10 116), Estos plasmidos frecuentemente e_!! 

tán asociados con la preaenoia de antígenos de ·adherencia,, .facto­

res de .resistencia a drogas, y en algunas cepas porcinas a la pr.Q. 

ducción de· Una .alfa hemolisina (12 116). Aunque los antígenos de -
superficie y .la producci6n de toxinas son características indepen 

dientes codificadas por.plasmidos diferentes, ambas enterotoxinas 
: • • y 

son codificadas. por el mismo plasmido o por plasmidos acoplados. 
Se han descri t.o dos ·tipos de plasmidos: un llrupo homogéneo que -
controla la producci6n de ambas enterotoxinas, y un erupo hetero­

eéneo que .controla la producci6n exclusivamente de toxina termo-
. estable (4). 

Factor de Colonización. 
La sola presencia del plasmido Ent +no es suficiente para con­

vertir a·una cepa no productora de diarrea en una patógena. Cier­
tos antígenos do superficie· son necesarios para que Eacherichia -
Jl.Ql1 con el plasmido Ent+ cause diarrea (9), Las cepas de Esche­
richia coli enterotoxigénica de lechones y becerros poseen eatrUQ 

turas semejantes a pilus, los antígenos K8B y K99 respectivamente. 
Estas estructuras median la adherencia de las bacterias al epite­

lio intestinal (15) y permiten que el microorganismo resista su -
eliminaci6n debida a la peristalsis, además de que se multiplique 
corca del sitio de acci6n de la toxina (12), Son específicos de -
especie, y se ha oboervado la existencia en algunos cerdos de re­
ceptores intestinales controlados genéticamente que los confieren 
susceptibilidad o resistencia a estos animales. Recientemente se­
han identificado antígenos semejantes en las copas humanas y han 
sido designados como antígenos de loa Factores de Colonización I 
y II (17 118), Eetoo factores de colonización están controlados -

también por plasmidos; y se han identificado plasmidos que trans­

portan genes para la producción conjunta do factor de coloniza-



10 

ci6n I y la toxina termo-eetable •. Además se han encontrado asoci~ 

dos en forma importante aciertos eerotipoa, tales' como ei 07B:H-, 
ll·y ~l 07B:Hl2 c~n el faotor de colonizaci6n I, el 06:Hl6 y - -

061HOB con el.factor .de colonizaci6n II (3,15). Se ha mencionado 
que estos factores de colonhaci6n no· son prerrequisitos de viru­

lencia, ya que algunas cepaa'que no los poseen han causado diarr~ 
a en voluntarios; esto. sugiere que además de ellos puede haber o­
tros factores de colonizaci6n en las cepas humanas (19). Estos -

antígenos pueden 'obsorvar.se con microocopfo electr6nicar como es­
tructuras parecidas a filamentos asociadas a la superficie de la 
bacteria. Para poderlos. diferenciar de loa comúnmente llamados 

' 
pilia se ha utilizado a la l¡emaglutinaci6n con eritrocitos "O" y 
"A" suspendidos en una aoluoi6n de manosa al 1% (20), 

Serotipificaci6n. 

Ya que .los factores de virulencia de ósta bacteria están con­
_trolados por plasmidos,. la serotipificaci6n de estas cepas, para 
finos prácticos, no os útil. Se ha encontrado que Eochorichia .Q.Q. 

ll enterotoxigénica pertenece a una gran variedad de serotipoa y, 
con raras excepciones, éstas no pertenecen al grupo denominado en 
teropat6geno. 

Después de que se aupo que l.a producci6n de enterotoxina estaba 

controlada por plasmidoe transferibles, ee postul6 que virtualmen 
to cualquier cepa de Escherichia coli podría volverse enterotoxi­
cénica adquiriendo el plasmido apropiado. Seffalándose que un pa­
ciente podría tener varioo aerotipon y entorotoxinaa de Eacheri­
chia coli en la misma muestra diarreica (3,4). Sin embargo, ro­
ciontemente so ha reportado que la presencia de ciertos antígenos 
O y 11, en algunas· ocasiones también el antígeno K, indican una a.! 
ta probabilidad do que una copa sea onterotoxigénica, Caoi todas 

las cepas 07B:Hll y 07B:Hl2 son onterotoxigénicas, mientras que -

cepas 078 sin estos antígenos H raramente lo son. De igual forma 

lee cepas 06:Hl6. También ee ha reportado una aoociacién entre -
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el eerotipo y tipo d.e .onterotoxina; ·01 aerotipo ·o6:Hl6 casi eiem-

pre produce las dos enterot.oxinaa, mientras que· loe eerotipoe -
0128 casi eiempre producen toxina termo-estable. En cuanto a ·su 
Ústribuci6n, se. ha obaer.v~do que algunos s'erotipoe eetán delimi­

tados a algunas áreas geográficas, como ol Ol59:H en Jap6n, el -
01'39:1128 en Brasil, mientras que, otros como el 06:Kl5:Hl6 1 el -
078:1111 y 078:Hl2 se lee puede encontrar mundialmente ('3 11'3 115). 

ENTEROTOXINA TERMO-LABIL DE ESCHERICHIA COL!. 

La enterotoxina termo-lábil de Escherichia .2.!!11 ea una proteí­
na muy parecida a la enterotoxina del C6lera ll,10 111 112,21,22), 

Contiene varias aubunidadee B, cuyo poso molecular ea de 11780 -
daltons ll,12,2'3) que permHen que la enterotoxina se fije a re­
ceptoree en las células de loe vertebrados, y una sola subunidad 
A, la cual se piensa pasa a través de la membrana plasmática a eu 
sitio de acción en el citoplasma de la elílula (10,12,24). Esta -
subunidad A, que se estima tiene un peso molecular entre 25500 y 

'30000 daltono, contiene un enlace disulfuro; la tripeina y lae -
proteaaae que contaminan en algunas ocasiones a la toxina, actúan 

sobro cate enlace y generan dos fragmentos: el A1 con un peso mo­
lecular entre 21000 y 2'3500, y el A2 con un poso molecular de 

2500 a 5000 daltone (1,12,25). 
El frnemento A1 os una enzima que cataliza la transferencia in­

tracelular de adenosina difoafato de riboea del nicotinamida ade­
nina dinucle6tido oxidado a una eubunidad reguladora de la enzima 
adenilciclana de 42000 daltone do peso molecular, incrementado -
de ontn forma la actividad de la enzima en las células blanco l24, 
25,26). 

Las unidades formadoras do la onterotoxina termo-lábil tienen -
secuencias nimilares, poro no idlínticas, a aquellas de las eubuni 

' -
dadee oorroepondienton do la ontorotoxina del Cólera (21,27). 

Analizando loa productos enlazados por covalencia que se forman 
doepulís de hacer reaccionar a la entorotoxina termo-lábil con un 

reactivo, ol dimetilpimolidato, se encontr6 que cada molécula ea-
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tá compuesta de c.inco subunidades il; probablemente dispuestas en -

forma de un anill'o, con la oubunidad A localizada en el eje de la 
simetría. También con difracci6n con rayos X de la toxina en formá 

cristalina se ha demostrado una simetría rotacional quíntuple, 
Cuando se separa de la molécula la oubunidad A, al conjunto de cin 
co oubunidadee B se le denomina Coligenoide (en el caso de la ent~ 
rotoxina del Cólera es Coleragenoide), Este componente a diferen­
cia del de la toxina del C6lera puede asumir diferentes conforma­

ciones que se reflejan en su capacidad de migraci6n en la electro-
' 

foreeie en gel con sulfato dodecÍlico de sodio, A la forma que mi-

gra más rápidamente se denomina forma R, al parecer ésta es más 

compacta, se une mejor al sulfato dodecílico de sodio y se parece 

más a la forma natural de la toxina. Esta forma R puede convertir­
se a la forma más lenta o forma e, con tratamiento a temperatura -
do 50°c., o en presencia de galactosa; esto último ha llamado la~ 
tenci6n ya que el residuo terminal y funcional del receptor en la 
superficie celular para la enterotoxina es·una molécula de galact2 

ea. Ya eo eabo que la uni6n do la ontorotoxina al receptor dá lu­
gar a la ponetraci6n de la subunidad A al citoplasma celular; no -
se saben bien loe detalles de esto, pero algunas hip6tesie invocan 
un cambio en la conformaci6n del componente B cuando se une a la -
superficie celular (24), 

Relaci6n Antigénica con la Enterotoxina del C6lera. 
Además de lee oimilitudes químicas y fíaicae entre la enteroto­

xina tormo-lábil de Eecherichia coli y la enterotoxina del C6lera, 

ambas están antigénicamente relacionadas. Gylee y colaboradores -
fueron los que primero demostraron similitudes inmunol6gicas entre 
ambao toxinao (28). ~oeteriormente ae demostró claramente que la -
antitoxina preparada contra la toxina del C6lera neutralizaba no -

solamente a antígenos hom6logoe sino también a la enterotoxina -
tormo-lábil, y quo la antitoxina preparada contra ésta, ademáe de 
neutralizar a antígenos hom6logoe, lo hacía en un menor grado con 

ln toxina del C6lera l29). 
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Inicialmente se pensaba· que esta relaci6n inmunol6gica afectaba '. - . . -·. . - -._, . , 
exclusivámente a lasubuntdad B de. lns enterotoxinas; aclarandose 
despu6s que ambas ~ubunidades' p'artlcipan on' cata relaci6n, Median. 

. · .. · __ - -. ' ·--·"··· .-':_ .. - _.-:: .. _':·/:e::-:· -- ' -, 
te reacciones de·neutralizaci6ny'precipitacion se ha demostrado 
que la enterotoxiria· termo'-'.lábil· tien~ _determinantes antigénicos -
on común con cnda una de· las aubunldades de .la toxina del C6lera, 

además de que posee actividad antig6nica específica. La existen­

cia de estos determinantes antigánicoe únicos fue establecida por 

la capacidad del antisuero absorbido contra Escherichia coli de -
' 

neutralizar la actividad biol6gica de cada una de las preparacio-

nes de la enterotoxina termo-lábil, pero no de la actividad biolg 
gica de la toxina del C6lera. Además de que en las reacciones de 
inmunodifusi6n cuando se utiliza antienterotoxina termo-lábil con 
tra ambas enterotoxinas, se pueden encontrar reacciones de ident! 
dad parcial oon la toxina del C6lera (30), Clemente sugiere que 
loe determinantes antigÓnicos no compartidos de la enterotoxina -
termo-lábil pudieran representar un antígeno advenedizo que no ea 
esencial para su actividad biol6gica (31). 

Receptores para la Enterotoxina Termo-Lábil. 
Loa receptores para las enterotoxinas termo-lábil y del C6lera 

se han estudiado utilizando diferentes ensayos de captaci6n direg 
ta, estudios de absorción y modelos de inhibición (32). 

