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INTRODUCCTION

Escherichia coli o bacilo de coli, pertenece a 1la
familia Enterobacteriaceae. Es un bacilo gram negativo,
aerdbico Yy anaerdbico facultativo, mide de 1 a 3 de
largo por 0.5 u de diametro , se encueﬁtra arslado, o
agrupado en pares y cadenas cortas (12,35a),; generalmente
rno capsulado, mdvil por flagelos peritricos (con algunas
variantes inmdviles) vy presenta "pilis" o “"fimbrias®

(12,245 .

Este microorganismo fus descubierto por BugbnéFﬂ#;;
1885 y estudiado con mas detalle por Theodore Escherich en
1834 (72), durante sus investigaciones seobre 1la +flora

bacteriana naormal del recién nacido (50).

Posee 3 tipos de antigenos: somatico ("D"), flagelar
("H") y capsular o ectoplasmico ("K"), gue a su vez se
supdivide en B, L y A& {92,12,24). Actualmente se sabe que
existen alrededor de 50 antigenos "HY", %0 antigenos “K" y

164 antigenos "O" (12).

El bacilo es considerado como parte de 1la ftlora
narmal del intestino grueso (razdn quizd por la gue se le
llame "colibacile") <(&3). Ocupa una posicidn dnica entre

los bacilos enteéricos _oportunistas. Intra y



extraintestinalmente, es capaz de desempefiar un papel
patdgeno. En el primer caso e incluyendo al intestino
delgado ocasiona enteritis agudas, benighnas y & veces
diarreas de tipo disenteriforme o coleriformej en el
segundo caso ocasiona meningitis, onfalitis {recien
nacido), colecistitis, pielitis, cistitis y uretritis, asi
como peritonitis, septicemia vy abscesos localizados en

distintas partes del cuerpo (12).

Actualmente se sabe que existen 4 grupos de E, cola
enteropatdgenas: E: coly enterocinvasiva, £, coli
enterotoxigénica, E. gol1 enteropatogena ¥ E. goli

enteroadherente (13).

—
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En este trabajo se estudiara - E. coli
enterotoxigenica para lo cual se encontrd l1a existencia de
dos enterotoxinas, una termoestable (TE) y una termoldbil
(TL) (55,22), siendo esta ditima el foco de atencidn por

su importancia clinica.

La diarrea, es una de las causas principales de .
muerte en nifios menores de 5 afios de edad, que viven en
paises en desarrollo, vy 2s considerada como causa
significativa de enfermedad en adultos de esas areas

(52,55,68).,

Después de estudios realizados por Escherich siguié

una etapa de minuciosos estudios encaminados a probar 1la



relacion de los colibacilos en la diarrea infantil. Lesage
(1897) y Nobecourt (1897) de Francia, sostuvieron el papel
patégena de este microorganismo en diarreas infantiles.
Hasta 1910 quedd todo olvidado. Durante los siguientes 30
© 35 afos solo esporadicamente se 1intentd demostrar su

participacidn en las enteritis (50).

Desde hace muchos ands, los veterinarios saben que
ciertas cepas de E. coiil provocan diarreas graves entre
lechones vy terneras. No es raro el caso de muerte de
camadas completas de lechones, victimas de una diarrea

severa que los mata en unas cuantas horas o dias (&2).

Parte de la incapacidad de hacer frente al’,prﬁgT;;a
na saido, en general, 1la falta de conocimientos de 1la

etiologia de la diarrea.

Estudios bacterioldgicos de diarreas en diferentes
dreas geograficas, han dado esencialmente el mismo
resultadoi; la gran mayoria de los casos (&0-80%) estdn
asoci ados con enteropatégenos reconocidos coma
desconocidos o no identificados. Como resultado de ciertos
estudios recientes de E. coli, 1la ignorancia en esta
drea disminuyd, al aparecer nuevos alcances del controi de
la entermedad. Cuando E. £olil se ve limitada a su nicho
ecolcgico wusual en el tracto intestinal en el humano,
es 11 amada "flaora normal"™, digno de un reporte

benigno en el laboratorio bacterioicgico. La excepcidn se



encuentra en ninos menores de 2 afios con diarreas en los
cuales la E. goli fecal fueg anteriormente identificada
como perteneciente a un pequefio nimero de biovariedades
(52), que se presumia, eran responsables de enfermedades
diarreicas. fAunque esta informacidn fue de poce valor para
el medico con fines terapduticos, si tuvo valor con
fines epidemiclogicos en guarderfas, ya que las diarreas

fueron causadas por una sola biovariedad de E, coli (55).

