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INTRODUCCI ON

La diarrea es una de las causas principales de-
muertes infantiles sobre todo en recien nacidos en diferen
tes partes del mundo, principalmente en pafses de vfas de-
desarro!lo como México. Hasta el presente no hay medios -

eficientes para controlar totalmente esta enfermedad.

Aunque inicialmente se consideraba a Escheri- -
chia coli exclusivamente como un habitante normal del trac
to intestinal de! hombre y de otros mamfferos, se ha visto
ahora que E. coli no es solamente miembro de la flora nor-
mal intestinal, sino la causa de problemas entéricos en ni
fios y adultos ; de tal manera que constantemente se tiene-
conocimiento de personas extranjeras con problemas entéri-
cos después de visitar la ReplGblica Mexicana o alglin otro-
pafs con condiciones alimenticias similares; por ejemplo,-
personas que viajan de los Estados Unidos y de! norte de -
Europa a Latinoamérica y Asia desarrollan diarrea frecuen-
temente, en ocasiones el agente etiolfgico no es identifi-
cado pero en otras se aisla exclusivamente Escherichia co-

li. Este fenbmeno es conocido con el nombre de "Enferme--

”

dad de! Viajero ".

La mayorfa de los estudios realizados para - ==



cepas de E. coli de origen humano, tienen su base en otros
Le COLL
previamente efectuados en animales jévenes como:lechones,~

cabritos y becerros. (22), (23), (26).

Sakazaki y colaboradores(2), han observado sobre

bases clfnicas, que algunas cepas de Escherichia coli pue--

den causar un sfndrome similar a la disenterfa; es decir --
mostrando poseer propiedades invasivas como las atribufdas-
a cepas de Shigella. Trabajos mfs recientes en animales y-
en e! hombre sugieren que algunas cepas no sean invasivas,-
pero sf produzcan una enterotoxina asociada con un sfndrome
diarreico. En aspecto, !a patologfa de esta enfermedad pug

de parecerse a la del célera.

Hasta antes de 1960 (23), el conocimiento de - -

Escherichia coli como patégeno era limitado; sin embargo es

to cambié gracias a la semejanza del mecanismo de accibn de

este microorganismo con el de Vibrio cholerae (7), (22), --
(23).

E! objetivo principal de este trabajo, es buscar
una rélaci6n entre las pruebas comunmente usadas en el labg
ratorio de diagnbstico bacteriol8gico y las pruebas més re-
cientemente empleadas a nivel de laboratorio de investiga--
cién, para detectar el mecanismo de virulencia de esta ente

robacteria. Asimismo, detectar la presencia de cepas ente-



rotoxigénicas productoras de toxina 1&bil al calor, en un
pequefio nGmero de cepas aisladas a partir de nifios hospi=-
talizados en la ciudad de México, con cuadros c!fnicos --
caracterfsticos de diarrea. Detectar, también en este -=-
grupo, cepas con caracterfsticas. invasivas, calculando el
porcentaje de &stas y de cepas toxigénicas productoras -
de toxina |8bi! con propiedades similares a la toxina de-

V. cholerae.



GENERALIDADES

Escherichia coli es un microorganismo que se =
encuentra normalmente en el intestino del hombre y otros-
vertebrados. Fué aislado inicialmente por el profesor --
Theodor Escherich a partir de heces de nifios lactantes.
Se encuentra en heces de nifios y adultos y es ocasional==-
mente patdgena para el hombre causando diarreas, enteri--
tis, peritonitis; especialmente en nifos adem8s esta bac=-
teria es causa de infecciones del tracto urinario como --
cistitis. La presencia de E. coli en el agua o en cual--

quier alimento indica contaminacibn fecal.

Clasificacibn

E. coli pertenece a la familia Enterobacteria-

ceae que agrupa microorganismos con caracterfsticas morfp

I6gicas y bioqufmicas similares. De acuerdo a la mayor -

o menor similitud entre sus caracterfsticas se puede divi

dir en los siguientes géneros:



Género ESCHERICHIA,

En este grupo se encuentran ba@jlos que miden=-
aproximadamente 1.1 micra de ancho y de 2 a 6 micras de -
largo. Se presentan solos o en pares, generalmente mévi-
les. Crecen f&cilmente sobre medios simples de cultivo,=-
existen formas coloniales lisas y rugosas. Usan el aceta
to como fuente de carbono, no asf al citrato . Fermentan
!a glucosa y otros azficares con produccidn de piruvato y-
atido l8&ctico. Algunas cepas son anaerogénicas. Perteng

ce a este género la especie Escherichia coli.

Género EDWARDSIELLA,

Bacilos mbéviles con flagelos peritricos, no ==
encopsulados. No utilizan el malonato y el citrato como-
fuente de carbono. Producen HZS a partir de agar TS| e -
indo!. Poseen descarboxilasas para la lisina y la orniti
na. No fermentan el manitol. La principal especie de --

este género es Edwardsiella tarda.

Género CITROBACTER.

Bacilos m8viles con flagelos peritricos, no en
capsulados. Usan el citrato como fuente de carbono. Fer-

mentan la glucosa y otros azficares con produccién de &ci=
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do y gas, en el caso especial de la lactosa la fermenta--
cién pueden ser muy lenta o no llevarse a cabo. Forman-
trimetilenglicol a partir de glicerol. El crecimiento no
se ve inhibido en presencia de KCN., Las principales espe

cies de este género son: Citrobacter freundili y Citrobac

ter intermedius.

Género SALMONELLA,

Bacilos general!mente m8viles por la presencia-
de flagelos peritricos, habiendo dentro de este grupo dos
especies inmviles como S. gallinarum y S. pullorum. Las-
colonias miden aproximadamente de 2 a 4 mm, de di&metro.
Dentro de los medios de cultivo utilizados para su creci-
miento es necesario adicionar ciertos factores de creci--
miento especfficos. En este género se encuentran bacte=--
rias que emplean el citrato como fuente de carbono. La -

mayorfa de las cepas son aerogénicas.

Género SHIGELLA,.

Bacilos inméviles no capsulados. No requieren
de factores especiales de crecimiento, éste se ve inhibi-
do en presencia de sulfito de bismuto. No usan citrato--
ni malonato como fuentes de carbono . No nroducen HZS' -
fermentan la glucosa y otros carbohidratos con producci’n

de 4cido pero no de gas. Normalmente producen catalasa.



Género KLEBSIELLA.

Bacilos inmdviles capsulados, se presentan sim
ples, en pares o formando pequefias cadenas. No requieren
de factores especiales de crecimiento, pero sf amoniaco,-
como fuente de nitrégeno. Al fermentar la glucosa produ-
cen &cido y gas. La mayorfa de las cepas producen 2, 3 -
butanodio! como producto final en la fermentacién de la -
glucosa. La reaccién de Voges-Proskauer normalmente es -
positiva. No hay formacidn de HZS a partir de agar TSi-

u otro similar. Generalmente producen gelatinasa e indol.

Género ENTEROBACTER,

M8viles con flagelos peritricos, algunas cepas
son encapsuladas, como fuente de carbono pueden usar tan-
to al acetato como al citrato,a 37°C fermentan la glucosa
con produccién de &cido y gas; pero no producen gas cuan-
do se incuba a 44.5°C. Generalmente la prueba de Voges =

Proskauer es positiva y la del rojo de metilo negativa.

La mayorfa de las cepas licuan ligeramente a la gelatina.