El gangli6sido Gm1, es un ácido glucolípido que contiene ácido 
eiálico y una molécula de galactosa terminal (33), se ha propues­
to como el receptor natural para ambas enturotoxinas. Este gan­

gli6sido os el inhibidor más efectivo de lns enterotoxinaa. Se -
encuentra presente en la membrana plasmática de una gran variedad 
de células de los vertebrados, oiendo particularmente abundante -
en el tejido cerebral. El número do recoptoroo en varios tipos -
de células de diferentes especies va de monoe de 100 en los eri­

trocitos humanoo, hasta máa de 10 7 en las célulAB de cerebro de -
cobayo. Al parecer la cantidad do toxina que se uno a las c&lu­

las correlaciona con la cantidad de gangliósido en la membrana. 
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Aunque la mayor parte de la informaci6n.no sugiere lo contra­
rio, la posibilidad d.e que las·enterótoxinas:se unan·a otros gan 
gli6sidos o glucoproteíriae con~o1é6u1as'de.ca~hohidr~toé simil; 
rea, o qu.e el gangli6sido Gm1 sea eol~~ent'e u~ constituyente del 
receptor natur.al, no puede 11er eÍtclÜÍda. (12). 

Mecanismo de Acci6n. 
La enterotoxina termo-lábil, al igual que la toxina del C6le-

ra, acti1a sobre la enzima· aneniÜiiclaea de la mucosa intestinal, 
dando lugar a un incroment'o· ~nf~ conC:entraci6n de AMP Óíclico -
en las c6lulae del epi.teÍio irite~tin~l (3 1 41 9, 34). 

La subunidad B es la parte de la molécula que se une al recep­
tor,. ol. gangli6sido rim1 , en la célula intestinal. Esta parte no 
ejerce ningún efecto sobre la adenilciclasa. (1 110,12). El enla­
ce entre el gangli6sido y la·subunidad Bes muy fuerte, reportán 
dose para 6ate constantes de disociaci6n en el rango de lo-9(12). 

La subunidad A es una molécula no t6xica cuando se agrega a oi 
lulas intactas, pero cuando se agrega a lisados colularea es al­
tamente activa. Su toxicidad resido en el p6ptido A1; ol frall­
mento A2 no es t6xico y tampoco incrementa la toxicidad del frag 
mento A1 (12,30). 

Después do que la aubunidad.B se une al receptor en la superf! 
cie de la c6lula, la subunidad A se inserta en la membrana plas­
mática donde acti1a sobre la adenilciclasa (30). Este proceso de 
"reorientaci6n" ocurro lentamente, ea dependiente de la tempera­
tura y requiero NAD, Por acci6n del fragmento A1 el NAD ee div! 
de en adenoeina difosfato de riboaa (ADFR) y nicotinamida. El -
ADFR se une on forma covalento· a un receptor proteico en la mem­
brana plasmática (26), este receptor parece ser la enzima guano­
aina trifoafataea (GTFasa), la cual reBUla la actividad de la a­
donilciclaaa, tranaformando a esta enzima de su forma activa a -
una forma inactiva.· La uni6n del ADFR a la GTFaoa impido esta -

acci6n, dando lugar a una eetimulaci6n d.e la adenilciclasa, enz! 
ma que convierte ol ATP en AMP cíclico, ocurriendo un incremento 

de los niveles de éste '1ltimo en la célula del epitelio intesti­
nal ( 35). 
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La mayor parte del agua y oal quo·se absorbe en ol intestino 
delgado .ocurre debido a la prooencia en la membrana del bordo ve­

lloso celular de un canal para el Nac1; Este prooeao de absor­

ción acoplada de. lhi.Cl ea .inhibido por el AMP oíclico, sin afectar 
a otros proceaóa como la bomba de sodio y la absorción de sodio -

acoplada a azúcares y aminoácidos neutros, debido a esto '1ltimo. -
la pérdida de líquidos on los pacientes afectados puede reempla­
zarse oralmente ~Bre&ando glucosa a las soluciones. Además de e§ 

te efécto"antiabsorción11
, al parecer existo un segundo efecto que 

ea la estimulación de la secreción activa, A diferencia del pri­

mero, que es ejercido sobre las células vellosas, éste ocurre en 

las células de las criptas de Lieberkilhn, donde el AMP cíclico p~ 

rece ser el mediador de la secreción de bicarbonato y agua (12 1 35). 
El resultado de estas acciones es la pérdida de líquidos y elec­
trolitos importante que puede llevar fácilmente a la deshidrata­
ción y a la acidosis metabólica (2). 

Condiciones de Cultivo para la Producción de Enterotoxina. 
l'ara la producción de enterotoxina termo-lábil se han utiliza­

do diferentes medios, como lo son: medio mínimo-sales, tripsina­
glucosa-cxtracto de levadura, casnminoácidos-extracto de levadura 
y caldo do soya tripticasa (4). En publicaciones recientes se ha 

descrito las condiciones de crecimiento óptimas para la producción 
do enterotoxina termo-lábil, tanto como para cepas de origen hum~ 
no, como de otras especies (36,37 138), No se han encontrado fac­
tores de crecimiento poco comunes. Algunas cepas producen buenos 
nivelen de enterotoxina en un medio mínimo con salea y glucosa al 
O. 5% con un control adecuado del pH. Cuando se le agrºcgan alBU­
no~ aminoácidos a éste medio, la síntesis de enterotoxina se in­
crementa. La metionina, lisina y ácido glutnmico son loa que m~a 
eatimularon a las cepas humanas. Al parecer no requieren vitami­

nas ni elementoo de uso poco común en loa medios de cultivo. El 

pH del medio ea un factor i~portante; la producción se incrementa 

cuando 6ote ea mayor de 7.5 (B.5 6ptimo), y se ve disminuida cuan 

. . 
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do os inferior a esta cifra. La producci6n de enterotoxina puede . 
. ·. . . ·o . 

ocurrir desde una temperatura de .30 c.,. aunque la mayoría ha est.!!: 
blecido una temperatura de ·31°0. (4). · 

Se han reportado algunos agentes que incrementan la liberac16n 
de enteroto'xina termo~lá~il,, entI'~ ello~ la lincomicina (39)' la 

·íiÍi tomi.cina (40) y 19. p~li~i.xi.lla"'B (41). Al parecer estos agentes . - . _-,: 

producen la lisis de la. bacteria' porque inducen el desarrollo ve-
getativo de Wi fago tempe~'ad.o; 

En un culÚvo de 6 horas·, la polimix.ina-B induce la liberaci6n 
. ' ._' ' --. ~ _: - _· . - . -, ._ - • 'f 

t'ápida de entero toxina termo-lábil de bajo peso molecular ( 20000 
. --:--~"'' - ' 

dal tona). Esta en tero toxina posee la misma actividad biolcSgica -
que la que Úone la enterotoxina liberada en forma normal en loa 
cultivos do Esoheriohia ,coli enterotoxig~nica (41), 

Purificaci6n de la Enterotoxina Termo-Lábil. 

La .purificaci6n de la enterotoxina termo-lábil, a diferencia -
de la toxina del· C6lera1 ha presentado varias dificultades, Loa 

primeros intentos realizados utilizando membranas para filtraci6n 
y fraccionamiento con.diferentes columnas de sefarosa (sephadex), 

no tuvieron &xito, ya que la actividad de la toxina so encontraba 
on varias fracciones colectadas (1). Posteriormente algunos gru­
pos han trabajado consiguiendo preparar a la enterotoxina con re­
lativa elevada pureza. Dorner y colaboradoras utilizando una ce­
pa de Enchorichia coli productora de onterotoxina de origen poro! 
no, y un procedimiento que consistía en que a partir del aobrena­

dante del cultivo énte so nomotía a cromatografía on biogol agar2 

sa y en aefadex G-75, posteriormente isotacoforesis en dos ooasi2 
nea, concentrando el material obtenido por diálisis al vacío y -
filtrándolo finalmente en aofadex G-50. De esta forma obtuvo una 
cntorotoxina con un peno molecular eatimado de 102000 dnltons ac­
tiva on ensayos de asa de intestino ligada y en permeabilidad en 
piel de conojoa (42). Caoi al mismo tiempo Finkelatcin y colabo­
radoreo cultivando una copa do origen humano logr6 obtener dos 

factores con roactividad on piel de conejo. ~l procedimiento que 
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utilizó consistía en QU\l al aob.renadante libre de células ae le -
sometía a precipi tadón con sulfato· de amonio, luogo cromatogra­
fía por filtraci6~.en cel, oromatograf!n por intercambio iónico y 

-- .· . . ~ 

electroforesis en· gel. ·.Los productos obtenidos de aproximadamente 
80000 ·dal tons°'de peso" mol~cu:¡.ar tienen actividad semejante al prg 
dueto logrado por :norner. ·.Si. se comparan con la 

6 . 
pura éstos fueron 10 .veces menos activos en el 
las de ovario de Hamster.ohino, 103•vecea menos 

y 102 veces menos en el aaa :¡.igada de· intestino 
de que la cantidad de prote!na producida fue de 
do por. Vibrio cholerae (43), . . 

toxina del· cólera 
ensayo con oélu­
en piel de conejo 
delgado. Además -
1/100 del produc! 

' 

Evans y· colaboradores. utilizando una técnica diferente con poli 
mixina-B, centrifugación, precipitación del aobrenadante con sul­
fato de amonio y· oromatografía por filtración en gel, obtuvieron 
un producto con un poso molecular aproximado de 20000 daltons, ac 
ti vo en el ensayo· de permeabilidad vascular en piel de conejo y -
on el asa ligada de intestino, que se neutraliza con suero antitg 
xi.na ternio-lábil, antitoxina del. Cólera y anticoleragenoide. Cua!!. 
do utilizaban un. cultivo d.e 18 horas, en lugar de un oubcultivo -
de 6 horas, obtenían un producto ·con similar actividad, pero de -
un poso molecular mayor (40000 daltons) (41). Posteriormente ut! 
liz6 esta técnica con polimixina-B y un procedimiento que consis­
tía on que al precipitado con sulfato de amonio so sometía a un -
proceso do rotroextracción, cromatografía por filtración en gel, 
cromatografía por intercambio iónico y cromatografía por afinidad, 
obteniendo un producto de 20000 daltons que producía una sóla .ba!). 
da de preoipitación con varioa antisueros producidos contra prep~ 
racionea crudas de la entorotoxina (44). 

A pesar de los progresoa.logrados, la purificaci6n, preparación 
en forma cristalina y cara:ctorización correcta de la enterotoxina 
termo-lábil es materia aún de mayor investigación (21,22) • 

. . 
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DETECCION DE ESCHERICHIA COL! FRODUCTORA DE ENTEROTOXINA TERMO­
LABIL •. 