Durante 1945 y 1947 ocurripron varios brotes
epldéhlcos de diarrea mortal, que afectaron sobre todog a

lactantes, como en: Inglaterra (Bray, quien llamo a este

microorganismo Bacterium coli peapolitanum), Mexico

{Varela) vy Escocia, encontirando randos de ‘TE;;a&fBad
tan &ltos como S0%, moskrande l1la autopsia, minima
inflamacidn del intestino delgado, la mucosa algo

edematizada y ausencia de ulceracidn (9,55,62)., En 1949,
BGiles y col, idincriminaron una cepa de E. coli coma la
causa de otro brote epidéhico ge diarrea. L(a cepa de Bray
fug 1dentificada como E. goli alfa y la cepa de Giles
como E. coli beta. En 1949, Taylor y <col. aislaron uni‘
cepa seroldgicamente homogenea, identificandola comé
E. coli D-433, aislada de cuadros diarreicos en bebds de
guarderias. En las epidemias se encontraron varias
biovariedades de E. goli, entre ellas 01i1:B4 y G35:B3 ,
como causantes de diarveas infantiles, can Mmayor

frecuencia que otras biovariedades (14,350).



Como estos estudios epxdeminldbicos de laboratorio
fueron en aumento, Kauffman y DuPont (S0) desarrollareon un
esquema saroléblco que permitiera el reconocimiento entre
B. coli npeapolitanum de Bray, E. coli alfa de Giles y

E. coly D-433 de Taylor, los cuales pertenecian al mismo

grupo "0" desagnado como Oi11il vy qQue la E. col: beta de™
Giles pertenecia al grupo 055, todo esto sucedid entre
1951 y 1755 (50). La mayoria de las epidemias de diarrea
inrantill ccasicnadas por E. coli enteropatdgenas, fueron
Causadas por 12 a 1T biovariedades diferentes por €j. 0Z6,
055, 086, ©Ol11, 0112, 0119, 0124~128, etc. (9,58,62).,
siendo demostrado por Ewing en 19573 si1n embargo, 1la
patogeénesis estaba pobremente entendida, debido en parte,
a la 1ncapacidad para producir la enfermeaad’éE//::xmales
de experimentacidn, 1lo Unico que se podia decairy; era lo
reportado por June y col. y Ferguson y June en relacicn a

la severidad de la enfermedad, es decir, que esta dependfa

de la dosis ingerida (%2,3Sa).

unf comlenzan a presentarse hallasgos patoldbicos-én
diarrea por E. coli con similitud a los de colera (35) .
En particular, Koya y col. (18) en 1254, mostraron en
voluntarios que la biovariedad G111l causaba enfermedad

por prnliferacxén Yy ceplanizacion en el intestino delgado

como en cdlera. Fue Thompson (13) en 1985 al parecer,
el primero en trecohocer las semejanzas entre Vibrio
cholerae vy E. €oli enteropat&bena, encontrando un alto

nimero de E, coli 0iii, 055 y 02& en ia parte alta del




intestino delgado en nifios enfermos vivos y en muertos
(en autopsial, con ausencia de anormalidad seria, como
invasidn del tejidos situacidn sugestiva de la presencia
de una enterotoxina reconocida como mediador de una
enfermedad diarreica y encabezando las investigaciones de
pacientes no coléricos con similitud clinica (18). Casi al
mismo tiempo que Thompson, De ¥y col.(&64) en 1956 en up
estudio realizado en 1la India coﬁ su reciente prueba
desarrollada en asa ligada de i1leon de conejo, encontraron
que ciertas cepas de E. coli 01ii, causaban diarrea
gsecretora, similar a la de VM. cholerae (no encontrando
otras biovariedades presentes en casos similares). Ellos
concluyeron que "la serologia, no daria una prueba final

de patogenicidad de las de Bacterium (Escherfgﬁf;; coli".

Hasta aguf{ los investigadores habian demostrado que
una substancia enterotoxigenica producida por E, coli era

la responsable de 1a diarrea (18).

Esto abrid el camino a la 1nvestigaciéh del
principio enterptoxigénico. A fipales de 1960, Sack vy
Gorbach demostraron lo propuesto por Thompson (50).' asi
mismo, Taylor y Bettelheim (9,50), en 17646, reafirmaron
los conocimientos de Thompson al encontrar que soeolo los
cultivos muertos por cloroformo vy no los muertos por
calor, retenian la capacidad de producir la acumulacidn de
fluidos en el asa ligada de ileon de canejo y gue el

material toxico, era muy 18bil al calor y podia perderse



con facilidad, por ej., en el almacenamiento en el

laboratorio.