No producen HZS a partir de agar TS| o similar ni fermen-

tan el dulcitol.

Género HAFNIA.

Mviles con flagelos peritricos, no encapsula-



dos. Pueden usar en acetato y el citrato como fuente de=-
carbono. Fermentan la glucosa con producciédn de &cido y-
gas; pero no producen &cido a partir de citrato. La prug
ba del rojo de metilo generalmente es negativa a 37°C. y-
la prueba de Voges=Proskauer positiva a 22°C. pero negati
va a 37°C. No producen HZS a partir de agar TSI, tampo-

co producen !ipasa, ni DNasa.

Género SERRATIA.

M8viles con flagelos peritricos algunas cepas-
son capsuladas. Pueden usar tanto acetato como citrato --
como fuente de carbono. Producen pigmentos de color rosa,
rojo o magenta, fermentan la glucosa con pequeiia produc---
cién de gas. La prueba del rojo de metilo es negati;a y =
la prueba de Voges-Proskauer es negativa. Normalmente no-
descompone la urea. Producen DNasa y el pigmento |lamado-

"Prodigiosina”.

Género PROTELUS,

Bacilos que se presentan en pares o en cadenas-
no encapsulados, méviles por la presencia de flagelos peri
tricos. Forman &cido a partir de glucosa pero mds ligera-
mente de fructosa, galactosa y glicerol. La prueba del rg

jo de metilo es positiva, No forman &cido a partir de - =’



arabinosa, dulcitol, inulina, lactosa, rafinosa y sorbitol.
Los nitratos se reducen a nitritos y generalmente no forman

indo!s Producen ureasa.

Género YERSINIA.

C&lulas ovoides, inméviles a 37°C. pero mbviles-
a temperaturas superiores a 8sta por poseer flagelos peri--
tricos « No encapsulados,generalmente no fermentan la lac-
tosa pero sf a la fructosa, glucosa, maltosa, manitol, mang
sa y trealosa con produccién de gas. No fermentan al dulici
to!, inocitol y rafinosa. La prueba de! rojo de metilo es-
positiva y la Voges-Proskauer negativa a 37°C. para dos --
especies Y. pestis y l: pseudotuberculosis. Hay buen creci
miento er agar con extracto de carnes, No utiliza al citrag
to ni al malonato como fuente de carbono. No reduce al te-
trationato. No hay hidré§lisis de la gelatina. Reducen los
nitratos excepto una variedad de este grupo. No hay descar
boxilacién de la lisina ni desaminacibén de la fenilalanina.

ndo! .,

Normalmente no producen

Género ERWINIA.

Bacilos Gram negativos, méviles por la presencia
de flagelos peritricos. Producen &cido a partir de glucosa

fructosa, galactosa, sacarosa y beta-metilglucosidasa; pero
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rara vez de adonito! y dutcitol. Utiliza el acetato, fu-
marato, gluconato, malonato, y succinato como fuente de -
carbono y energfa, pero no oxalato, benzoato ni propiona-
to. Al final de la fermentacién de ia glucosa por estos-
microorganismos se obtiene CO2 y diferentes combinaciones
de succinato, lactato, formato y acetato. No hidroliza -
al almidén més all§ que a dextrinas. No presentan descar
boxilacién de! &cido glutémico y la desaminacién de argi-
nina, lisina u ornitina solo se puede detectar en algu--
nas cepas. Rara vez producen ureasa y lipasa. La tempe-
ratura éptima de crecimiento se encuentra entre 27 y 3Q°C.
Anaerobicos facultativos. Son catalasa positivos pero no

producen oxidasa. Saprofitos o par&sitos de plantas.



Caracterfsticas de la especie Escherichia coli

A).- Morfolbgicas y Coloniales.

Escherichia coli se incluye dentro de los baci-
los entéricos y son conocidos como bacilos del colon por-
que son especies facultativas predominantes a los largo -
de! intestino. Miden normalmente 0.5 por 1.0 a 3.0 micras
variando de forma coccide a larga, se pueden presentar en
pares o cadenas cortas. M8viles o inm8viles, las cepas -
m8viles poseen flagelos peritricos y pilis. Normalmente=-
no capsulados, pero hay algunas cepas que desarrollan cép
sula o microcSpsula. No forman esporas y son Gram negati
vos. Cuando crecen en caldo producen una turbiedad unifor
me y si se encuentran por debajo de sus condiciones pti--
mas de crecimiento pueden formar lasrgas cadenas filamento
sas que causan un crecimiente granular, Las colonias li=--
sas (S) sobre agar, son brillantes convexas e incoloras; -
pero cuando se hacen resiembras constantes en medios de --
cultivo se vuelve rugosas. Las variedades capsuladas pro-
ducen colonias mucoides, particularmente cuando se incuban
a bajas temperaturas y cuando los medios de cultivo tienen
bajas cantidades de nitrégeno y fosfato pero altas cantida
des de carbohidratos. Algunas cepas son hemolfticas sobre

gelosa sangre y sobre medios s8lidos tiene un olor fétido.
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Colonias en gelatina.- Opacas, hGmedas, blanco grisfceo,-

enteras.

Crecimiento por picadura.- Blanco grisfceo que se extien=
de en forma ondulatoria, no hay

licuefaccibn.,

Colonias en agar.- Normalmente blancas y en algunas ocasig
nes blanco amarillentas, enteras y ondu
ladas; frecuentemente hay formas atfpi-

CasSse

En agar inclinado.- Normalmente blancas, algunas veces blan
co amarillento, hGimedas, brillantes y -

crecimiento extendido.

Crecimiento en caldo.- Turbio, denso, con sedimento grisé--

ceo, no forma pelfcula .

En leche tornasolada.- Produccién r&pida de &cido con des--
prendimiento de gas normalmente coa-
gula la leche. No hay peptonizacién
del coagulo , el tornasol puede o no

ser reducido.

Se pueden establecer subdivisiones de Escherichia coli

de acuerdo a sus propiedades antigénicas, la actividad de -
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fagos en este tipo de bacterias y a la produccién de coli-
%jnas.
B) .~ Caracteristicas Bioqufmicas.

El grupo de Escherichia coli se compone de bacte

rias con reacciones bioqufmicas similares pero calificadas-
con serotipos diferentes de acuerdo con métodos serol8gicos
adecuados. A continuacibn se da un cuadro con las principa
les pruebas bioqufmicas y sus resultados para cepas de E. -

coli aisladas de cultivos.
colty
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Propiedades bioqufmicas de Escherichia coli

Prueba

Movil idadaansaascansens
Catalasa@uanssacssssasce
Crecimiento en KCNasaeos
Crecimiento en 4%

de selenitosvecasscsess
Citrato como

fuente d¢ carbonOecesses
Malonato.sssvvesnncanas
Gas a partir de
glucoSAecsancssscnnsasnse

Acido a partir de:

Adonitol.ceacrancscsann
Arabinos@assecvssensecs
Dulcitol.esassssnacenns
LactosS@sassssennscnanes

Maltos@esussenaessanans

Resul tado

Prueba

d

+ + o +

Manitol.--.---..
Rhamnosa.-...--;

Salicina..-.....

Sorbitol.....-..