Para identificar a las oepas enterotoxigénicas es necesario d~­
mostrar que ellas producen enterotoxinas, ya que no tienen carac­
terísticas coloniales, bioquímicas o aerol6gicas que las distin­
gan de otras cepas de Eschoi;ichia .!!Qll (2,4,9). 

La mayoría de las pruebas descritas para detectar a ~scherichia 
coli enterotoxigénica se han desarrolla.do a partir de las pruebas 
utilizadas para la toxina del C6lera, aprovechando las semejanzas 
existentes entre estas dos enterotoxinas · (l,,,4,9,-l0,12')• 

En .l.as Últimas tres décadas se han descri tio dos tipos de prue­
bas con este .fin: los ensayos "in-vivo" y los ensayos "in-vitro". 
Los priineresfueron loa que aportaron la informaci6n acerca· de -
los efectos fieiol6gicoe y mecanismos de .acoi6n de éstas enterot.Q 
xinas .(12), Inicialmente se utiliz6 el ensayo con asa ligada de 
intestino .de conejo y de otros animales, posteriormente el ensayo 
de permeabilidad vascular en piel do conejo y los métodos de cul­
tivo de tejido.e. Más recientemente se han desarrollado pruebas i!! 
munol6gicas que incluyen a la hem6lisis inmune pasiva, el radioin 
munoensayo, el inmunoensayo enzimático y la inmunodifusi6n en gel. 
Todas ellas presentan algunas dificultades on su realizaoi6n, co­
mo el de ser laboriosas, su costo elevado, no ser tan específicas 
o requerir condiciones que son difíciles de estandarizar en un lft 
boratorio clínico. Esto ha llevado a que en la mayoría de los lft 
boratorioa no se cuente con un procedimiento práctico y confiable 
para identificar a ~schorichia .!!Qll enterotoxigénica (,,9,10). 

Ensayos "In-Vivo": 

El Ensayo con Asa Ligada de Intestino Delgado. 
A principios de siglo, algunoo grupoo que trabajaban on ol es­

tudio del C6lera, pensaban que la toxina de Vibrio cholerae podía 
.alterar la permeabilidad a nivel local do loo capilares, Algunos 
estudios efectuadoe ontoncee, y el hecho de no encontrar células 

inflamatorias en lae evacuaciones ni en la pared del intestino de 
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los pacientes con C6lera, reforzaba.éstos conceptos. 
Con base en.lo ánterior; De y colaboradores en 195~ en.Calcuta, 

utilizando asas de intestino delgado de conejo aisladas mediante '· 

ligaduras de seda,· pretendía estudiar los cambios en la permeabi-. . . 
lidad vascular en este tejido después de administrar Vibrio cholo -. ' . . - . 

rne vivos en c.ultivo en estos segm'entos. El ensayo consistía en 

aislar una asa de.intestino delgado, de aproximadamente 10 a 15 -
cm. de loncit.ud ,ligando ~mboe extremos 'con seda 'quirúr.gica; a és­
te segmento se. le: inyectaba una suspensión de Vibrio cholerae. 
Veinticuatro·h~r¿s después sé sacrificaba el animal y sil examina­

ba el asa, la o~al se e~crintra\Ía dilatada debido a la acumulaoi6n . ' '- .. _,.__ _ __ : i.:,,_. _. .-.::, -:;_::,·-, 
de líquido ori su interior, .P\ldién,dose recuperar de éste a la bao-

. toria. Las caraoteríeti~D.~ .oi toq~ímioae de este iíquido se encon-
.. ' . 

traron semejantes a las ·de 
¡·;, · .• 

las evacuaciones de loe pacientes con 
C6lera (45). i 

Aunque en este momento no se conocía a la cnterotoxina como la 
causante, ni tampoco el.mecanismo por el cual ocurría esto; este 
modelo experimental conetituy6 uno de loe primeros y m~s importan' 

tes esfuerzos parn demostrar una acci6n pat6gena en seres vivos. 
En una considerable cantidad de pacientes con signos y síntomas 

de C6lera no se aislaba a Vibrio cholerae de su materia fecal; é~ 

to se atribuía a una técnica de laboratorio defectuosa, y a pesar 
d·o que los resultados eran nor,ativos, los casos se consideraban -
como C6lera. Estudiando cuidadosamente se encontró que en un buen 
número de ellos se aislaban cultivos puros de Escherichia ~. -
por lo que se decidió utilizar este ensayo de asa ligada para ee­
tudiar la acci6n de esta bacteria sobre la mucosa intestinal, en­
contrnnrlo , prácticamente, loa miamos hallazeos que ocurren cuan­
do se prueba Vibrio cholerae. ~n 6sta ocasión, además, se obeerv~ 
ron treo hechos importantes: primero, el pH del medio jugaba un -
pape! clave en la actividad patoeénica de la bacteria; seeundo, -

cuando ae probaron asas de intestino grueso no se obtuvo respues­

ta, por lo que se pene6 en una acción específica sobre el intesti 

no delgado¡ y tercero, al realizar el estudio serol6gico de las -
cepas probadas ae encontró que algunas de ollas no pertenecían a 
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aerotipoa cona.ideradoa · pat6cenoa (46). 
Después de utilizar a eat.e ensayo como un intento para ·demostrar 

y estudiar la·ac~i6n de Eacherichia coli sobre la mucosa del inte.!! 
tino delgado;; ae publicaron otros trabajos en loa que se efectuaba 

. algunas modificaciones para intentar expli_car más claramente la P!! 

togenicLdad de'eata bacteria. Taylor y colaboradores en 1958 encon 
tr6 q\le{l.a.~ .variaciones reportadas en loe reaul tados con este ens; 
Yo se 're'cl.hC:íe.~··utilizando .conejos de la misma cepa. No encontró di 

ferenci.~sJcu~ri~o.el pH del material de prueba se encontraba en un -

rango entre 6;'2 y 8.4. Y. fall6 al intentar demostrar que el efecto 

producido .sÓb.re ia mucosa intestinal era ocasionado por productos 
d.e la bacteria (47); . 

.Posteriormente se observ6 que la acumulación de líquido en el a­
sa ligada ·era ocaeionad~·por uria enterotoxina, la cual estaba.pre­

sente en el filtrado del cultivo o podría obtenerse al producir 11 

sis de la bacteria (5,48,49,50,51). Un último hecho de gran tras­
cendencia es que se demostró qúe era necesario que la bacteria prg 
ductora de enterotoxina fuera ·capaz de.proliferar en el intestino 

delgado adherida al epitelio (5117,18), Cunndo se probaron culti­
vos con bacterias en catas asas ae observó que había acumulación -

de líquido sólo en aquellas en las que el ensayo se efectuaba en -
la misma especie de la que se aislaba el microoreaniamo, no ocu­
rriendo así cuando ae utilizaban filtrados sin células conteniendo 
a la enterotoxina (50). 

Los estudios realizados para comparar la acción de las enteroto­
xinao de l::schorichin coli y Vibrio cholerae, mostraron loa miamos 
hallazgos, tanto en la mucosa intestinal, como en las caracteríat1 
can del líquido contenido en el aaa lieada (pobre en proteínaa, 
macneaio y calcio, y rico en potnoio, sodio y bicarbonato) (52). 

La respueata del inteatino deleado a la acción de las enterotox1 
nao tormo-entablo y termo-lábil do Eacherichia coli es posible es­
tudiarla con esta prueba. Esta difiere en una forma característica. 

La ncumulaci6n de líquido debida a la toxina termo-eatable parece 

ser inmediata y llefla a su máximo dentro de las 6 horas después de 

haberse administrado, además de ser independiente de la dosis. En 
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cambio para l.a termo-lábil, el establecimiento de la acumulación -

de líquido ~n el asa es dcpendie.nte .de'ia dosis y alcanza niveles 

máximos mucho más tarde.iPor.<lo ·anterior se recomienda· que un ene.!!: 

yo con duración d~ 6 hor~s es ~ciecuado para investigar la respues­

ta a la enterot~~ina, td~~ci.:.eat~liie, mientras que uno de 18 hor~s -
lo ca para la:· termo.:.ÍÓ.bil (5jj, 

Para cate ensayo de .asa ligada de in tee'tino delgado se han util!, 

zado diferontea.animales; entre ellos: conejo, perro, cerdo, cabra, 

rata (5,48,54), y se ha encoritrado que el que da mejores resultados 

es el de conejo, ya que ea un animal que se puede contrplar bien -

en el laboratorio, ea menos costoso, dá resultados máa reales y -

tiene poca mortalidad. 

El Ensayo de Permeabilidad Vascular en Piel de Conejo. 
Los estudios sobre la acción de filtrados de Vibrio cholerae 

después de au adminiatración intradérmica demostraron que un comp2 

nente termo-lábil ocasionaba eritema, edema e induración en el si­

tio do aplicación (55). Este procedimiento ha sido modificado adm!. 

nistrando además un colorante que se une a lna proteínas ( el nzul 
de Evnns) y permanece en el área indurada. ~ate componente fue de­

nominado "toxina cutánea" o más comunmente Factor de Permeabilidad 

Vnecular (FP). Se encontró ser idéntico o de alguna forma asociado 
a la toxina del Cólera. Algunos investigadores encontraron que las 

dos actividades (diarreigénica y de alteración de la permeabilidad 

vascular) se encontraban asociadas en varioo estadios de purifica­

ción y oran neutralizados en presencia de nntisuero antitoxina (12), 
sin embargo al tratar a ln toxina del Cólera a un pH bajo, se de­
mostró una acción destructiva del factor·de permeabilidad, sin pé~ 

dida de la actividad diarreieénica o toxigénica en modelos anima­

les. 
Bate factor ha sido nielado también de cepaa enterotoxigénicaa -

de Bscherichia coli (56). También contieno actividad diarreigénica 

y algunoa autores piensan que ésta ea una caracter!sticn importan­

te do las cepaa enterotoxigónicae aisladas de humanos (12). 
llny varioo factores que influyen en la detecci6n de la actividad 
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del factor 'de permeabilidad, Las def.iciencias para reconocer, estos 
factores pueden llevar a la incapacidad p~ra d~~~~trarla en' culti­
vo de Escherichia coli ente~otoxiBénica. Uno de ~llos es que el en 

sayo s6lo ocurre cuando se ;rueba la enteroto~ina te~mo-litbil, y -
alBunas cepas. de Escherichia poli producen ademits toxina termo-es­
table. l'or lo que en las preparacionés obtenidas de medios de cul­
tivo des.tinados a mejorar l~ produéoi6n, de la primera es fácil de­
tectar. actividad del factor de permeabilidad, mientras que en aqu~ 
llos con·condiciones desfavorables para esto puede ser negativo. -

. ' . ¡ ~-

Otros factores importan_tes ~oni ,el pH, el contenido del• extracto -
·de le"".adura del medio de cultivo (mínimo 0.02%) y la aereación del 

' . ·~. 

mismo. Con el cuidado de estos.factores, Evans ha demostrado acti-
. . . ' ,' --_· - , 

vidad del factor de permeabilidad en filtrados de cultivos despues 
de 6 horas de inoculación c'on la cepa Hl0407 de Escherichia .!lill·­
Los animales empleados (conejos) influyen también, a diferencia de 
con la toxina del c6lera, se obtiene mejor respuesta cuando se utl 
lizan conejos pequo~os (56). 