En 1967 en Calcutta y en 1270 Rowe (Inglaterra) (52),
demostraron que E. coli enterotoxigenica puede ser una
causa importante de enfermedad diarreica en el adulta, ~ El
primer estudio {Calcutta) se realizd en adultos con
diarrea parecida al cdlera, en los cuales la diarrea era
de aspecto de agua de arroz profusay, acompanada de
deshidratacign y shock, sin estar presente V. cholerae;
quzzd, la diferencia con cdlera era, gue la diarrea cesaba
a las 24 a 30 horas sin antibioticoterapia, despuéds de
haber ingerido al microgrganismo, Yy en cdlera esto no
sucede, encontrando durante la fase agudafﬂE’T: diarrea y
con un perf{odo de incubacidn de 1& — 24 horas, una gran
poblacidn de E. coli en el intestino delgado,
aproximadamente 10? - 109 Unidades Formadoras de Colonias
por ml (UFC/ml), aislandose frecuentemente una a dos
biovariedades; en el segundo estudio (Inglaterra)
realizado en soldados britanicos, se encontrd una

biovariedad identificada como 0148 (2,55).

Durante los pasados 17 anos, el recanocimiento
de E. goli enterotoxigénica, en la produccicon de diarrea
en los humanos, se ha extendido; ya que encierra un amplio
espectro clfnico, desde una ligera "diarrea del viajero”

(4,24,35) hasta una severa diarrea parecida al colera gue



involucra a %todos los grupos de edades desde pediatria

hasta geriatria ¢(55).

En 19567, se reportd el primer caso de E. coli
enterotoxigéﬁica, durante 1la investigac16h del codlera en
el 4drea veterinaria. Los sigurentes 3 arfos se q;guié
confirmando el principio enterctoxigenice el cual fué
asociado con un antigenc especifice "K" (24,55,70) dando
como resultadoc el descubrimiento de dos enterotoxinas
producidas por E. goli: una enterotoxina termolabil (LT o
TTLY y una enterotoxina termoestable (8T o TTE) 4 en
ambas l1a produccidn era controlada por un plasmido
(10,30,31,35,41,61,67,70). No se ha encontrado relacidn
alguna entre la toxina TL ¥y ’Laa*fk con las
biovariedades, aungqueg algunas se vean implicadas

(20,24,50) .

Evans y col.<11,48), demostraron que wuna condicion
importante para la producczdh de la enfermedad, era que
las cepas enterotoxigéhlcas de origen humana, pose{an unos
factores de adherencia llamandolos CFAI y CFAII, 1los
cuales también eran mediados por un plédsmido (24,31).Sin
embargo, Sack (56}, considerd que esto no era un
prerrequisito. Este plasmido puede ser transferido a otras
cepas de E. coli y mds aun, a otros generos de

enterobacterias (2,50,55).

Se ha encontrado una marcada diferencia entre las dos

enterotoxinas. En primer lugar en el peso molecular, 1la



TTL tiene un peso aproximado de 95,000 daltons (8) y la
TTE 1o tiene entre 1,000 y &,000 daltonsi en sequndo lugar
la resistencia al calor, 1la TTE resiste 100°C durante 135
minutos mientras que la TTL es sensible a €sas mismas
condiciones y en tercer lugar, la capacidad antigenica de

ia TTL y que no posee la TTE (3,55).

Loharath y Holmgren mostraron que; a2l igual que 1la
enterotoxina de V. cholerae, la enterntoxina TL de
E. cali, tiene 2 tipos de subunidades, la subunidad B (FPM
11,600 daltons) y la subunidad A (PM 28,000 daltons), que
a su vez se subdivide en A-1 (PM 23,000 daltonss) y A-2

(PM 5,000 daltans) (&62;70,73).

E. eoli enterotnxigéhica produce diarrea secretora
{(45) y vdmitos, que involucran una discreta inflamacidn o
cambios patolé@icos imperceptibles en el tubec digestivo
(50). Se ve {intimamente 1ligada con la "diarrea del
viajero" (4,24,35,45,46,6&), drarrea de la infancia de
intensidad moderada o severa (51), sindrome semejante al
cdlera en adultos que viven en dreas endemicas (5,54,66) y
ocasionalmente, en diarrea epidémica en hospitales

infantiles o guarderias (50).

Se desconoce la frecuencia con que las cepas

- 4. .
toxigenicas producen procesos diarreicos en la especie
humana, pero se cree que juequen un papel importante en

los pracesos diarreicos agudos en ninos de corta edad, en
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la "diarrea del viajero" (&44) vy en 1los episodios de
intoxicacidn alimentaria (44,863), ya que se ha visto que
la ingestidn del microorganismo puede ser, por el agua Yy
ciertos alimentos contaminados con la bacteria (&0),
los que incluyen carne de puercpe, carnes frias, embutidos

y hamburguesas (7,44).