Sacarosadcescsssa

Trialosa....----

Xilosa-.--.--.-.
lndo'..i....---.
Ureasdcasassnsas

H,S a partir de

2
TSlansesossacanane

Arginin dihidro-

lasa@ssssssasesas

Resul tado
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Prueba. Resultado Prueba " Resultado
Lisin descarboxi- Rojo de metilosesanans -+
V@S alaiae aiealss aininloim + Voges~-Proskauer..sase«s -

Ornitin descarbo-
Xi'asa-.-n.n---n- d Gelatina (ZZOC¢)-I---- =
Fenilalanina de -

aminNASAcasassenss -

+ = Resultado positivo después de realizar la prueba .
- = Resultado negativo después de realizar !a prueba .
d = 16 - 84 % de las cepas presentan resultado positivo.

Escherichia coli no utiliza el &cido Grico como fuente de -

nitrogeno. Catalasa positiva. Aerobias o anaerobias facul-
tativas.

Resistencia al! calor.- Normalmente mueren después de someter
las a 60°C. durante 30 min.; pero ciertas cepas termoresis—-
tentes pueden soportar esta temperatura. Requerimientos pa-
ra su crecimiento. Buen crecimiento sobre medios ordinarios-
de laboratorio. Temperatura 8ptima de crecimiento entre 30°
a 37°C., teniendo Ifmites de temperatura de crecimiento en--
tre 10° a 45°C. Producen gas a partir de glucosa a 45° y ==

46°C.
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Variedades de Escherichia coli

E. coli var. communis.- Incluye cepas de Escherichia coli

E. coli var. acidilac
tilcis
E. coli var. neapoli-
tana.
E. coli var. commu- -
nior.

que no fermentan la sacarosa ni -
la salicina. Aislada a partir de

heces.

Incluye cepas de E. coli que no -
fermentan la sacarosa ni la sali-

cina. Aisladas a partir de leche

Cepas de E. coli que fermentan la
sacarosa y la salicina, aisladas-
a partir de pacientes con célera-
y cadiveres; por esta razén se --

pensaba eran causa de célera.

Cepas de E. coli que fermentan la
sacarosa pero no la salicina. Ais

ladas a partir de heces.



o

C).- Propiedades antigenicas.

E. coli es una especia bacteriana serolégica--
mente terogénea ya que hay un gran nGmero de tipos serold
gicos, los cuales parecen diferir en patogenicidad. Al -
igual que Salmonella y Shigella, E. coli. se divide en gru
pos basados en su antfgeno somdtico termoestable ( O ) que
a su vez se encuentra relacionado para la clasificacién --
con el antfgeno capsular (K) el cual! tiene la propiedad de
inhibir la aglutinacién de! antfgeno (0). Esta inhibicidn
puede el iminarse pof calentamiento a 100°C. 6 a 120°C inac
tivando e! antfgeno K sin que el antigeno O se vea altera-
do . El antfgeno K se divide en tres variedades (L, B, y-
A) de acuerdo con sus propiedades fisfcas particulares como
por ejemplo: capacidad para inhibir la aglutinacién del! -

antfgeno 0, resistencia a las altas temperaturas, etc.

Caracterfsticas de las variedades del antfgeno
capsular (K)
(segfin Edwards y Ewing)

Variedad. Caracterfsticas

i 1.- Capacidad aglutinante del antfgeno L
con antisuero L inactivado por calen

tamiento a 100°C. durante una hora.

2.- En suspensién da aglutinacién con el
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antisuero O si se calienta a 100°C.- -~

durante una hora.

E! poder de unir anticuerpos se inac -
tiva por calentamiento a 100°C. duran =

te una hora.

Se inactiva su antigenicidad por calen-

tamiento a 100°C. durante una hora.

Se presenta como envoltura de la célula

y ocasionalmente como capsula.

Capacidad aglutinante del antfgeno A --
con antisuero A inactivado por calenta-
miento a 120°C., durante dos horas y me

dia.

En suspensidn da aglutinacidn con anti-
suero 0 si se calienta a 120°C. durante

dos horas y media.

E! poder de unir anticuerpos se inacti-
va por calentamiento a 100°C. durante -
dos horas y media,a 121°C. durante dos-

horas.

Su antigenicidad se inactiva por calen-

tamiento a 120°C. durante dos horas y -
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media .
Se presenta como cépsula

Capacidad aglutinante del antfgeno B-
con antisuero B inactivado por calen-

tamiento a 100°C, durante una hora.

En suspensidn da aglutinacién con an-
tisuero O si se calienta a 100°C. du-

rante una hora.

El poder de unir anticuerpos se inac-
tiva por calentamiento a 100°C. durapn
te dos horas y media o 121°C. dos ho-

ras.

Se inactiva su antigenicidad por calen

tamiento a 100°C. durante una hora.

Se presenta como envoltura de las cé-

lula o como cépsula.

Finalmente este microorganismo puede clasifi--

carse serol8gicamente de acuerdo con su antfgeno flagelar

(H). De acuerdo con estudios seroldgicos realizados por-

Kauffmann y sus co!aboradores, se han encontrado mis de--

145 diferentes antfgenos (0) designados como : 055, 0111,

etc.; aproximadamente 86 diferentes antfgenos capsulares-



(K) y cerca de 50 antfgenos flagelares (H). Estos antfge-
nos pueden encontarse en diferentes combinaciones y es --
obvio que e! nGmero de serotipos existentes dentro de la=

especie es muy grande.

En los Gltimos afios se incremento eL interés -
de la serologfa de E. coli, debido a la asociacibén de - -
ciertos serotipos con diarrea infantil severa, de la que-
no se aislo’ otro tipo de patégenos como Salmoneila sp. -
Sihigella etc. y sf microorganismo pertenecientes a este -
grupo, con reacciones bioqufmicas similares pero seroti--

pos diferentes.
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SEROTIPOS DE ESCHERICH!IA COL! REPORTADO EN DIARREAS .
(Edwars y Ewing)

ANT!GENO "0O” ANTIGENO “K” ANTIGENO "H”

26 60 (B6) NM (inmévil)(ES93),
11,32,

44 74 (L) _ 12,018, 34,

55 59 (B5) NM, ,2,4,6,7,8,10,
21,27,32,34.

86 61 (B7) NM (E990), 7.8,9,-
10,1134,

26 62 (L) 2

111 58 (B4) NM, 2(Db433),4,6,11
12,16,21,25,27,40.

112a 112¢ 66 (B11) NM (Guanabara)

119 69 (B14) NM, 6(Aberdeen 537-
52),9,18,27(w34)

124 72 (B17) NM, 16,19,30,32,

125a 125b 70 (B15) 19 (Canioni) 21

125a 125c 70 6, 11, 21, 25

126 71 (B16) NM, 2(E611),27

127a 63 (B8) NM(Ho I comb)

128a, 128b 67 (B12) 2(Cigleris),8,9,12.

128a, 128c 67 NM, 8, 10, 12.




D).- Virulencia en cepas de Escherichia coli enteropatdgena.

Escherichia coli.- Es un microorganismo habitante

normal de! +racto intestinal, siendo ésta la causa, en mu- -
chas ocasiones, de reportes benignos por parte del laborato-
rio bacteriol8gico; sin embargo, muchos casos de diarrea en-
nifios menores de dos afos de edad estén asociados a cepas de
E. coli pertenecientes a un pequefio grupo serolégico. La co
lonizacidn se ve facilitada debido al pH sumamente alcalino-
que en un pricipio existe en el intestino del recién nacido-
poco después del nacimiento y antes de que se absorba el ca-
lostro, conteniendo anticuerpos ricos en lgA, se repite el -
perfodo de susceptibilidad una vez que ha finalizado la eta-

pa de lactancia.