Hay poca experiencia reportada sobre este enaayo para Bscherichia 
!lQ1i enterotoxig6nica, entre ellas se han descrito diferencias en 
las respuestas con cepas de distintas reBiones (57). De cualquier 
forma, aunque se han reportado algunas ventajas con este ensayo, c2 
mo lo es el número de muestras probadas, las diferencias en la re­
producibilidad, además de la serie de factores que influyen en el 
resultado, hacen que ~ate no tenga una aplicación práctica en el -
laboratorio clínico. 

Ensayo en Conejos Lactantes. 
Se ha demostrado que loe conejoa lactantes pueden responder a -

la administraci6n oral de onterotoxina termo-lábil con incremento 
en ol contenido del líquido inteotinal. Eate efecto se demostr6 mft 
ximo dcopués de una dosis oral a las 5 horao, y los resultados se 
calculan baa6ndose en eil cocientre entre e.l peso del intestino y -
el poso corporal dcapuéa de la administración de la doois. Después 
de 14 díao de edad loa conejos Y.ª no responden adecuadamente, lo-· 
mismo ocurre cuando se los mantiene en ayuno prolongado previo al 
ensayo (58). 



Ensayos uin-Vitro": 

Cultivo de Tejidos. 

Células Suprarrenales, 
La línea celular Y-1, ·1a .cual responde a la toxina termo-lábil,­

ª la del C6lora y a ~a Hormona Adrenooorticotrofica (HACT), y la m,!! 
tante OS-3 1 han sido utilizjld.as para estudiar a estas sustancias 
(59,60,61 1 62,63,64); La~ ~éÍulaa Y-1 cuando crecen como monocapas -
confluentes. sufrón, cambios metab6lioos y morfol6gicoa de.spuéo de hJ!: 
berlao expuesto'~ .las toxinas• t~rmci.;.lábil, del C6lora, ¡i. la HACT y· 
al Afll' OÍ~lioo, Las célul,as se redondean y se desprenden del BUB trJ!: 

to y secre~an cantidade~ e.lovadis de delta-4,3 cetosteroides, que -
pueden ser cuantificados espectrofotométricamente ·o fluorométrico.­
mente. Batos cambios correlo.cionan bien con niveles elevados de AMI' 

cíclico intracelular. Bl redondeo.miento celular ea más sensible o. -
los cambios en el AMI' cíclico intracelulo.r, y requiere solamente el 
10% del incremento necesario paro. llevar a un aumento en la eateroi 
dog6nooio (12), 

En la respuesta a la toxina termo-lábil y a la del C6lera de las 
células suprarronales Y-1,'.se obsorva un periodo "lag" de 1 a 3 ho­
ra.o necesario para obtener redondea.miento .celular (59 1 60 1 61). Esta 
respuoota puede ser saturada y alcanza niv~les de meseta a una oon­
centraci6n aproximada de 1 ng./ml. para la toxina del C6lera. Re­
quiere m6.s de 2 horas para incrementar la producci6n de esteroides . ' 

por arribo. de niveles basales, y la magnitud del 'increme~to de ésta 
eot6. relacionado a la concentración de la toxina utilizada. La durJ!: 
ci6n de la reopuesta puede sor hasta de 72 horas. La eubunidad A de 
ambas toxinas ·produce los mismo efectos que la molécula completa de 
laa toxinao, Después de un periodo de incubación de 10 minutos se­
guido de un lavado onérfico, oe obaorva la máxima estimulaci6n. La 
preincubaci6n de la.o células con toxoide (aubunidad B) neutraliza -
la captaci6n de lal'I toxinas, y cuando ae incuban las células Y-1 
con eangliÓsido Gm1 y posteriormente se exponen n lae toxinas se in 
crer~cnta !'U uni6n a la superficie celular (65). El pre tratamiento • 

de las toxinas con anti toxina o con anti toxoide neutraliza la ree-

.. 
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puesta, así mismo el pretratamionto '.con 
ci6n. de las· cel'.ulas Y-i a la ant:i to~i~a 

. ' gangliosido Gm1• La exposi-
durante c'i periodo "lag" -

.. :.- . ___ : ... _:_- : ' ... ·" __ .·,,. -- - . , ,_ . 

inhibe parcialmente la·respuesta de estas cclulas, la que disminuye 
conforme· transcurre 'ei periódo' "lag;, (61,66). 

Los reiml tados ·~btenidos ·al utilizar las. célulns suprarrenales 

presentaron muchas características similares a l~s de aquellos eetia 
dios "in-vivo"· (as~ ligada de. intestino). El periodo "lag" caracte­

rfotico. es observado tanto con la termo-lábil como con la toxina de 

el C6lora¡ estas toxinas probablemente se unen al mismo receptor -

(Gm
1
), e.l cual es difer1mte para las hormonas. (HACT) 1 aµnque éstas 

tienen efectos similares (12), 

La respuesta final puede ser inhibida en diferentes grados agre­

eand.o anti toxina. al sistema clurante los primeros 10 minutos. Esta -
inhibición puede estar relacionada a un paao reversible en la inter 

. acci6n· de la .toxina con los componentes do la membrana, y puede en 
parte ocurrir durante el periodo "lag" (59,60). 

En eata prueba de células suprarrenales pueden ser ensayados va­
rios cultivos en una forma rolativa~onte poco costosa y rápida. Los 

problemas con estas pruebas celulares, es que requieren de facilidª 

des y vigilancia estricta en el laboratorio, son difíciles, en algy 
nas ocasiones, de estandarizar, y requieren experiencia de indivi­
duos que han tenido una amplia capaci t.aci6n en éatas líneas de te ji 

dos. Además, la reacci6n no 
otras sustancias 

es espec!fioa, como se menciona ante­
pueden estimular a las células suprarr~ riormente, 

nalea para que sufran estos cambios. 

Células de Ovario de Hameter Chino. 
La línea clonal CHO-Kl, derivada del ovario de llamster Chino 

(CHO), responde con cambios morfol6gicos y bioquímicos caracteríati 
coa después de tratarse con dibutiril-AMP cíclico, testosterona y -

aleunns prootaelandinns. Dnaándoae en ostos trabajos, Guerrant y cg 

laboradores decidieron eotudiar el efecto de las enterotoxinas ter­
mo-lábil y del C6lora sobre la concentraci6n intracelular de AMP oi 

clico en cote modelo, correlacionando loa cambios en la concentra-· 

ción del nucleótido con los cambios morfol6gicoe (67), 
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Los efectos de. las toxinas termo-lábil y del C6lcra sobre las o~­

lulaa de ovario de Ilamater chino y otr.os Íib~,oblastos e'ri cultivo, -

ea el de incrementar la BÍntesiB de colágena y la adller~ncta al B~B 
trato, además de la elon¡::aci6n 'de la ri&íiiia'.,t~f~árid~l9.'61~ramente ': 
bipolar y la pérdida de sus proyeccion~';'rieiii11)-f~a~ '. ·~·, 

La correlación de es toa·. camlifos con el incremén to /del· Ál~P cíclico 
, - - -. -·:_ _·- ; ' ,_.;_ ·.-.. · _-. ___ ;;.·: ._--:·:';:-':>::; :-_.:- \,.'._'.(·>·~~~--:: .- . 

por la accion de laa toxinas, se ha evidenciado .. utilizando inhibid.Q. 
. ' '. -.':: - -. .- :-. -·._, -- ::".~:·::-::}¡•'·:1~\ .. _~- -.;-,.-; :::~_:·_ .. ,:;,;-_ - . -' 

rea de la enzima foefodieetearaaa • .El ·inoremento·.en la· temperatura 

(más de Go0 c.) inactiva a ambas toxinas en/~a·~o~~odeio. El colerag! 

noide inhibe a 11,1 toxina del CÓle~a;:'yiel{;~n¡~ero antitoxina del 
. . ... - - ' - ---·· ·;· ,,,· .. -, .. ., -,•, 

C6lera inhibe a ambas enterotoxinaa,:Lc:>a B.u'torea'reportan que este 

ensayo, cuando se prueba a la toxina termo-lábil, es de 5 a 100 ve­

ces más sensible que ol ensayo. de perméabilidad vascular en piel de 

conejo y el asa ligada de intestino, y similar al de células supra­

rrenales (1 112 1 67), 

Adipocitos. 

Eatao células responden de una forma parecida a laa células su­

prarrenales. Se obtienen del tejido graso del epidídimo de la rata 

mediante diflcsti6n del tejido con colaGenoaa y flotación celular. -

Las enterotoxinao termo-lábil y del Cólera, además de una serie de 

hormonas y drogas, pueden estimular a estas células dando lugar a -

un incremento en el Al'!l' cíclico intracelular con liberación de áci­

dos grasos y glicerol qua puede ser medido espectrofotométricamente 

(12). 

·c&lulas Vf!ro. 

Las células Vero, una línea celular darivada del riñón del mono 

verde africano, reaponde a la eotimulaci6q de lao enterotoxinae te~ 

mo-lábil y del Cólera con cambios morfolÓgicoo característicos (e­

longaci6n y engrosamiento de la membrana celular) que ae deben al -

incremento del AMP cíclico intracelular ocasionado por las toxinas 

(66). 
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Determinaci6n de la Actividad de la.Adenilciclasa. 
Despu6s de' que se obtuvo evidencia de que la·acción de la toxi­

na termo-lábil de Eocherichia .cÓÍi'era oeéundaria al incremento del 

AMP cíclico intracelular y éste consecuenCia de la estimul.ación de 
. . . · .. ' ·-'.'. . ·. . , 

la enzima adenilciclasa, se dieron a conocer algunos metodos que m.!!. 

dían la actividad de esta enzima aplicados a la detección de la en­
terotoxina. Dorner y colaboradore.s escribieron un ensayo en el que 
la actividad de la enzima adenilciclasa in.ducida por la enteroto:d­
na termo-lábil es determi.nada por el m~todo de. dilución radioioot6-

·.·' 

pica utilizando Al•iP cíclico marcado con· tritio y partículas homoge-

nizadas de membranas de céluias de miocardio de gato incubadas con 

toxina termo-lábil (69). 
Se ha reportado que este ensayo ofrece algunas ventajas so.bre los 

otros métodos empleados·, como son disponibilidad, tiempo y sensibi­

lidad, ade1náa de que se puede utilizar tanto como.para medir a la -
toxina como loa títulos de antitoxina.en elaeuero. Los inconvenien­
tes son que la preparación del antíeeno es complicada y el uso de -
un compuesto radioactivo. Deopuéo de éste, son muy eocaooo loo es­
tudios que se han reportado; al parecer este tipo de ensayos requi.!!. 
ren una mayor invcotigaci6n en el laboratorio antes de que se valo­
re su utilidad clínica. 