En E. coli no se ha determinado la dosis intectante
petro se piensa que sea semejante a la de V. choigras de

&
10 UFC.

En la tabla 1, s@ observan algunas de las

caracteristicas mds importantes ae las enterotoxinas de

V. gholerae y termoldbil de E, coli.

Para d9gque se produzcan los procesos diarreicos, el
microorganismo necesita rebasar los mecanismos propios de
defensa; entre 1los que estdn: la acidez gastricas la
fagocitosis, el movimiento intestinal (50), etc. En 1969,
Gyles y Barnum (33) demostraron por primerg vez una
interaccidn inmunologica entre la enterotoxina’ termol ébil

de E. goli y la toxina de V. cholerae. Entre 1971 y 1974,

Smith y Sack (6,33), Evans (6,17) y Donta y Smith (33,72),
encontraron que la enterotoxina TL de &g goli se
neutralizaba con su antisuero homélogo Y en menor
proparcidn con €l antisuero de la toxina de Y. cholerae.

Gyles, Klipstein y Engert (27,31,37) en 1977 confirmaron

que la antitoxina de V. cholerae neutralizaba no solamente



TABLA No. 1

CARACTERISTICAS MAS IMFORTANTES DE LAS ENTEROTOXINAS DE

Vibrio cholerae Y LA TERMOLABIL DE Escherichia cola

TTLX E. goli

T V. egholerae

Feso Molecul ar

73, 000-95, 000

84,000

Subunidades

Ay B

Ay B

Resistencia al calor
(100°T/13a1n)

Se 1nactf5;(

Se inactiva

Naturaleza Bufimica

Proteica

Protgica

Receptores en mucosa

Gangliogsido
Gh—1

Ganglidsido

SH=1

Métodos de ensayo

Modelos anima—
les, cultivos -
celulares, meto
dologia inmuno-—
1dgaica.

Madelos anama
les, cultivos
celulares, me-—
todologfia i1nmu
noldgica,

Control genetico

Fldsmido

Cromosomico

2 TTL - Toxina termol&dbil de Escherichia coli.
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a su antigeno homdlogo, sino también a la enterotoxina TL
de E. coli ; en estudios realizados con animales como asa
ligada de ileon de conejo y en cultivos celulares en

células CHO (ovario de hdmster chino} (6,7,29,64), etc.

Existen diferentes estudios que se han realizado en

relacidn a 1la deteccidn de la TTL de E. colij model os

animales, coma asa ligéda de ileon de conejo (50,64),
puncidn intragdstrica en conejos recién nacidos (50), etc.
cultivos celulares, en celulas CHO (ovario de hdmster
chino), VERO (rifidn de mono verde) (50,65), Y-1 <{(tumor
adrenal de raton) (13,50), etc., para medir la actividad
enterotdxica. 8in embargo, estos tienen como inconveniente
el ser de alto costo vy dificibegfiz; manejar en un
laboratorio pequefio. Existen tambien pruebas inmunoldgicas
como serodiagndstico para detectar el antigeno especifico,
que incluyen inmunohemdlisis pasiva (50,60,68), inhibicidn
de la inmunohemdlisis (21,50, radio inmuno ensayo
{27,28,50), inmunodifusidn (50, ELISA (350,53,59,67,72),

etc.

Muchos de estos ensayos no son préﬁticns para
L4 - :
propositos de diagndstico clinico, porque se necesita de
- £ - s
material o tecnicas especiales o ambas, Un gran npumera de
animales, un "stock” de l{neas celulares, radiolsoitopos
{32), etc., por lo que para un laboratorio que no cuenta
con muchos recursos economicos requeriria de una fuerte

inversidng por 1o tanto, quizd algunos de los ensayos mas
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practicos incluirfan, la coaglutinacidon estafilocdcica
(2,59), 1la aglutinacion con particulas de latex (23,70},
el Western Blot (2) ( aunque se considera costoso) y una
modificacidn de la prueba de Elek (propuesta por Honda)
{32,34), considerada por algunos autores como una prueba

simple y econodmica (23).

En 1948, Elek (16), establecid una tecnica sencilla
para identificar cepas de Corynebacterium diphtheriae
producteoras de toxina "in vatro® a partir de colonias, la
cual consistia en inocular el Microorganismno en’el medio
de cultivo en forma de estria, y colocar entre el medio y
transversalmente a la linea de inoculacidn, la antitoxina
diftérica embebida en una tira .def’;;pel filtro. Elek
fundamentd su tecnica en 3 principios: a) obtener una
rébida Yy maxima praduccién de toxina, b) producir un
gradiente de antitoxina en el medio como para dar wuna
reaccidn con variabilidad en la concentracidn de la toxina
y c€) proveer constituyentes séricos no espec{ficos en
cantidad suficiente para hacer una reaccion de
precipitacidn facilmente visible (16). King y
colaboradores la modificaron en 1la forma en que

actualmente s utiliza {(3&).