La importancia del estudio de Escherichia coli co

mo agente causal! de enfermedades, se vié favorecida por los-
estudios realizados sobre la patogénesis del célera, de ellos
surgid la determinacién de la existencia de una enterotoxina

productora de la diarrea en infantes.

En algunos casos de individuos con diarrea, los -
sfntomas clfnicos era similares a los del célera, pero al --
examinar bacteriol8gicamente las heces sélo se encontré E. -

coli y no Vibrio cholerae.

Escherichia coli se encuentra normalmente en el -
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La secrecibn de anticuerpos y la barrera &cida del estdéma-

go impide el paso de E. coli a esta regidn.

Cuando alguno de estos mecanismos normales se -
encuentra dafiado, se puede presentar la invasién de micro-
organismos. Dentro de las causas de modificacién de estos
medios de defensa, se encuentra todos aquellos que propor-
cionar en medio adecuado para el desarrol!lo de agentes pa-
+6ge tal bi la diet b L - -
t6genos tales como un cambio en la dieta normal, la pro

duccidén de un antagonismo microbiano o la predisposicién -

de!l huésped.

Se ha encontrado que el mecanismo de virulencia

de Escherichia coli puede ser de dos tipos; hay cepas inva

sivas muy similares en accién a Shigella 6 Salmonella y -

cepas productoras de enterotoxina con caracterfsticas bio-
qufmicas parecidas a la toxina del V. cholerae, a estas --

Gltimas se les conoce con e! nombre de cepas enterotoxigé-

nicas.
Cuando el huésped se ve afectado por cepas de -
E. coli invasivas, el cuadro clfnico predominante es el tf

pico de disenterfa, debido a la destruccién de la mucosa -

v tejido intestinal por las bacterias. Al atravesar la pa
. : : ; : s

red intestinal, son la causa de septicemia y proliferacién

en otras regiones del organismo.



22 .

Las cepas enterotoxigénicas, producen una toxi
na estimulante de la produccién de! fluido secretado por-
el intestino; por esta razén se ve favorecida la acumula-
cién de lfquido en esta regién manifestandose como un cua
dro clfnico de diarrea y no de disenterfa. Este tipo de-

cepas de Escherichia coli son el motivo mis resiente de -

estudios bacteriolbégicos, genéticos, bioquimicos e i nmuno
18gicos de este microorganismo ya sea de origen humano o-

aislado de animales.

Las cepas de E. coli enterotoxigénicas han sido
probadas de la misma manera como se ha hecho para la to-

xina de Y. cholerae. (7 ) 22 SR,

Dentro de los mecanismos de estudio encontramos
el modelo biolégico de! asa ligada de fleon de conejo, --
permite ademds, poner de manifiesto cepas de tipo invasi-
vo por las lesiones causadas en la regidn del intestino -
donde fueron inoculadas; por lo tanto no se trata de una-

/ ; o f 4
prueba exclusiva para cepas enterotoxigénicas pero s e-

gran utilidad.

Las cepas invasivas pueden ser identificadas -
como tales por medio de otro modelo animal donde se puede
probar la capacidad de este tipo de cepas para producir -
queratoconjuntivitis en cuyes, (modelo del ojo de cuyo o-

prueba de Sereny (7), (22), (23).
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Caracterfsticas de las enterotoxinas de E. coli.

Para el estudio fisiolégico, bioquimico y gené

tico de las enterotoxinas de E. coli se han empleado méto
dos utilizados en anteriores estudios de !a enterotoxina-
de! V. cholerse. De =sta forma se han encontrado dos ti

pos de enterotoxinas : una l4bil al calor (TL) y otra es-
table al calor (TE), ambas controladas por medio de un --
nsl&smido, (15), (20), (23), asi las cepas de E. coli son-
productoras cuando menos de dos tipos de enterotoxinas.

Ne hecho casi todas las cepas de origen humano han demos-
trado en minuciosos estudios, ser productora de ambos ti-
pos, sin embargo hay informes que aceptan la existencia -
de cepas productoras exclusivamente de enterotoxina [4bil
2l calor y otras productoras de enterotoxina estable al -

calor.

De acuerdo con las condiciones de cultivo se-
ve favorecida la produccién de uno u otro tipo de entero
toxina, asf por ejemplo, en condiciones de aereacidn se-
encucntra en mayor cantidad enterotoxina termoestable,--
mientras que en condiciones de cultivo estédtico se en---
cuentra aumentada la conffntraci6n de enterotoxina termo
t&bil,

La enterotoxina TE soporta temperaturas de --

100°C. durante 15 min. mientras que la enterotoxina TL -
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se destruye a una temperatura de 60°C. apl!icada durante -
30 min. La enterotoxina termoestable es de menor peso mo
lecular y aparentemente no antigénica; por otra parte la-
enterotoxina termo-l4bil es de peso molecular mayor y con

propiedades inmunogénicas.

En personas adultas con enfermedad similar al-
célera, de las cuales no fué posible aislar V. cholerae -
se aislo E. coli enterotoxigénica, la Gnica diferencia --
c!fnica era la duracién de la diarrea, significativamente
menor en E. coli que en los casos de célera; los cambios-
bacteriolbgicos y fisioldgicos eran sorprendentemente si-
milares a !os causados por agente causal de! célera. Sin

embargo, al aislar y purificar la enterotoxina se pudo --

determinar que se trataba de !a enterotoxina [4&bil que, -
a! i1gual que en la toxina de V. cholerae, existe un enla-
ce entre ésta y la actividad de la adeni! ciclasa, ya que

esta Gltima se ve favorecida por la presencia de enteroto
xina termoi!&bil en las células grasas y en la mucosa in--
testinal ie conejo, ademis de que estimula !a produccidn-
de AMP cfclico en células adrenales y 6varicas. No se ha
encontrado claramenteiesta misma propiedad la posee la en
terotoxina termoestable, ya que se requiere de una purifi
cacibdn 8ptima de ambas enterotoxinas para evitar resulta-

dos falsos positivos o negativos por mezcla de las dos.
La explicacién bioqufmica al fenbémeno de acumu

lacién del lfquido dentro del intestino, causado por la-
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enterotoxina de E. coli_es la misma que ha sido dada pa-

ra la toxina de Vibrio cholerae. La acumulacién de Ifqui

do es m&xima alrededor de las 18 hrs. después de haber--

sido inoculadas las cepas en el fleon del conejo.

Caracterfsticas de! medio de cultivo empleado en la pro--
duccidn de enterotoxina.

A partir de los primeros estudios de cepas de-

L. coli relacionadas con diarreas y especificamente con -

la produccién de enterotoxina se ha empleado el medio - -
” SINCASE” Gti! para obtener tanto la toxina 1§bil al ca-
lor como la estable, dependiendo de las condiciones de --
aereacidén. También se puede utilizar otros medios siem--
pre y cuando se les adicione un dializado de peptona o --
extracto de levadura. La temperatura de incubacién reco-
mendada por la literatura es de 37°C. apareciendo la ente
rotoxina en la fase logarftmica de crecimiento. Poste- -
riormente se puede aislar por filtracién, centrifugacién,
dialisis, etc. de la preparacidn que es estable a tempera
turas de refrigeracién por varios meses. Se han encontra
do que las preparaciones guardadas en refrigeracién duran
te 5 o 6 afios con pocas resiembras no han perdido su actj
vidad para producir enterotoxina, pero tambien se han en-

contrato casos de cultivos relativamente recientes pero -
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con resiembras sucesivas que han perdido dicha propiedad.