Inhibición de la Uem611sis Inmune Pasiva y 

llem61isis Inmune Pasiva. 
La propiedad que tiene la enterotoxina .termo-lábil de ser anti­

G6nica (1,2,3,4,9,10,11,12) ae hn aprovechado para desarrollar métQ 
don baondos en la reacción nnti'.ceno~nnticuerpo para detectar a la -
toxina. Entre olloa están loo do inhibici6n de la hem6liais inmune 
pasiva (llllP) y la hemólisia inmune pasiva (HIP). 

El fundnmcnto del primero es el oiguicnte: los eritrocitos de ca~ 
nero oensibilizados con enterotoxina termo-lábil se hemolizan en -
preoencia de un suero antitoxina termo-lábil y complemento, Esta h.!!. 

.m6lisis ea inhibida por la incubaoi6n de la nntitoxina con el sobr.!!. 
nadante de un cultivo de una bacteria presuntamente productora de ~ 

.. 
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en tero toxina en· forma previa n la in.cubación con los eritrocitos -
sensib.ilizados (70); •Y el .. del segundo: la enterotoxina termo-lábil 
proveniente de una bacteria nisl'ada en un paciente. es utilizada P! 
ra sensibilizar eri.trocit~s de' carnero. Los elóbulos rojos sensib!. 
lizados se Ífáanen prese~cia de antitoxina y complemento. La hem2 

~ . --·= ·:·." :' .. - ·- .. ·,;_ -.x· .:· .- .. :'- .. 
globina que so'libera.por·la homólisis es o¡edida espectrofotom.Str!. 
camente 1142o•n~. §;111 dellsidad óptica es cjirectamente proporcio:­
nal a la concelltraciórl de la: enterotoxina (71), Estas pruebas se -

',. ' :~.- .... ,, : '- . :,_, . . . -

han reportado).co~o ·mJy accesibles y sensibles para detectar a la -
entero toxina,' sin embargo. hay dile aspectos que cuidar para que es­
to ocurra, y ~á que hay que obtener un antígeno con un alto grado 

. '·-~·..:.·'. ' • ' : . -~ - .> 

de pureza y un' anticuerpo suficientemente potente y específico, 
Estas prueba~; a~ han comparado con el ensayo de células suprarr~ 

nales y se ha encontrado· una bue·na correlación (70,71); sin embar­
go otroil autoreé publican resultados diferentes, sobretodo cuando 
lo utilizan para detectar enterotoxina de cepas de diferentes fuea 
tos animales (72), Esto loa ha llevado a realizar aleunas modific! 
cienes a la prucba1 como lo os el de utilizar una diferente solu­
ción amortieuadora (solución amortieuadora de veronal salina) adi­
cionada de calcio y magnesio; cultivos estacionarios y mitomicina 
en lugar de cultivos en agitación y polimixina-ll como inductora de 
la liberación de la enterotox.ina, y quizá pl que sea más importan­
te, el de utilizar un anticuerpo de origen diferente, la antitoxi­
na del Cólera, que, a diferencia·de lo reportado en loa métodos o­
riginales, dió mejor resultado· (72.,7J,74). 

Hemólisie Inmune Radial Simple. 
3erafim y colaboradores recientemente.publicaron el método de 

hemólisis inmune rndial simple; .Sste tiene el mismo fundamento que 
los anteriores sólo que so realiza en un medio semisÓlido: en un -
medio de acareen al l~ ~e mezclan eritrocitos de carnero sensibil!. 
zadoR con la supuesta onterotoxina; dospuéa de que se deja solidi­
ficar se perforan pocillos de 5 mm. do di~metro para colocar una -
determinada cantidad de antitoxina y complemento; después de un - · 

tiempo de incubación so mide el halo de hemólisis a,ue se produce -

. ·, 
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alrededor del pocillo, el r.ual es proporoional á la cantidad .de 

terotox:Í.na (75); Los reeu.J.~a;los de eát!i prueba se han comparado 

';, ... -,_., __ .,.,..e:··,~-' 

. Al parecer ·cate tipo dé pr1ieb'!l.s.es confiáble, no tiene mayores 

en-

• . ' . -:··- _, __ .' :-·_;::.,"-"'-_:;·_'~;.;_:;.·>'·;,/:/.'_:Ji:c :' • 
desventajaa. que ·los otros, es; menos costosa y más fáoil de realizar 
sin embargo SU utilidad no B~~,;llio{~·~t;;~blecida hasta que las pos,!. 

bilidades de lÓgrár un alit!¡¡~lio y;'hli ánticuerpo de buena calidad 
sean 6p timas. 

Coaglutinaoi6n con Estáfl.loocico • 
• '.--·t .. 

En esta prueba se. utili?'a a la cepa Cowan I de t:stafilococo ,!ll!­

reus, que es rica en proteína A", adonde se pega el anticuerpo (an­
titoxina. del C6iera) por BU fragmento Fe, dejando libre el fragmen­
to ~'ab, para que al r'eacoionar con la enterotoxina se produzca agly 

tinaci6n. La prueba se ha realizado en tubo capilar y en plaoa, r~ 
portándoae mayor sensibilidad con la primera. Se ha descrito una -
buena correlación de ósta prueba con el enaayo de c6lulas de ovario 
de llamster chino y con la hom6liaia inmune pasiva (76). 

Esta es una prueba fácil de realizar aparentemente, y rápida, en 

la que creemos ea necesario una mayor etapa de experimentaoi6n para 
valorar su utilidad. 

Radioinmunoanálisia. 
El radioinmunoanálisia se ha utilizado para desarrollar un m6t.Q. 

do altamente sensible, para detectar a la enterotoxina termo-lábil -
de Escherichia :coli. Greenberg y colaboradores (77) y Ceska y col.!!: 
boradorea (78), han publicado un método de radioinmunoanálisia en -
fase sólida, que consiste en utilizar tubos de poliestireno a loa -

que ae pecan anticuerpos antienterotoxina termo-lábil producidoe en 
la cabra, incubándose posteriormente con enterotoxina termo-lábil -

marcada con 1125, y posteriormente on tero toxina sin radioactividad, 

para luego determinar la radioactividad que queda en los tubos en -

·Ull contador gamma. 



. ·;,. ~ ... '.. - - -.;..;..;,:._; . -· - ... 

29 

Este tipo de cn1¡1ayo se hn comprobB:do aer muy eenei ble 1 sin embar­
go los requerimientoll de r'eactivoá radioactivos y lo costoso del e­

quipo 1 hacen del :r~dioiri~unoanál.isis Ún procedimiento pO()O disponi,- . 
ble para muchos laborá.t!Ja~s• .. 

· Inmunoanálisis El1zi~áti~o (ELISA). 

La técnic~de ELISA
0

hadomostrado ser muy sensible para la de­
tección de. muchos. agentes. infecciosos. Yolken y colaboradores uti­

lizaron esta técnica para· detectar enterotoxina termo-lábil. La -
prueba aprovecha la reacti.vidad cruzada con la enterotoKina del Cg 
lera, y utiliza dos antitoxinas de ésta de diferente origen animal 

(burro y cobayo). Este método comparado con el ensayó de células s~ 

prarrenale13 y el radioinmunoanálisis, demostró tener una sensibili­
dad similar con la ventaja de ser máo acceoible (79). 

llack y colaborado.res rep.ortaron una modificación a esta técnica, 
en la que utilizan al receptor natural para la enterotoxina , el -

ganelióeido Gui1, de tipo comercial, en lugar de la anti toxina del -
cólera obt.cnida del burro, y una anti toxina termo-lábil de conejo. 
~:ato al parecer diominuye 'el rieago de reacciones ineepecíficas e -
incrementa la sensibilidad (80 181). Aunque se ha reportado que pu­
diera· haber sustancias on los medios que se han utilizado para cul­
tivar a l~ bacteria, capacee de inhibir la unión de la enterotoxina 

con el gangliósido 1 además de que pudiera haber dif erenciae en la -
reactividad inmunológica.entre las entcrotoxinas de diferente ori­
gen (82). 

Esta prueba ademáa de probar cnterotoxina proveniente del sobren~ 
dante de cultivos, ao ha utilizado para detectarla de la materia f~ 
cal de papicntee con diarrea por Eocherichia coli enterotoxigénica 
(64)¡ y ha demostrado ser poco más sensible que el ensayo con célu­
las suprarrenales. 

El inmunoanálisis 'enzimático para detectar enterotoxina termo-lá­

bil es una prueba que puede ser muy acceetble, técnicamente es máa 

sencilla de realizar que las demás, pueden efectuarse varina prue­

bas al mismo tiempo y es relativamente rápida. Las dificultades que 

presenta, y en gran parte las comparte con las demás, es la poten-

11 

¡ 
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cia y especificidad del anticuerpo utilizado, las sustancias que 
puedan dan_ lug~r· a ulla inhibici6n ineapecífica, y una mayor valora-

ci6n en aquellos· pacientes cuya materia fecal contenga muy poca Cll!l t 

tidad de enterotoxina termo-lnbil.· 

Doble Inmunodifuai6n (Frueba de Biken). 

Esta prueba consiste en que en placas de agar conteniendo caaa­
minoacidoa, extracto de levadura salea y antibióticos se cultiva a 

Eeychr.richia 5'Q.1i cntcrotoxigénica y se induce la liberaoi6n de la -
enterotoxina termo-lábil con discos de polimixina-B. Lan coloniae -

se disponen en grupos de 41 en medio de las cuales se perfora un p~ 

zo donde se coloca suero antitoxina, después de 24 a 48 horas de in 
cubación· se observa una banda de precipitación entre la colonia prg 
ductora de toxina y el pozo conteniendo al anticuerpo, Según los a~ 

torca este método ha demostrado ser tan sensible ·como el ensayo con 
células de ovario de Hamater chino, sobretodo cuando ae utiliza su~ 

ro antitoxina termo-lábil en lugar de suero antitoxina del Cólera -
(BJ), Loa miamoa autores hnn aprovechado enta técnica para utilizar 
la en la detección de enterotoxina termo-estable. En este caso, to­
man colonias de la placa de agar y la pruepan en el ensayo de ratón 
lactante (84). 

Esta prueba ea poco costosa, ae pueden realizar variae al mismo -
tiempo, no requiere aparatos complicados, pero tiene el inoonvenien 
te.del tiempo en que tarda en realizarse (pe 3 a 4 días). 