En 1981, Honda y col. modificaron la técnica de Elek
para demostrar la presencia de la enterotoxina termol dbil
de Escherichia g0li, colocando el antisuero

correspondiente 2n un pozo central, a 6 mm de distancia de
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la colonia, llamandola prueba de Biken (32,34). Sin
embargo, su técnica no resulto ser muy pré&tica para uso
rutinario en el laboratorio clinico principalmente por el

factor tiempo (32,67).

Por todo lo anteriormente expuesto, se- planted 1a
siguiente hipdtesis de trabajo:

Se puede utilizar el efecto de reaccidn cruzada del
antisuero de la enterotoxina de V. cholerae, para detectar
la enterotoxina termeldbil de E. coli a partir de las
colonias aisladas en caoprocultivos,; para aplicarla al

’ N o . &
diagnastico rutinario de cepas enterotoxigenicas.

Objetivo a lograr:
Detectar 1la enterotoxina termoldbil de Escherachia

. . ’ - Y - -
coli mediante una tecnica simple, economica, rapida vy

segura que permita 1la diferenciacidon entre las cepas
productoras de 1la entesrotoxina termolabil y las cepas

no productoras, de la "flora normal"” de las heces.



M A T E R I A L Y M E T 0O D O S

En el presente trabajo, se decidid tomar como base
1a tecnica de Elek (18&) y la tecnica de Biken (32),
variando algunos paréhetros para acoréar su tiempo de
reaccidh, pues el reportado por Honda y col.(32) de 96
horas no era apropiado para un diagnostico oportuno, Se

utilizo la toxina de Vibrio cholerae (S1gma Chemical,

Co.) para realizar la reaccidn inmunclogica.

/

Se trabajd con la cepa de Escherighig goli H-10407

(24) productora de enterotoxina termolabil (TL). <X

Para disefar 1la técnica propuesta, se tomaron en
cuenta diferentes paréﬁetros, tales como temperatura Yy
tiempo de incubacidn, volumen de antisuero, tiempoc de
liberacidn de 1la toxina de 1la cepa y otros que se

I'4 4
mencionaran mas adelante.,

(X) Cepa cedida por la Dra, 8. Giono Cerezo y el Dr. C,
Eslava del Laboratorio de Bacteriologia Medica del
Departamento de Microbiologfa de la Escuela Nacional
de Ciencias Bioldgicas del Instituto Polit€cnaco
Nacional.

[
(4
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1 OBTENCIDN DE LA TOXINA TERMOLABIL DE Escherichia coli

La cepa de E, goli H-10407 fu€ inoculada en medio de
cultivo CAYE-2 (Tabla 4) (17,19,20) modificado por Honda y
col. €(32), el cual consiste en un hidrolizado de caseina o
casamino dcidos (Difco) al 2% , extracto de levadura
(Di+ycod al 1.5%; clorureo de sodioc al 0.235%, Fostato
dibdsico de potasio al 1.35%, solucidn de sales 0.05 ml%
{sulfato de wmagnesio al S%, cloruro ferraico al ©0.5% Yy
cloruro de cobalto hexahidratado ai 2%, disueltas en &Acido
sulfdrico 0.001 N), glucosa al ©.3% vy 1lincomicana
90 pgr/ml (32,39,40,71), el pH se ajustd a 7.5 (Ver Tabla
4). La esterilizacidn se efectud a 10 lbs de presidn/lis-—
118°C, durante 15 minutos, adicionando postericoeménte el
antibidtico asdpticamente, una vez gue el caldo alcanzo

una temperatura aproximada de 45-50°C.

Con el objeto de obtenser la toxina a wun alto
rendimiento, se trabajd con la tecnica de Evans y Gyles

(20,21,31) que consiste en lo siguiente:

8@ inoculd !a cepa de E. goli H—-10407 en caldo de
soya Yy tripticaseina, se incubd estdticamente a 37°C
durarite 18 hs. De este cultivo se tomd un indculo de
2.5 ml y se agrego a 25 ml de caldo de CAYE-2 modificado
{caldo de Biken) (32) en un matraz erlenmeyer de 250 ml
con el objeto de lograr un campo de aereacicn de 0%