Usos de modelos animales empleados en la deteccién e iden
tificacifn de enterotoxinas

| .- Prueba del lleon ligado de conejo.- Se em-

plean de preferencia conejos de 7 a 9 dfas,
es una prueba que detecta tanto enterotoxi
na de V. cholerae como ambos tipos de ente
rotoxinas de E. coli ( TL y TE ). (1), (8).

11.- Prueba de ratén recién nacido.- Prueba - -

Gtil en la deteccidén de enterotoxina (TE),
se requiere de ratones de uno a cuatro - -
dfas de edad a los que se le inyecta direc
tamente en la pared abdominal la prepara--
cidén bacteriana, cuatro horas mis tarde --
los animales son sacrificados y por rela--
cién de! peso intestino / ratén se puede -

determinar la concentracidn de! lfquido --

(18), (23).

|11.-Prueba del factor de permeabilidad o de la

pie! de conejo.- Es también de utilidad --

para la toxina de V. cholerae. Se inyec-
ta por via intracutdnea la preparacidn de-

enterotoxina y a las 24 horas se aplica =--
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intravenosamente un colorante como por ejem-
plo, azul de Evans o alguno similar. Las -
” - -

ireas de coloracidn aparecen aproximadamente
dos horas mis tarde. Esta es una prueba que
detecta principalmente enterotoxina 1abil --

al calor (TL) (14>r (17)1 (23)'

Prueba en cultivo de tejidos.- Se emplea parc

detectar enterotoxina (TL) en células adrena-
les de ratdén o bien células ovaricas de hams-
ter chino, ya que estas &elulas responden re-
dondedndose y secretando esteroides en el me-
dio de cultivo, caracterfsticas que facilitan
la identificacién de la enterotoxina. Tam- -
bien han sido utilizadas en pruebas de culti-
vo de tejidos las células intestinales de ra-
tén y de embridén humano, asf como las células

de timo de ratdén dando resultados satisfacto-

rios. (9), (23).
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PARTE EXPERIMENTAL

1.- Cepas utilizadas.

47 cepas de Escherichia coli aisladas de heces de ni-

flos gue presentaban diarrea.

MEDIQOS DE CULTIVO.

Agar Mac Conkey (Difco)

Agar especial de la siguiente composicidn:
Base agar Sangre€...ecssssssssass 20 g
PeptOnDes sssusassansmvnnsndasss BsIBe
extracto de CarnN@..seacscsansss 1a5g.

QA s o a s s s nmomsecensannssnsaess 15 g.

Medio de SIM (DIFCO)
Citrato de Simmons (BBL)
Caldo cerebro corazén (BBL)
Agar Muller Hillton (DIFCO)
Agar TSI (DIFCO)
Agar de soya tripticasa (BIOXON)
Caldo de soya tripticasa
Gelosa sangre »
Medio Sincase (para producciédn de enterotoxina) con -
la férmula :
T D DR R LT
Extracto de levadura.esceesses 0.15%

Cloriuro de 80dio. cesneessssess 0255
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Fosfato de potasio dibdsico (0.05M).... 0.871%
Sulfato de MagnesiOesssesscacssssncnsas 0.005%
Cloruro de manganesOesscsssssssssacnsss 0.005%
Cloruro FErrico +.ceesceveasasacasaasaas 0.0005%

Se ajusta e! pH con una solucién O0.IN de Na OH.

REACTIVOS.

Peréxido de hidrégeno.

Reactivo de Erlich.

Solucién de acriflavina al 0.1 %

Antisueros polivalentes para E. coli (marcas Difco e Ins-
tituto Bhering) .

Sensidicos de antibidticos para microorganismos Gram nega
tivos (marca Bioclfn).

Colorante azul tripano a! 2% en solucidén salina.
Tranquilizante ”“Combelen” (marca Bayer)

MATERIAL BIOLOGICO.

25 cuyos para efectuar la prueba de invasividad.
13 conejos de 1.5Kg. de peoso para efectuar la prueba de-

toxigenicidad.
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Para !a realizacidén de este estudio se emplea- -

ron 47 cepas de Escherichia coli aisladas de nifios con -- -

edades diferentes, que habfan sido clasificados por su edad
dentro de ! iguient gl

Je o de t0s sigutentes grupos: actante, pre-escolar y -
~scolar. Los cuadros clfinicos que presentaron eran carac -

teristicos de diarrea.

Después de aislar las cepas se realizaron prue -
es biogufmicas y se tipificaron con sueros para E. coli --
anti 0 y anti OK (BL). Esta prueba tiene como finalidad, -
auxiliar en la identificacién de cepas de E. coli asociadas
con diarrea, se probé cada una de las cepas con sueros poli
vantes | y 1l que dan aglutinacién positiva frente aquellas
més comunmente encontradas en esta enfermedad. Dentro del-
grupo de cepas se encontraron algunas que presentaron aglu-
tinacién especfifica frente a un tipo de antisuero y otras -

que presentaron aglutinacidn frente a ambos antisueros.

Posteriormente se sembré cada una de las cepas -
con la . finalidad de aislar una colonia y realizar pruebas -

bioquimicas y de serotipificacidn.
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Aislamiento de las cepas.

Todas las cepas fueron sembradas en agar Mac. -
Conkey e incubadas durante 24 horas. Posteriormente se --
aisld una colonia en agar soya tripticaseina. Con el cre-
cimtento de la colonia aislada se realizaron las pruebas -
orogufmicas, seroldgicas y de sensibilidad a los antibidti

COS.

Pruebas bioguimicas

Para determinar la produccién de 4cido sulfhi--
drico y movilidad, se sembrd en medio de SIM; igualmente -
se empled el crecimiento obtenido en este medio para pro--
bar !a produccién de indol por las cepas. La fermentacién
de azlcares como lactosa, glucosa y sacarosa se pudo obte-
ner sembrando los microorganismos en medio de agar TSI.

La utilizacién de citrato como fuente de carbono se deter-
miné empleando agar citrato de Simmons, ademds de las prue
bas anteriormente mencionadas se buscé la presencia de la-~
enzima catalasa con perdéxido de hidrégeno y la propiedad -

hemol ftica en gelosa sangre.

Serotipificacidn.

Después de las pruebas bioqufmicas se probaron-

las cepas en presencia de antisueros para E. coli grupos -
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polivalente |, polivalente |1, A, B y antisueros monova--
lentes, obteniendo resultados negativos para algunas de -
las cepas; por lo tanto se procedid a calentar todas és--
tas a una temperatura de 120°C. durante 10 min. con la fi
nalidad de destruir el antfgeno K que tiene la propiedad-
de inhibir la aglutinacién con el antfgeno O. Después -
de! calentamiento indicado se determiné la aglutinacién -
tomando una gota de cultivo y poniendola en presencia de-
los antisueros anteriormente mencionados, en esta ocasidn
aquel las cepas que dieron resultados negativos frente a --
los antisueros polivalentes antes del calentamiento fueron

positivas frente alguno de ellos.

Prueba de sensibilidad a los antibidticos.