\ 
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MATERIAL Y METODO: 

Producción de Enterotoxina Termo-Lábil. 
fücroorganiam~.- La• cepa .HÚl407 de Eacherichia coli fue utilizada 

como fuente de enterotoxina' termo-lábil. Esta cepa se conservó en t.!!: 
. ._ ',_ ' .,. :'°.~- ":\·) .·, ,:_-_ .: . - o 

boa con teniendo agar .eoya7 t.ripticaaa a 4 c • 
. Bl medio do éultivo y al·· procedimiento para cultivar la cepa y oll, 

tonar y· extraer la. entero.toxina ~e basaron en loa trabajos de Evans 
y colaboradpres (41,44 1 53'.y 5G). . 

Medio de cultivo • .;. El ~~cii~efupleado contiene loe sig)lientee com-
ponentes por cada 100 mi.\Ú;\~~dici: ' 
Caeaminoacidos .(Difcci) 
Extracto de Levadura 
Cloruro de. Sodio 
Fosfato Dipotásioo 
Sulfato de Na¡¡neeio 

- • <·'··· 
2;00 '. B• 

0;60 .. g. 

0.25 .. g. 
. 6;87i ' g •. 

. 0.005 g. 

Cloruro de Manganeso . 0,0005 g~ 
Cloruro Férrico 0.00.05 g. 

El pH final del medio ae ajustó a 8.4 con Hidróxido de Sodio O.l N. 
Procedi~iento de cultivo.- Se inoculó un matraz Erlenmoyer con c~ 

pacidad de 1000 ml. conteniendo 100 ml. de medio manteniéndose en as.!. 
tación constante (100-120 rpm.) durante 18 horas a 35ºc. De este 
primer cultivo se tomaron 10 ml. para inocular a cada uno de cinco -
matraces Erlonmeyer con capacidad de·lOOO ml. conteniendo 100 ml. c~ 

da uno do un medio do cultivo eemojanto, cuya única variación eatá -
en la concentración del extracto do levadura de 0.6 g, a 0.15 g. Es­
tos medica se mantuvieron en agitación conqtante (100-120 rpm.) du­
rante 3 1/2 horaa a 35ºc, l'ostoriormcnto lqe bacterias se recolecta­
ron por centrifugación a 3000 xg durante 30 minutos a 4ºc, deehechan 

. -
doee el aobronadante. 

Eotímulo para la liberación do ontorotoxina con Polimixina B.- El 
paquete do bacterias obtenido ae incubó con 50 ml. del modio origi­
nal conteniendo sulfato do polimixina-ll (laboratorios Zapata) a una 

. , o 
concentracion de 2 mg. por ml., durante 7 minutos a 35 C, agitando -

suavemente. Después se centrifugó a 3000 xg. durante 30 minutos a -
4ºc. deahechando el paquete de bacteriaa. 
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·Extracción de la cnterotoxina con.sulfato de amonio.- El sobrena­

dan te obtenido ee llevó. a uná. saturacicSn dél 80% agregándose lentamen 

te durante 30 minutos· 60,'5 g~ .de,i~u1rS.tci d.e .• am~nio a 100 ml. de eobr§. 

nadante, dejándose repos~t''cit/~¡¡· 3o~Í.n~tos;'•to'd~'esto ee realizó a -o .... ; .,,_,..,,,,,,,.,,·;..; •. • .. , ............... . 
4 C. El precipitado reeil.ltante>fíie recolei:ta~o ·por centrifugación .a -

. . . ' '.. ,..-; '. ';; ·. 0 ' ; !.'·•. ·• F': ',;;.• ·. . . 
16000 xg. durante 20 minutos á. 4 e;, _y 'disuClto en 7. ml, de una solu-

, · ·~···r :,,_.i-<-·.:·:·:.:,c1·\_i~-".c,i:'.' -. . . 
ción amortiguadora deTris:-HCÍ.0~05. M pH,7 ;4¡'',para posteriormente so-

meterlo a diálisis durante 4a hbrS.~ contr¿_~ata misma solución amor ti 
·;-_. 

guadora. a 4ºc; .. ,. :} >' - . 
• · " _, , .. - .·"',. _-_ , ·_,. ·¡ ;·_ 'c:'_.c;'-""·':'.' ;,._,'.: -.'. 

Conservación~- El: diaiizadcL áo cónoervó\en' alícuotas de 1, 5 ml, a 

-3oºc., datermihándos{pre~iameÍil~ l~ '66~~~kt'~~6i6n de proteína por -
el método de Lowry (a5).: ,·, · ·• ._ .. · .. _ 

Comprobación .de la actividad de l~ ~n-terotoxina termo-lábil median 
-.• .r-. . - '. - . 

te ol oneayo de. aoa ligada ·.de intestino de conejo.- En aeta prueba oe 

utilizaron conejos albinos do 2 a 2. 5 kg~ de peso que ee mantuvieron 
: ', ~-·-. ·. '-_: . -

en ayuno 24 horas previas al· ensayo.· Dajo anestesia general se hizo -

uná incisión· de 7 a 8 cm. en la línea media del abdomen, ee aisló una 

asa de la parte media del inteotino delgado de 40 cm, de longitud, en 

la cual, atrnvés de la-pared ae inyectaron 20 ml. de una oolución a­

mortiguadora de 'Xris-l!Cl 0.05 l·I pH 7,4 can dirección distal; del asa 

aislada se hicieron·aegmentos de 5 cm. de longitud con seda quirúrgi­

ca. En cada segmento se inyeotó l ml. de material de prueba. Todo es­

to ao ofoctuó por duplicado en dos- conejos, utilizando a la solución 

amorticuadora de Tris-llCl como control neeativo en forma alterna. Se 

suturó ln pared abdominal y se mantuvo al animal en ayuno 24 horas, -

después de las cuales se sacrificó con sobredosis do barbitúricos; se 

abrió ia parod _abdominal para révisar el inteatino delgado, determi­

nando la presencia de acumulación do líquido en loa seemontoa proba­

dos (45,46 y 53). 

Producci6n do Anticuerpos Antitoxina Termo-Lábil. 

So utilizaron conejos albinos de 8 a 12 semanas de edad, a quienes 

oe administr6 en.forma intramuscular a la enterotoxina· de la siguien­

te forma: la primera dosia consisti6 de 1 ml. de una mezcla de enter.Q. 

toxina y adyuvante incompleto de Freund a partos iguales con una con-

... 
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oentraci6n de ,proteína de 2 mg./ml.; :las siguientes dosis consistie­

ron de enterotoxina}i.a~elta en .• soluci6n sa~ina' a, una concentración 
de 2 mg./ml. de. proteína;".ad:iitpistr1fodose cáda una da !Setas 11 inter­
valos de cinco clías (53). Pl\rn ~onitC>~izar :i:os niveles de anticuerpos . ' -· ',, ' -;, ._.-' ' 

se realizó cóntrainmuríC>eiectroforeais. . . . ' - . . - . . 

Extracci6n de. ia Fracci6n Gamma'Giobulina del suero de Conejo. 
' ' . . _-,. : . -· - . . ' 

·uespu6s de sangrar al con'ojo .. porpunción cardiaca, se procedió a 
separar el su'ero por centrif~ga6ió~ }. ~ extraer de tiste la fracción -.. ...~ . - -" -.. - '. . . 

gamma globultna de la forma eiguiente: · 
• . 1 ·. . ,, .. 

l. 3o preparó una solución saturadad~ sulfato de amonio, 
2. El suero de conejo se diluy6 al1:2 con solución salina al 0,85~. 
3, El suero diluido se llevó al 45 por 100 de saturaci6n con la aolu-

. o 
ci6n do sulfato de.amonio (preparada en l); realizando esto a 4 c. y 

' . 
agitando durante 30. minutos. 
4. El precipitado reaultante se separó mediante centrifugaci6n duran­
te 30 minutos.a 1500 xg.a 4°0., resuspondi6ndolo en un volumen semejan 
te al del suoro de soluci6n amortiguadora do fosfatos-salina pH 7.2. 
5, Loa punteo 3 y 4 se realizan nuovamonte en doa ocasiones, y el prQ 
cipitado final se resuspende en un volumen mínimo de solución amorti­
guadora de fosfatos-salina para dializarse contra esta misma soluci6n 
durante 24 horas a 4ºc. (86). 
6. El dializado se conserv6 en nlícuotaa de 1.0 ml. en congelaci6n a 
-15°c., efectuándose previa.monte electroforesis y eunntificaci6n de -
proteínas (85). 

Ensayo en el Nefelómetro de Rayo Laser (Behring) del Sistema AntiEnt.!1. 
rotoxina/Toxina Termo-Lábil. 
l. So hicieron diluciones al doble do ln enterotoxina tormo-lábil con 
soluci6n salina a partir de 1:5 hasta 1:2560, y se probaron con una -
diluci6n del suero antienterotoxina de 1:5 cada una de ollas en el nQ 
fel6motro (100 y 100 ), rogiatrnndoae laa lecturas a loa 5, 10, 15, ~ 
30, 45 1 60, 70, 80, 90 minutos de inoubnoi6n a temporatura ambiente, 
cuadro 2, 
2. Del suero antienterotoxina también oo hicieron diluciones al doble 



' 
a partir de una diluci6n da i:5 hasta 1:2560 con soluci6n salina y se 

· lJrobaron con una diluci6n qe onterotoxina de ·1:5 cada una de ellas, -

registrándose las lecturas como en el incisp anterior (cuadro 3). ' 
3. Las diluc:lones 1:5. y 1:10 ci.ei.antisuero anticnterotoxina con la di 

. . -
luci6n del antígeno (enterotoxina) 1:5, ·cuyas lecturas mostraron una 

curva .ascenden.te,. se probaron nuevamente ·bajo las mismas condiciones 

y a 37ºc, . intentF.l.I\do acortar el tiempo de ipoubaci6n (cuadro 4). 
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RESULTADOS, 

Producci6n de Enterotoxina Termo-Lábil, 

!in las diferentes ocaaiones en>que se produjÓ enterotoxina termo­
lábil se obtuvo un materiB.i, nproxim~cla;nent11 ió.:.12 ml, por cada 100 -
m1. de medio original con ;,;-h~F~Jri~0~tr·a.ci6n· de proteína cie 2. 4 ª 3.1 
mg,/ml. ' < : i¡ 

:, ... :. :·,:--. ~--~,~-: ~:;'i)¿< 
; ;' ·.>- _·-,_~::_-,.,:/.'':_--:_·:.··:-;>·: _ _..,.; --- . , 

Comprobac.i6n de la Actividad. de ·la Enterotoitina en el Ensayo de Asa 
Ligada de . In tes tillo ~e':c~'n~jo'( ·.· 

.liste material ;,i·~t'~riI~rido ~ la _enterotoxina termo-l!Íbíl se prob6 
' ,·.:,,e'.:,.:.,_.:: .. :·,;·_,·. ,. ' ' 

por duplicado en el :ensayo con asa ligada do in tea tino de conejo. Loe 
. - '. -- - -- · •• ·- - • - e . 

segmentos on loa .:que_ se prob6 cato material preoentaron acumulaci6n -
importante de i!<}u{d.oimientras ·que todos loe se¡¡mentos en los que se 
pr~b6 la soiuéi6ri-amortif!uadora de Tris-HCl estaban colapsados ein tg 
ner l!qÚido on'a\I interior (fotografía I), En uno de los segmentos so 
prob6_ cate ;nateri'al después de haber sido sometido durante 15 minutos 

' .. o 
a una temperatura. de- 60 c.; el aogmonto inoculado no preeont6 acumul~ 
oi6n de líquido. 