aproximadamente. Se procedid a incubar en bafio metabdlico
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(Dupdonof ) (6,47) a 37°C durante 20-24 horas y con una
agitacion de 150 rpm aproximadamente. Despuds de 1la
incubacidn las células fueron removidas por centrifugacicn
a 12,000 x g durante 15 minutos en centrifuga Servall
S5-34 a temperatura ambiente. El paquete de células se
lavd 3 veces con una solucidn amortiguadora de TRIS—NaCl
pH 8.0 (20) y finalmente se le agregd solucidn de sul fato
de polimixina B a una concentracidn de 20,000 Usmi
(20,32,34,38), suspendida en una solucidn amortiguadora de
TRIS-NaCl a un pH de &.6 ((17,19,31) para liberar 1la
toxina. De la anterior solucion, se hizo una dilucidn de
1:4 y se agregd a cada botdn celular, 1 ml (500 U
respectivamente por matraz). Se incubd 1-3 horas a 37°C en
agitacign,; se centrifugd a 12,000 x ¢ durante/ISf;T:utos a
temperatura ambiente y el sobrenadante se recolectd,
manteniendolo en refrigeracidn por un pericdo no mayor de
2 dias 3 se liofilizd en pequefios frascos de tapdn

hermetico, manteniendose despuds a 4°C.

II OBTENCION DEL ANTISUERO DE LA TOXINA DE ¥, cholerge

El antisuerc para la toxina de Y. cholerae fu€
cbtenido, wutilizando 3 conejos Nueva Zelanda con un
promedio de peso de 3,0 Kg, aplicando subcutaneamente,
una serie de dosis de 1a toxina pura (Sigma Chemicaly, Co.)

en diferentes sitios, seqgin el esquema siguiente:
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ESGUEMA DE INMUNIZACION:

El esquema de inmunizacion que se siguiﬁ fue el
sugerido por Salinas Carmona (57) del Departamento de
Inmunologia de la Facultad de Medicina de la U.A.N.L., en
base a las dosis de la toxina en el esquema de Beutin vy

col. (1), el cual se presenta en la tabla 2.

Los animales fueron sangrados en la vena marginal de
la oreja cbteniendno entre 10 y 12 ml de sangre por conejo,
en las semanas 9 vy 10 de iniciadoc el esquema de
inmunizacidn. Al cumplirse la semana 11, se obtuvieron
entre 25 y 30 ml de sangre por conejo. Pequeiios
sangi-ados fueron realizados, intercal ados a las
inmunizaciones a partir de la 3a. semana pafga;:;uzr la
respuesta de anticuerpas, utilizande la tecnica de

Duchterlony (26;,4%).

IIT OBTENCION DE LA FRACCION GAMMA GLOBULINA DE

LOS SUEROS DE CONEJOS

La tdcnica utilizada fué la descrita por Garvey,

Cremer y Sussdort (25,31).

Se prepard una solucidn saturada de sulfato de amonio
ajustando su pH a 7.8 con NaOH 1 N a 47C; justo antes de

utilizarse.



TABLA No.

2

ESQUEMA DE INMUNIZACION

Secuencia de Dosis via de Si1tio de
Inyecciones ugr toxaina Inoculacidn Inoculacidn
de la toxina. por conejo).

ia. Semana 25 % Intradermica Dorso del
sitios miltiples conejo
Za. N 20 xx Intradermica Dorsa del
s1tios mdltiples conejo
-l il
4a. » 50 %% Intraperitoneat| Peritoneo
Sa. n Sso " Intramuscul ar Muslo
63 e 12 50 " o »
7a. - S50 ¢ Intraperitoneal Peritoneo
Ba. " 50 v Intramuscul ar Muslo
Fa. o S50 " " "
i0a, " T " L

b 4 En adyuvante completo de Freund-

XX En adyuvante incompleto de Freund.

¥%% En solucidn salina esteril al 0.85%

17
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Se colocd el antisuero (76 a&l) en un matraz
erlenmeyer con un agitador nagnético sobre bafio de hielo,
se goted “a razon de 20 gotas por minuto la solucion
saturada de sulfato de amonmio a 1/3 de saturacidn (38 ml).
La agitaciéh fue suave teniendo cuidado de no formar
espuma o burbujas. Una vez lograda la precipxtacxéh, de
las gammaglobulinas se containud la agitaciéh du;ante 30
minutos. E£1 volumen total se 'colocd en tubos y se
centrifugd a 10,000 x g en una centrifuga Servall-34
durante 15 minutos a temperatura ambiente. El precipitado
se resuspendig con solucidn salina al 0.85% hasta alcanzar
el volumen original del suero. Se revisd nuevamente el pH
de la solucicn de sulfato de amonio y se repitad el
procedimiento anterior dos veces nas. bna vez
centrifugadas, las gammaglobulainas fueron suspendidas en
una solucicn amortiguadora de salina-boratos pH 7.8 a 1a
mitad del volumen original del suero. BSe transfirid a una
bolsa de celofdn y se dializd contra una solucidn
amortiguadora de salina—-boratos pH 8.4 — 8.5 a 4°C. Cada
24 horas se estuvD determinando la presencia de sulfatos
en la solucion amortiguadora de didlisis, haciendo cambios
de esta solucidn diariamente, dejando de hacerlo uﬁa vez
que desaparecieron 1los residuos de sulfato de amonio

(25) .