Para esta prueba se sembré a los microorganis-
mos en tubos de ensayo conteniendo cuatro mililitros( 4 -
ml.) de caldo de soya tripticaseina. Se incubaron duran-
te 5 hrs. comparando el crecimiento bacteriano después de
este tiempo con el estandar de Mc. Farland (0.5ml. de clo
ruro de bario adicionado a 99.5 ml. de una solucién de --

H.SO, al 1 %) que es equivalente a una concentracién de-

2774

108 bacterias por mililitro; con esta suspensidn se sem--
braron placas de agar Muller Hinton e inmediatamente se -
deposité sobre cada una de ellas los discos de pape! fil-

tro impregnados con antibidticos especfficos para bacte--
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rias Gram negativas ( de marca comercial Bioclfn ). Des-
pues de incubar las cajas durante la noche (aprox. de 15-
a 18 hrs.) a 37°C., se interpretaron los resultados mi- -
diendo los halos de inhibicién del crecimiento en mil ime-

tros.

Pruebas de virulencia.

Se usaron en estas pruebas dos tipos de modelos
animales, uno de ellos, el de la conjuntiva de cuyo o - -
prueba de Sereny (20) para la determinacién de invasivi--
dad de las cepas en los tejidos, y el otro modelo, en la-
pie! del conejo o del factor de permeabilidad para deter-

minar la producciédn de enterotoxina I48bil al calor.
A).- Prueba de Sereny o de invasividad.

Se emplearon 25 cuyos ; cada una de ellos fué-
inoculado por vfa ocular con una gota de cultivo - -
bacteriano a una concentracién de 0.5 x 108 bacte- -
rias por mililitro. E! indculo se probé en el ojo -
derecho de cada animal mientras que en el ojo izquier
do se inbculo una gota de caldo, con la finalidad --
de comparar los resultados frente a un testigo nega-
tivo. Se observé a los animales durante los 5 dfas-
posteriores a la inoculacién, esperando encontrar --

queratoconjuntivitis en los casos positivos y un as-
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pecto normal en los casos negativos.

R).- Prucba de! factor de permeabilidad o de la piel del-
conejo.

Preparacidn del inéculo.- Para la prueba del factor de --

permeabi!idad se hizo crecer cada cepa en un matraz conte
niendo 50ml. de medio "Sincase”, se incubaron durante 72-
horas a 37°C. y se centrifugé el contenido de cada matraz
con la finalidad de determinar en el sobrenadante la pre-
sencia de enterotoxina l&bil al calor. La cantidad de en
terotoxina producida fué poca, por este motivo fué nece
sario concentrarla por medio de liofilizacién, reconstitu
yendo posteriormente 10 ml. de! sobrenadante liofilizado-
con solo un mililitro de solucién salina. El Ifquido ob-
tenido de cada cepa se esterilizd a través de membranas -
"Sartorius” para ser probadas después en la piel del lomo

de conejo.

La prueba del factor de permeabilidad o de la-
piel del conejo es una prueba encaminada a la busqueda de
enterotoxina !&bil al calor, para su realizacién fué nece
sario el uso de 15 conejos de 1-1/2 Kg. de peso. Se depl
16 la piel del lomo de cada uno de los conejos para poste
riormente cuadricular la zona, en cada cuadro se inyectd-
0.2 ml. de inéculo con la posible enterotoxina (un prome-

dio de 10 cepas problema, un testigo positivo (*) y un -=
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testigo negativo). Después de 24 horas de inoculacién --
se aplicd colorante azul tripano por via intravenosa ob--
servando a !os conejos durante las 24, 48 y 72 horas si--

guientes.

Se considerd resultado positivo cuando la zona
de inoculacibén presentd induracidén de la piel y ausencia-

de ceolor azul.

(*) Se utilizé un testigo positivo que fué una

cepa de origen porcino previamente estudiada.
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Resul tados

Resultado de las pruebas bioguimicas.

Todas las cepas aisladas coincidieron con las-

caracteristicas de Escherichia coli

Resultados de la Serotipificacidn

Antes de realizar la prueba de serotipifica- -
S/ ’ . .
cién se probd cada cepa con acriflavina para conocer las-

formas coloniales lisas y rugosas.

La siguiente tabla muestra los resultados ob--
tenidos después de la tipificacién inicial de las 47 cepas
realizada en la clfnica hospital No, 25 de! 1.M.S.S donde
fueron aisladas de casos de diarrea infantil. La determi
nacién sc efectud con sueros polivalente | y polivalente-
11. Esta misma tabla indica el grupo de edad en la que -

se incluyd a cada uno de los pacientes .

A continuacién de la tabla anteriormente mencio
nada se presenta los resultados obtenidos en una segunda-
tipificacién realizada con la finalidad de una mejor ca--
racterizacidén. Los antisueros utilizados fueron: A, By
algunos monovalentes de los grupos A y B (No. se probdé --
aglutinacién con todos los antisueros, por la dificultad-

de conseguirlos).
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TABLA NO. 1

REACCION DE AGLUTINACION FRENTE A ANTISUEROS POLIVALENTE |
Y POLIVALENTE 11

CLAVE DE LA CEPA GRUPO REACCION POSITIVA CON EL
ANTISUERO POLIVALENTE.

1 LACTANTE 1

2 LACTANTE 1

5 LACTANTE I

4 LACTANTE |

5 LACTANTE Ll

6 LACTANTE It

7 LACTANTE i

8 LACTANTE Iy Il
9 PRE-ESCOLAR 11
10 LACTANTE !
11 LACTANTE I
12 LACTANTE Iy LI
13 LACTANTE Hi
14 LACTANTE 1

15 LACTANTE !
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CLAVE DE LA CEPA GRUPO REACCION POSITIVA CON EL
ANTISUERO POLIVALENTE.

16 LACTANTE |
17 PRE-ESCOLAR il
18 LACTANTE !
19 LACTANTE I
20 ESCOLAR Iy 11
21 LACTANTE !
22 LACTANTE |
23 LACTANTE |
24 ESCOLAR |
25 ESCOLAR Il
26 LACTANTE 11
27 ESCOLAR !
28 LACTANTE 1l
29 LACTANTE !
30 LACTANTE !

31 LACTANTE |
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CLAVE DE LA CEPA GRUPO REACCION POSITIVA CON EL
ANTISUERO POLEVALENTE

32 LACTANTE !
33 PRE-ESCOLAR !

34 PRE-ESCOLAR !

35 LACTANTE !

36 LACTANTE 1

37 LACTANTE I

38 LACTANTE I

39 LACTANTE I

40 LACTANTE !

41 PRE-ESCOLAR I

42 LACTANTE I

43 LACTANTE by 1
44 LACTANTE !

45 ‘ LACTANTE !

46 PRE-ESCOLAR !

47 LACTANTE 1
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RESULTADOS DE LA SEGUNDA TIPIFICACION

NO. DE CEPA ANTISUERO A ANTISUERO B

1 - serotipo (086)
2 - serotipo (0119)
3 serotipo (0111) -
4 + -
5 , o
6 - serotipo (0126)
7 serotipo (0111) -
8 serotipo (026) serotipo (0128)
9 serotipo (0111) -
10 serotipo (026) -
11 - serotipo (0125)
12 serotipo (0111)  serotipo (086)
13 - serotipo (0126)
14 e serotipov(0119)
15 serotipo (026) -
16 serotipo (0111) -

- +

17
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NO. DE CEPA ANTISUERO A ANTISUERO 8

18 serotipo (055) -

19 - serotipo (0124)
20 serotipo (055) +

21 serotipo (055) =

22 serotipo (0111) -

23 serotipo (0111) -

24 serotipo (026) -

25 - serotipo (0126)
26 - serotipo (0128)
27 serotipo (055) -

28 - serotipo (0125)
29 serotipo (026) -

20 serotipo (0127) -

31 serotipo (0111) -

32 serotipo (0111) -

33 serotipo (026) =

34 + -
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NO. DE CEPA ANTISUERO A ANTISUERO B
35 serotipo (026) =
36 - serotipo (0125)
of - serotipo (0126)
38 serotipo (0111) -
39 - serotipo (0126)
40 serotipo (0111) serotipo (0119)
41 - serotipo (0126)
42 serotipo (0111) -
43 + serotipo (0125)
44 serotipo (0111) -
45 + -
46 + =
47 it e

+ = Reaccidn positiva solo con e! antisuero polivalente.