Conservaci6n de la Actividad de la Toxina on Relaoi6n al Tiempo. 
Posteriormente so inveatigd el tiempo on que ae podía conservar -
. . . o 

este material en congolaci6n a -30 C. sin que perdiera su actividad -
en ol ensayo con aoa lienda de intestino de conejo. Se probaron mate­
riales conr.orvados durante 3 meses, 1 mes, l semana y 1 día, todos -
dieron lugar a una respuesta positiva. 

Producci6n de Anticuerpos Antienterotoxina Termo-Lábil, 
La respuesta que preoentaron loe conejos a la inmunizaci6n con el 

mntorial conteniendo a la onterotoxina ln podc~os observar en la fi-
6Ura I. Despúéa de la quinta dosis (25 días), loa tres conejos pro­
oontnron niveles detectables de anticuerpoa antitoxina tormo-lábil en 
suero. Despu6s do la treceava dosis estoa alcanzaron niveles acepta­
bles (1:0 loa conojoa I y III, y 1:16 el conojo II), por lo que ae -

sangraron a los siete días de habérse aplicado eota Última dosis los 
conejos I y II. Se eopar6 el auero de 6atoo, y se extrajo la fracci6n 

gamma globµlina. 

-. 
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Extraoci6n de la Fraoci6n Gamma Globulina. 
Los resultados de la cuantificaci6n de proteínas y de la electrof2 

reaia del material conte.niendo a la fraoéi6n 'gamma globulina del suero ~ 
de conejo loa po.demoa observar en el cuadro I. ·. 

La concentraci6n.de proteínas en el suero fuede.1.51 g,/dl,, y en -

el material conte~iendo a la fracoi6n &lobtilini~~ fue de 1.10 g,/dl. -
La concentraoi6n de albúmina diaminuy6 del 55,16% en el primero a 5.5% 
on el aee1;1ndof en cambio las· globulinaa aumentó.ron cie un 44.84% en el 
primero a un 94, 5~· en ei aegund,o, este incremento 80 debi6 principal­
mente a las beta (de 18.78% a 24.54%) y gamma globulinae (18.78% a -
61.79%). 

Inmunoelectroforeaia. 
Tambi6n a este material se la efectu6 inmunoeloctroforeaia encon­

trando la presencia.de una sola banda, mismo hallazgo que se encontr6 
en la electroforesis efectuada al suero de conejo antes de la extrac­
ción de la fracci6n elobulÍnica (figura 2). 

Ensayo en el Nefel6metro de Rayo Laaer del Sistema Anti-Enterotoxina/­
Toxina Termo-Lábil. 

En loa cuadros 2,3 y 4 moatramos loa reGiatroa de las lecturas efe~ 
tundas en el ncfclómetro de rayo laaer con las diluciones del suero an­
ti toxina y toxina termo-lábil. 

Como puede observarse las diluciones 1:5 y 1:10 dol suero con la di­
lución 1:5 de la cnterotoxina dieron lecturas ascedentea hasta alcan­
zar au punto máximo n loa 70 minutos de incubaci6n a temperatura ambion 
te, La incubación a '.57ºc. no acortó el tiempo de incubación, sólo mo~ 
tró incremento en las lecturas en relación a las corroapondientoa inc,!! 
bndas a tompcrntura ambiente alcanzando su máximo punto en el mismo -
lapao do tiempo. 
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Fotografía I. 
Ensayo con Asa Lienda de Intestino 

Delgado de Conejo. 

FI, FII, FIII y FIV: segmentos en loo que 

so inocul6 enterotoxina termo-1ª 

bil. 
A(-): 

No I: 

ooementos en loa que se inocul6 

soluci6n amortiguadora de Tris­
l!Cl como control negativo, 

segmento no inoculado. 

. ' 
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enterotoxina­
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1:8 

1 :4 

1:2 

1 : 1 
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1a 2a Ja 4a 5a 6a 7a 8a 9a 10a 11á 12a 13a 
Dosis de Enterotoxina sangro.do 

Figura 1. Respuesta a la inmunización con EnterotoXina 
Termo-Libil de los Conejos I, II y III._ 

.. 
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Figura 2. Inmunooloctroforcsis del 

Suero de Conejo (SC) y dol Material 
conteniendo a la Fracción GllilllJlll Gl.Q. 
bulillll (MCFG) • 

. . 

. ' 
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Suero d.e Material conteniendo 
. ,· .. 

a la Fracci6n Gamma 
i--~---.;_,.-.¡.. ... __ G;J.Jlfilü~.-----1 

• dl. 

· Conejo • 

Proteínas To~les 
Albúmina,.··· 

Globuliná~}: · 
alfa. .1 ' · 6<' 

1. o 
. 0.06. 
1.04 

5•5 
94,5 

alfa 2 

beta 
gamma 

-. •· 

: o.109.8. 
- 0~28j6 

6.28)6 

.. 

. ;'7.28. 
·15·.75 
18:18 

o 
0.09 
0.27 
o.68 

8.11 
24.54 
61.79 

Cuadro 1. Cuantificaci6n de Proteínas 
y.Electroforesis del Suero de Co­
nejo y del Material Conteniendo a 
la Fracci6n Gamma Globulina, 

··:..· 



Cubeta. Dil.Ac. 

1 1 :5 
2 1 :5 . 
3 1 :s 
4 1 :S 
5 .1 :5 . 
6 1 is<\ 

•·.·:·;,:.::,. (: 

7 . 1 •5º'' '. . - ... --. ' ' ' ' .. _-_. -.,, 

s ,·:;~'X,~_:,~-~~-;~:,·::~--< 
9 .. • , 1.5,.,.< 
10 

. 

/1'ls'.C:"•.·· 
11 .. 1 '5 ' ' 

. ·.-, ' . 

Dil.Ag, Lecturas a los: 
5' 10' 15' 30' 45 1 60 1 70' 

1 :5 0.13. 0.13 0.14. 0.19 0.22 0,26 0.29 
1:10 • 0.09 0.09 0.09 0.10'0.13 0.14 0, 16 
1:20 o.os 0.01 0.07 0,06 0.01 0.07 0,07 
1 :40 " : o.os 0.07 0.07 0.06 0,06 o.os 0.06 
1:So . 0.06 0.06 0.06 o.os o.os 0.05 o.os 

,(~::=:t~§ .. : 0.06 0.06 0,06 0,05 o.os o.o5 0.05 
'0,06 ~ 1 :320 0.06 0.05 0,05 0.05 0.04 o.os 

· .• ···.·· ·"' : . > :.· 1 :640' ., 
~\ -, ---:._ '·- .; ': 

0.07 0.07 0.06 0,06 0.06.0.05 o.os 

·-';i;~~~~ o.os 0.06 o.os o.os o.os 0.04 0.04 
0.07 0.06 0,05 o.os o.os 0,06 

: .: --. ' - ,..- -
. S ~Sal, 0.05 0,04 
i- • .. 

0.05 0.05 0.04 0.04 

Cuadro 2, Regiotro de las Lecturas 
efectuadas en el Nefelómetro de 

·Rayo Laser con diluciones del -
suero 1:5 y diluciones del anti 
geno al doble a partir de 1:5 -

hasta 1:2S60, 

o.os 
0,04 

So• 90' 

0.29 0,29 
0•16 0.16 
0.07 0,07 
0.06 0,06 
o.os 0.05 
0.05 o.os 
0.05 0,05 
o.os 0.05 
0.04 0.04 
o.os 0.05 
0.04 0.04 



Cube~a Dil. Ac·~ Dil.Ag. Lecturas a los: 

·. 51 10 1 . 15 1 30 1 45' 60 1 70' 80 1 90 1 . 

1 ·.1:5< .·.··· ,\1:5<:, :0~110.160~1.7 0.19 0.25·0.27 0.31.0,31 o~31 .. · 

~ .. · ;.;J~~'.1[·~;11: ·[~H{:'.1/ ;;~;:.~i:"~:~~ ci:~~··ci:~i··.6:~~ 6:~;.6:~~ ci:i~ci:~~····· 
4 1 :40' .• ,·_ 1:5 . 0.09 0.09 0.09 0•10 0.10 0.11 .0~11 0.11 0.10 
5 1':ao::;;, :1:5 'o.o9 0~10 0.09 0.09 0.10 0.10 0~10 0.09 0.09 

6 
7 
8 
9 
10 
11 

: 1:'ú50 '? :~ · Ú5. ·· .. 0;69 o.o7 0~01 0.07 0.01 0.01 0.06 0.06 0~06 
1 :):fo 1 :5 0.01 0~07 0.01 0.06 0.06 0.06 0.06 ·O.o5 0;06 

o;oa 0.06 0.01 0.06 0.05 o.o~ o.os 0:04 0.04 · 1 :640 •.•. 1 :5 • 

1 :1280· 
1 :25tfo' 

.s ,sal. 

1:5 
1 :5 
1:5 

.0.09 0.01 o.01q.06 0.06 0.06 0.04 0.04 .0.04 
0.07 0~07 0.07 o·.06 0.05 0.05 0.05 0.04 0.04 
0.06 0.06 0.06 o.66 0.06 0.05 0.04 0.04 0.04 

Cu!i.d:ro 3. Regia tro de las Lecturas ofec tuadas 
en el Mefel6metro de Rayo Laser con dilucio­
nes al doble del suero a partir de 1:5 hasta 
1 :2560 con una dilución de la toxina de 1:5. 



Cubeta Dil. Ao. Dil.Ag, Lecturas a los: Temp.de 
Incubaci6n • 

1 1 :5 
2 1 : 10 

3 1 :s:·~-

4 1 :10 
,., .. 

~ ·, 

7' 15• 30' 45 1 .60 1 70 1 80.1 90 1 

. f:5" ·0~20 q~25 0.31 0.33 0.36 0.42 0.41 0.42 37ºº· 
1 :5 . 0~11 0.13 0•14 0.16 0.17 0~2.1 0.23 0~23 37°c. 