Al material dializado (gammaglobulinas), se les
realizd una electroforesas para verificar la pureza de

ellas. Asi msma, se llevo a cabo una titulacidn de
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anticuerpos, como se mencionara en la sigquiente seccion.
Una vez realizado lo anterior , se procedid a colocar
alicuotas de 1 ml en pequerios frascos de fondo plano para
su posterior liofilizacidn. Los frascos liofilizados se

mantuvieron a 4°C.

iV DEMOSTRACION DE LA PRESENCIA DE ENTEROTOXINA TERMOLABIL

DE Escheraichia coly FOR TECNICAS INMUNDLOGICAS USANDO

ANTISUERO £ARA LA TOXINA DE Vabrio gholerae.

PRECIFPITACION EN GEL DE DUCHTERLONY (DOBLE DIFUSION)

Fara demcstrar 1la presencia de 1la enterotoxina

-

termoldpil de E. £oli se realizo ,La’f(;eénxca de

precxpxtaciéh en gel de Ouchterlony; utilizando agar ncble
al 1.&% en solucion salina al 0.85% adicionada de unas
gotas de merthiplate blancg (26,49). Se colocd sobre un
portachjetas (25 x 73 mm) estéril una capa del agar de
aproximadaments 3 — 4 mm de altura y se dejd' soladirficar
en una camara humeda. Se perforaron & pozos concentricos a
urn pozo que contendria el antisuero de 1la toxina de
V. cholerae en dijuciones de 152, 1:4 y 128 en un volumen
de 20 ul Yy a una distancia de & mm de los pozos de 1la
periferia. En 1los pozos de la periferia se colocd 1la
enterotoxina cruda obtenida de la cepa patrdn de E. cola
H-10407 en un volumen de 2O ul. Se utilizd como contrel la
toxina de V. chglerge en solucidn, a una concentracicn de

2.5 par/20 ul, de acuerdo a la Figura 1.



DIAGRAMA REPRESENTATIVO PARA LAS INMUNODIFUSIONES.

FIGURA No.

1
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Ai— 1 al o6, antisuero contra 1la toxlpa
¥. gholerae en diluciones desde 1:1 hasta 1:32;5 vy
toxina de Y. gholerae (2,5 pgr/720ul). B:i- |, 3 vy

_toxina termolabil de E. goli crudaj

V. cholerae

toxina de ¥, cholerae en diluciones de 1:2 |

(2.5 pgr/20ul); vy

2y

4 y & toxina

7 antisuero

contra

la

1:4 y/o0 1:8.,
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Esta misma técnica de Ouchterlony (26,49) se utilizd
para 1la titulacion del antisuero colocanda 2.5 Ma/20 ul
de la toxipna de VY. cholerae en el pozo central (32,34) vy
el antisuero de 1a toxina de ¥, gholerae a diferentes
diluciones; 181, 1:2, 124, 1:8; 1116 y 1:32 en los pozos

de la periferia.
vV IMPLEMENTACION DE LA TECNICA.

La prueba diseflada se implementd de la siguiente
manera:
Se utilizd el medio de cultivo de Baken—2 (2,32,34),

con la fdrmula siguiente:

CONSTITUYENTES %
Casamino acidos 2.0 gr
Extracto de levadura l.o g
Cloruro de sodio .25
Fosfato dibdsico de potasio 745 19
Glucosa 0.5 N
Mezcla de sales X 0,09 ml
Agar noble 1.5 agr
pH 7.9
Lincomicina XX 2.0 gr

X Sulfato de magnesio S%, cloruro ferrico 0.3% vy

cloruro de cobalto hexahidratado 0.5% disueltas en
dcido sulfdrico 0.00IN.

3% La Lincomicina se agregd una vez que el medio alcanzd
una temperatura aproximada de 45-50°C en condiciones
asepticas. -

Se esterilizd por autoclaveado a 118°C/10 1b/15 min.
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FPROCEDIMIENTO:

Se utilizaron como patrones, cajas de petri de
15 x 100 mm, con el medio de Biken—2, con un pozo central
de 3 mm y a unos 4 mm de distancia se colocaron indculos

para formar colonias de E. colai. Ver Figura 2.