- = Reaccidn negativa.
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AGLUTINACION POSITIVA CON EL ANTISUERO POLIVALENTE "A”

Cepas n@Gmero: 3,4,7,8,9,10,12,15,16,18, 20, 21, 22,23, 24,
27, 29, 301 311 32' 33’ 341 35’ 38' 40' 421431441_-
45.

AGLUTINACION POSITIVA CON EL ANTISUERO POLIVALENTE "B”

Cepas nGmero: 1,2,5,6,8,11,12,13,14,17,19,20, 25, 26, 28,
36,37,39,40,41,43.

AGLUTINACION POSITIVA CON LOS ANTISUEROS POLIVALENTES-
IIAI’ Y ”w BII

Cepas ni@imero: 8,12,20,40,43,

Porcentaje de cepas con aglutinacidn positiva frente a
los antisueros polivalentes "A” y "B”,

Antisuero polivalente "A” 65.95%
Antisuero polivalente "B” 44.68%
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Resultados de la prueba de sensibilidad a los antibidtices.

Cada una de las cepas fué probada frente a doce-
antibidticos incluidos en sensidiscos comerciales recomenda
dos para cepas Gram negativas. Los resultados se determina
ron mediante el halo de inhibicién del crecimiento; por lo-
tanto las siguiente tabla indica el didmetro obtenido en mi
I{metros y la resistencia presentada por alguna cepas a - -

ciertos antibiéticos.



TABLA NO. 4

NO.DE CEPA AC.NALIDIX. T.SULFA. FURA.

KANA.

NEO. ESTREP. GENTA. CEFAL. CLORO. TETRA. AMPI. POLI.
1 14 mm. R 14 16m 16 R 20 20 30 26 R 10
2 14 R 16 R R R 18 R R R R 10
3 20 i 14 R R R 20 R R R R 10
4 18 14 16 20 18 16 20 20 20 20 18 8
5 20 R 20 18 20 R 18 20 30 R R 10
6 18 R 18 R R R 18 16 R R R 10
7 18 R 18 R R R 20 18 R R R 10

20 R 18 R R R 20 20 R R R 10
9 18 R 18 18 18 R 22 R R 18 18 10

10 16 16 14 16 16 16 18 20 22 18 16 R

11 20 R 18 16 16 R 20 18 30 R R 10

12 14 R 16 16 20 N 18 18 R R 12 10

13 21 R 20 23 10 20 22 R 25 R R 10
14 20 2 14NN 12 R 18 18 R R 16 10




NO.DE CEPA. AC.NALIDIX. T.SULFA. FURA. KANA. NEO. ESTREP. GENTA. CFFAL. CLORO. [ETRA. ANMPI. POLI.

15 16 R 12 R R R 20 R R R R 10

16 20 R 20 R R R 20 18 R R R 10

17 16 R 16 R R R 18 16 R R R 8

18 22 R 18 18 18 16 20 16 30 N R 10

19 20 R 16 R R R 20 R R R R 10

20 20 20 20 R R R 20 28 30 R 22 12 :
21 20 R 16 10 R R 20 18 R R R 8 '
22 20 R 10 R R 10 20 R R R R 10

23 18 R 16 18 18 16 20 R R R R 10

24 20 R 20 R R R 18 R R R R 10

25 18 R 16 20 18 12 20 R R R R 8

26 18 R 18 R R R 20 16 R R R 10

27 18 24 18 16 18 N 18 26 28 R 22 10

28 23 R 20 20 15 i3 25 19 25 10 R 11

29 20 R 16 18 18 N 20 20 26 i 20 18




NO.DE CEPA AC.NALIDIX T.SULFA. FURA. KANA. NEO. ESTREP. GENTA. CEFAL. CLORO. TETRA. AMPI. POLI.

30 16 R 18 20 20 18 20 18 28 22 16 10
31 18 R 12 20 18 R 18 20 R 16 R 10
32 20 14 18 20 10 180 R R 22 16 10
33 19 R 20 24 10 R 20 R R R R 15
34 20 R 16 13 18 14 18 22 R 20 16 10
35 24 R 20 R R R 18 R R R R 38

36 18 R 14 16 18 8 20 18 R R 18 10
37 20 R 16 R R R 16 R R R N 10
38 16 20 20 24 24 24 26 18 26 20 18 12
39 18 R 14 i R R 16 R R R R 10
40 20 R 18 R R R 18 R R R R 10
41 18 R 16 R R R 26 22 20 R R 8

42 22 R 20 R R R 16 18 R R R 18
43 18 R 15 10 10 R R 10 R R R 11

44 19 N 117, R 12 R 23 R R R R 12




NO.DE CEPA AC.NALIDIX. T.SULFA. FURA. KANA. NEO. ESTREP. GENTA. CEFAL. CLORO. TETRA. AMPI, POLI.

45 18

peo ]

18 R i« R 18 R R R R 11

46 12 R 16 i R R 20 18 R R R 10

47 20 R 20 15 12 R 16 10 R R R 10




SR

TABLA NO. 5

Esta tabla indica el porcentaje de cepas senci- -
bles a doce de los antibidticos ﬁés comunmente empleados- -
en e! tratamiento dé infecciones ocas;onadas por gérmenes- -
Gram negativos. También muestra el porcentaje de resisten -
cia obtenido frente a dichos antibidticos, tomando como base
e! criterio de inhibicién méxima para cada antibibético consi

derado por los fabricantes de los sensidiscos utilizados.
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PORCENTAJE DE SENSIBILIDAD Y RESISTENCIA A LAS CEPAS DE -

ESCHERICHIA COLI A LOS ANTIBIOTICOS

ANTIBIOTICOS % DE CEPAS SENSIBLES % DE CEPAS -
' RESISTENTES
AC. NALIDIXICO 100 CERO
TRIPLE SULFA 12.77 87.23
FURADANTINA 100 CERO
KANAMI CINA 51.07 48.93
NEOMICINA 64.20 46.80
ESTREPTOMICINA 25.54 74.46
GENTAMICINA 97.88 2.12
CEFALOSPORINA 61.71 38.29
CLORANFENICOL 29.79 70.21
TETRACICLINA 21,28 7812
AMPICILINA 27 .66 72.34
POL IMIXINA 97.88 el




o

Resultados obtenidos para las pruebas de virulencia.

PRUEBA DE SERENY.

- Después de inocular a la concentracién adecua
de cada una de las cepas de E. coli en la conjuntiva de-
cuyos; se observaron a &stos durante cinco dfas, obtenien

do en todos y cada uno de los casos un resultado NEGATIVOQ.
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Prueba del factor de permeabilidad en la piel de conejo.