;· .-'~?--~;_> : , .. · -.. ' 
· 1:5 0,20 0,21 0.25 0.28 0,30 0;37 0.37 0,37 ambiente 

; ;1:5. 0.13 0.11 0.12 0.13 0.14 o.17 o.17 0.17 lllllbiente 

·Cuadro 4, Registro de las Lecturas efectuadas 
en.el Nefel6metro de Rayo Laser con dilucio­
nes 1:5 y 1:10 del suero con diluciones 1:5 
del antígeno, incubandolas a 37oC. y a temp~ 
ratura lllllbiente. 
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l 

DlSCUSION. 

Producción de Enterotoxina '!armo-Lábil •. 

~ 
í 

Modianto la producci6n dp enterotoxina termo-lábil con un medio 
. . . - ' .· , ·>· "' _:: -.-. __ -,_ .... : : ·- ' "": 

de cultivo conteniendo casamtnoacidos y extracto de levadura e indu-
ciendo BU liberaci6n. con 'un 'antibi.6ttci~ · (p~limixina~Il) se ha reporta 

' ; ._··_(.-;' ·-; --~-~----. ,·, ' . -
d.o que ac· obtiene un mayor rendimiento >en la oonoentraoi6n de la to-
xina. La cnterotoxina o.btonidá :dll esta iiui.nera es la forma más peque- ! 
lla que oonaerva au acti~idad• toxiglínicá ~·: inmunoe;énica ( 20000 dal ton) ·~ 
Se ha mencionado que esta toxiR~·~e~ide en ~l espacio periplas.mático 
de la clílula y s6lo unO:· !úiquoñ~ ~al'ltid.~d (aproximadamente el lO;t;) es 
11 be rada enpont~neamente a:'1 m~d.i& d~ oul tivo (41 y 87). 

E~ nuestro estudio en iao ~ifcrentes ooaaiones en que se produjo -
cn.terotoxina termo-lil:bi.l obtuvimos un material con concentraciones -
de proteína· conatariteEÍ, que dcmcietr.ó tenor actividad en la prueba del 
asa liGada de intestino 'ele oorieJ~ de 24 horas, ensayo que se ha con-

-, -:-·· <'~_ > 
sidcrado dtil para demoritra.r lÍl. presencia de la cnterotoxina termo-
l~bil y diferenciarla de la acci6n de la toxina termo-estable de la 
miama·bacteria (53), 

La cnterotoxina demostr6 conservar su actividad adn cuando se con­
servó durante 3 meses en cone;olaoi6n a -30ºc, Se ha visto que esta 
proteína pierde •au actividad en forma importante cuando oe almacena 
por tiempo máa prolongado y a temperaturas menos frías (36), 

Producción de Anticuerpos Anti-Enterotoxina Termo-L~bil. 
La inmunizaci6n de conejos con el material conteniendo a la ent~ 

rotoxina ñeopuós de extracci6n con sulfato do amonio produjo buenos 
niveles de anticuerpos en el suero de los tres animales. 

Se ha reportado que en ln obtenci6n de enterotoxina despuós de pr~ 
cipitnción con aulfnto de amonio hay una considerable diominuci6n en 
el número de componentes en las preparaciones cuando a éstas se lea 
efectúa electroforesis (44), Esto lo pudimos constatar al efectuar -
inmunoclectroforeois con el ouero de ambos conejos, antes y después 
de gxtrner la fracoi6n clobul!nica, ol obtener sólo una banda, 

El procedimiento de extraoci6n do la fracción gamma globulina del 
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suero nea pcrmiti6 obtener un.matcriai on el que la concentraci6n de 

proteínas pros~ntes·ca~f totálmenh corroapondía a las globulinao -

del suero del conejo (94~5~),con una gran recupe~aci6n de la.frac-· 
ci6n ¡:amma globulina. ·.}e>< . 

. 'º .. ¡.-.'.--;'-';":.' . "-~(~_:,·;,-:.·-.· 

. :_-_,- ... ::··}~;=~:;':>;·:·-.,-~,:··.:'.-~~~--~¡-/·:>::-- < . '' . 
Ensayo en el Nefel6me'~ro;;Laser deL; Sistema Anti-Toxina/Toxina Termo-

. L~bil. 'i/' ; .'<;:{é: 
. - -·, -.- .. ~·-:_:.:.:.-:~·;,·:_' '." ·;;. <; .-'.-{-~::.'?:'8: ;·, -_. 

La nefelometría lase~;os·'uriiinotrumento que se ha desarrollado en 
. - . ·.~ '/-'?·.~¡-~,_,.,, _·.'.o')--~;'Jl~'· -<- ,_,, 

forma importante en loo.•.ultimos•aflos. La bnse de eu funcionamiento -
.. ', --.- ',. <:-~;;,-~-,~--/:~': ', .. ::·:.;,~:- --. . 

conoiote en medirla c~~tidad do luz diaperzada cuando ee hace inci-

dir el lnser a traváo de'.~na áoiuci6n conteniendo partículas en sus­
penai6n (complejos ~tÍtÍg~~o_;~n.Úcuerpo). · 

Las dilucioné~·l:5 y 1:10 .del suero cuya concentraci6n de proteína 

fue de 2.2. yÍ~l ~g./ml. reopectivamente, al probarse con una dilución¡ 

do la 'enterotoxl.na'. do 1: 5, con ti~a conoentrac16n de proteína de 0.49 1 

mg/ml, en el 'nefel6metro dieron lecturas con una mn¡:ni tud ascedento 

en rolaci6n Si. tiempo, Íogrando su p~co a los 70 minutos de incubaci6n 

a temperatura 11mbiente, in'dicando claramente la preacncia de una roag_ 

ci6n ~ntÍgono-anticuorpó. Bato ae pudo reproducir on otra ocasi6n ain 

observar variaciones en laa lecturas, ailn cuando ec -.utiliz6 un antíge 
n~ de preparnci6n máa r~ciante (cuadro 4). -

Al incrementar la te1:1pcraturt\ do incubnoi6n a 37°c., s6lo ae obaerv6 

un aumento en la ma8nitud de láa lecturaa nlcnnzando su pico máximo 

en el mi,amo lapso de 'tiompo, por lo que considoramoe que esta modifi­

cnci6n no ofrece ninsuna ventaja. 

Las lecturaa con lns pruebas de dilucionea mt\yores, tanto del antíg~ 

no como del anticuerpo, no mostraron un comportt\Tnionto ascendente, a 

oxccpci6n do las efectuadas con la diluoi6p 1:5 del euero con la 1:10 

de la toxina, y ln 1:20 del euero con ln 1:5 de la toxina, en las que 
la variaci6n ea.discretamente perceptible. 

Lo anterior nos indica que es posible detectar a la onterotoxina ter 

me-lábil de Escherichia coli on ol nefel6metro de rayo laser cuando -

so utiliza un anticuerpo nnti-cnterotoxina a una concentraci6n de 1.1 

a 2,2 mg/ml. de proteína, y un antÍBeno dn enterotoxina con una con­

contraci6n do 0.49 mg/ml, de proteína • 

. ' 
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COllCLUSIONES. 

!::acherichia fil!ll .enterotoxigénica· ea. una causa frccuen te de diarrea 

en loa países en desarrollo; Produce dos enterotoxinas, una termo-lábil !I 
• ., ...• ··- • . r 

de peso molecular olovad.ci ~ ·:,r· otra termo-,estable de peso molecular bajo. 
• j • • • • 

Para que esta 'bact~rle.' prciduzoa e.nfermedad es necesario, adem6.s, la pr~ 
sencia de un ant!gcno;:.el factor de colonizaci6n, La presencia de éste 

y de las toxinasest~ controlada gon6ticamonto por plasmidos • 

. La enterotoxin9.-te'rmo:..1ábil fiaico~químicamcnte es muy semejante a -

la toxina dol C6lera,·con q!iien ádemásprosonta inmunidad cruzada, Lo 

quo se ha apro~~chádo para d'esar,rollar métodos para detec'tarla. Estas -

enterotoxinas ejerO~ll BU acci6n p'o~\un;·~ecaniS'llO que hace que la adeni;!,. 

ciclasa se estim1Íle '.e inc'r~~ellte l~' có'llcentraci6n del ANPc intracelular 

con la ·?onse.cuente altera'di.6n on•Ta ii'li~oroi6n de NaCl y agua y en la B! 

creci6n de NaCO'}ll y a,<?Ua por las células del epitelio del intestino del 
,· ·-

gado, 'I 

Para podar detectarla es necésario demostrar que produce cnterotoxi-

l1 

na ya que no tiene características morfol6gioaa ni bioquímicas que la -

dietingan. l>ntro loa medios empleados pnra esto, so incluyen pruebas -

"in-vivo", como el ona·ayo d·e asa do conejo, y pruebas "in-vitro", como 

los cultivos do clilulas suprarrenaleri. Todas. ollas presentan dificulta- , 

des on au·realizaci6n quo no las hacen del todo accesibles para aplicar 

las prácticamente al .laboratorio clínico. 

Utilizando un modio de cultivo con casamino6.cidos, y estimulando eu 

libernci6n.con polimixina-B,, se obtiono un mayor rendimiento en la pro­

ducci6n do catn entorotoxina. Al oometer este material a procipitaci6n 

con :mlfnto do amonio se disminuye el número do componentes. Este mate­

rial puedo aclministrarae a conejos por vía intramuscular para producir 

anticuerpos lor,rando una buena respuesta. 

Utilizando loe anticuerpos obtenidos de osta forma puede detectaroe 

a la cnterotoxina termo-lábil en el nefcl6metro de rayo laeer cuando 8e 

utiliza este anticuerpo con una concentraci6n do proteína do 1,1 a 2,2 

mg/ml. y un antígeno de enterotoxina a una conccntraci6n de 0.49 mg/ml. 

do proteína. 
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RESUMEN: 

En ol presente trabajo. oe presenta una revtaión de la: informa..:· 

ci6n máo importante acerco: de ·l!l.. enterotoxina termo-lábil de Eoche­
richia coli y lo'a ~6tod!l:~:;a:ra ·au dete~cióq. 

Además, se prcaentá.:1a part~ inicial de un trnbaj'o orientado ·ha 
cia el deonrrollo de un método que pµcda o~r utilizado en el labo­
ratorio clínico en forma práctica y confiaglc para su detección, 

Eota parte es ia producción de enterotoxina termo-lábil con un 

medio conteniendo caaaminoácidos y extracto de levadura, la produg 

oión do anticuerpos nnti-cnterotoxina termo-lábil en concjoo y ol 
ensayo en el nefelómetro de rayo laaor del oiatcma anticnterotoxina 
termo-lábil/toxina termo-lábil de Eocherichia coli, 

. . 
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