Esta prueba se realizé tres veces con la fina-
lidad de obtener un resultado m&s confiable. A continua-
cidn se indica los resultados obtenidos en las tres deter

< . L
minacioness

CEPAS POSITIVAS: 4,8,10,11,12,14,17,21,-
“22.93.25,26,27,30,37,38,
40,43,46.

PRUEBA NO. 1

CEPAS NEGATIVAS: 1,2,3,5,6,7,9,13,15,16,
18,19, 20, 24,28, 29, 31, 32,
2%129' 35' 36’ 391.411 42I44I

CEPAS POSITIVAS: 4,5,6,8,10,11,12,14,17,
18,21,22,23,25,26,27,30,
33,34,36,38,37,39,40,42,
43,45,46.

DRUEBA NO. 2
CEPAS NEGATIVAS: 1,2,3,7,9,13,15,16,19,-
20,24, 28,29,31,32,35,41,

44,47,
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CEPAS POSITIVAS: 4,5,6,8,10,11,14,17,18,~
21,22,23,25,27,33,34,36,-
37! 38' 39' 40, 42' 43[45,46-

PRUEBA NO. 3
CEPAS NEGATIVAS: 1,2,3,7,9,12,13,15,16,19
20, 24, 26, 28, 29, 30,31'321-

35,41,44,47.

Cepas que presentaron en dos determinaciones resultados -

positivos

5, 6, 12, 18, 26, 30, 33, 34, 36, 39, 42, 45.

Cepas que presentaron en tres determinaciones resultados-
positivos

4, 8, 10, 11, 14, 17, 21, 22, 23, 25, 27, 37, 38, 40, 43,
46




1B

PORCENTAJE DE CEPAS CON RESULTADOS POSITIVOS EN LAS TRES-
DETERMINACIONES:

34 ” 0420
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RESUMEN Y COMENTARIOS

Los resultados obtenidos en este trabajo para-
las pruebas bioqufmicas de cada cepa mostraron las propie

dades caracterfsticas de Escherichia coli ; sin embargo -

las necesidad de tenerlas perfectamente caracterizadas --
condujo a la prueba de serotipificaciédn. Los resultados-
obtenidos en las pruebas anteriores se relacionaron con -
los obtenidos en otras pruebas, principalmente la de toxi

genicidad del factor de permeabi!idad.

Es conocide que en los laboratorios de diagnés
tico bacteriolégico se realizan muy comunmente ciertas --
determinaciones como son las pruebas con acriflavina y la

serotipificacién en la identificacién de cepas patégenas.

Por otra parte existen nuevos métodos de estudio que se--
realizan exclusivamente en los laboratorios de investiga-
cién con los que es posible conocer si la cepa:es patbge-

na o no, y en caso de serlo, cual es su mecanismo de viru
lenciaa
Cuando en muestras de pacientes, con manifesta

ciones clfnicas caracterfsticas de diarreca, se aisla Gni-

camente Escherichia coli se realiza en el laboratorio de-

diagnéstico prueba de acriflavina, si existe aglutinacién

se descarta la posibilidad de que la cepa sea patégena; -
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sin embargo, de acuerdo con los resultados obtenidos en -
este trabajo se puede observar que no existe una relacién
marcada en la propiedad de aglutinar frente a la acrifla-
vina, los serotipos comunmente implicados en casos de dia
rrea y el mecanismo de virulencia, ya que después de ana-
lizar los resultados, estos muestran que cepas como las -
numero: 8, 11, 14, 21, y 38 fueron positivas frente a la-
acriflavina y también enterotoxigénicas, ésto quiere decir
que de los resultados obtenidos con la acriflavina en un-
!aboratorio de diaghéstico se puede descartar la posibili

dad de Escherichia coli como agente causal de enfermedad.

Algo similar se observa al relacionar los re-
sultados obtenidos con la acriflavina y la serotipifica-
cidén, ya que cepas con aglutinacién positiva frente a la
acriflavina, aparentemente no patdgenas, fueron positi--
vas a la serotipificacién y quedaron incluidas dentro --

de los serotfpos tipicamente relacionados con la diarrea.

Ademds no se observa relacién entre el serotipo de la --
” . - >

cepa con algln mecanismo de virulencia ya que todas las-

cepas fueron clasificadas dentro de los serotipos clasi-

camente patégenos, pero no todas fueron toxigenicas y --

mds afin,ninguna fué invasiva.

Fué interesante analizar los resultados obte-

nidos en la prueba de sensibilidad a los antibibéticos --
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sobre todo por la importancia terapéutica que éstos tienen.
Los resultados revelaron una marcada resistencia a casi to-
dos los antibidticos mds comunmente utilizados en el trata-
miento de enfermedades ocasionadas por bacterias Gram nega-

tivas.

Uno de los objetivos de este trabajo fué el ca--

racterizar a un grupo de cepas de Escherichia coli implica-

das en casos de diarrea infantil; sin embarge a través de -
ios estudios realizados se pudo establecer una relacién en-
tre las pruebas usadas normalmente en el diagnéstico y aque
llas que en la actualidad b&sicamente se realizan en labora
torios de investigacién. Probablemente entre las causas de
que no sean utilizadas como pruebas de "“rutina” se encuen--
tre el poco conocimiento de ellas, debido a que E. coli - -
habia sido considerada exclusivamente como un habitante nor
ma! del hombre y otros animales. No es sino hasta hace po-
co tiempo cuando se le ha relacionado con enfermedades in--
testinales, ésto abribé las puertas a nuevas investigaciones
que tienden a convertirse en pruebas amplismente usadas en-
el futuro. También son de tomarse en cuenta algunos otros-
factores como costo y facilidad de realizacién, una solu- -
cién a estos problemas se puede encontrar posiblemente a --
través de la constante experimentacién dento de este mismo -

campo ya que marca el camino a seguir indicando si los nue--
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vos métodos pueden substituir mds eficientemente a otros-

ya existentes o bién resulta inecesario implementarlos.

Es interesante apreciar a través de estudios -
recientes, como estén siendo aclarados algunos misterior-
relacionados con la estructura, fisiologfa y mecanismo de

virulencia de Escherichia coli.

Anteriormente se menciond la importancia de --
este tipo de estudio dentro del diagnéstico, pero ésto no
es lo mds importante ya que destaca también el aspecto --
preventivo en el contro: de grandes brotes de diarrea, --
por ejemplo a través de la elaboracién de bacterinas. Es
te campo ha sido bdsicamente estudiado en cepas aisladas-

de otros mamfiferos como cerdos,bovinos etc.
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CONCLUSIONES

Después de analizar los objetivos de este trabajo y los --
resultados obtenidos, se ilegd a las siguientes conclusio-

nes:

1.- Las caracterfsticas coloniales y las pruebas
bioqufmicas de las 47 cepas dieron resulta--

dos tfpicos de E. coli

2.- Después de realizar la prueba de serotipifi-
cacién se observé una marcada relacién con -
los resultados obtenidos en la tipificacién-
inicial efectuada en la cifnica hospital don

de fueron aisladas !as cepas.

3.- No existib relacién completa entre los resul
tados obtenidos de la prueba de aglutinacién
con acriflavina y el mecanfsmo de virulencia

presentado por la cepa.

4.- No se observé relacién directa apreciable en
tre el serotipo de cada cepa y su mecan { smo-

de virulencia.

5.- Se observa una marcada resistencia a los an-
biéticos mis comunmente usados.
6.- De las 47 cepas ninguna resultd ser invasiva

y solo un 34.04% del total fueron toxigénicas.
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