Partiendo de un cultivo de la cepa de E, goli
H-10407, se inoculd en las cajas , el indculeo del cultaivo
fue€ hecho con un asa de o0jillo pegueiio. Se incubd a 37°C
durante 40-48 hs. Se colocaron sabre las coleonias, disces
de papel filtro Whatmann #AR, con un diametro de & mm y un
volumen de absorcidn de 20 jl, impregnados de una solucion
de sulfato de polimixina B a _umd concentracidn de
20,000 UW/ml (20,32,34). Se i1ncubd a 3I7°C durante 5-7 hs
(32) . Despué% de ese tiempo se agregd el antisuero para la
toxina de VY. cholerae en los pozos centrales de cada juego
(20 ml diluidos 124) y finalmente se lievd a incubar a

37°C durante 1224 hs.



FIGURA No. 2

PLANTILLA REPRESENTATIVA PARA EL CULTIVO UTILI1IZADO

EN ElL. FRESENTE TRABAJO.

Medio de Biken-2 modificado. I, II1 y II1.- juegos de
muestras que se pueden ensayar €n una misma caja 3§ 1,

antisuero contra la toxina de V¥, cholgrael 2, muestras
inoculadas (E, gQli1i H-10407 y muestras de materia fecal

artificialmente contaminadas) vy 3; polimixina B (300

Usdisca).

b
&
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VI CALIBRACION DE LA TECNICA

Para la calibracidn de la técnica se partid de 1la
metodolog{a original propuesta por Honda, variando
diferentes parémetros que se describen a continuacion:

a} Temperatura y tiempo de incubacidn de la colonia.

b) Concentracaidn ﬁe sulfato de polimixina B por

discao,

c) Temperatura y tiempo de liberacidn de la toxina.

d) Cantidad de antisuero.

e) Concentracidn del agar.

Para trabajar con los pardietros anteriormente
mencionados, partimos de un cultivo de 18 hs (20,31)

realizandolo de la siguiente manera:

Se tomd una asada del cultive de E. goli H-10407, se
suspendid en 5 ml de caldo de soya y tripticaseina. Se

incubd a 37°C durante 18 hs estfticamente.

a’ tu tiempo incubacicn de la calcniat
Se inoculd el medio de Biken—-2, como se muestra
en la Figura 2; mediante una asa bacterloldblca Y
por extendido del i1nocul o.
Las temperaturas probadas fueron: 4*'C, 25°C vy
ST
Los tiempos de incubacion fueron los siguientes:

&, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 y 24 hs.
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Qoncen;rac1§g de_ _sulfato de polimixina B por
di sca.

Se ensayaron discos impregnados de una solucion
de sulfato de polimixina B a una concentracion de
400 U/disco (20 ul de una solucicn de
20,000 U/ml} y de 500 U/disco (20 ul de wuwna

solucicn de 25,000 U/ml).

e | i 1a_t na.
Una vez 1noculada la caja de petri con el medio
de Biken-2, incubada Yy colocado el disco de
polimixina B, se ensayaron diferentes tiempos y
temperaturas.
Las temperaturas probadﬁgf:ueron= 4°cC, 25°C vy
37°C.

Los tiempos fuercn: 3, 4, 9, 6y 73 8 ¥ 9 hs.

Volumen de antisuerao,

Se ensayd, llenando con 20 y 40 ul de antisuero
de la toxina de VY. cholerae diluido 1:2 y 1:4.

!
Concentracign de agar,
Se prepard el medio de Biken-2 variando la
concentracidn de agar noblesd
Las concentraciones ensayadas fueron: 1.5%, 1.0%,
0.4 y ©0.75%.

Todos los ensayps se realizaron por quintuplicado.
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VII SENSIBILIDAD DE LA TECNICA DISENADA Y MODIFICADA

Una vez calibrada la técnica, se procedio a
demostrarlo, tomando en cuenta otros paréhetros que a

Ié
continuacion se mencionans:

al Sensibilidad de la prueba, en cuanto al menor
nimero de microorganismos que la técnica es
capaz de detectar.

b Sensibilidad de ia prueba, de acuerda al ndmero

de colonias a seleccionar del coprocultivo.

Para realizar la calibracion se prepard un cultivo en
las misma condiciones de la seccion anterior, realizando
una curva de crecimiento y determnando el nimero de
UFE/mly, en cultivo estdtice de 18 hs para cuenta viable,

en dilucidn seriada decimal, en gelosa.

al) Sensibilidad de la grusba, en cuantg al menor

'

Id
pumereo de meerogorganismos que 1a tecnica es

capar de detectar.

Partiendo de un cultivo de 18 hs en caldo de soya y
tripticaseina, se realizaron las siguientes diluciones:
1210, 12100, 121,000, 1:10,000, 1:100,000 y 1:1,000,000.
Se tomo una alfcuota de 1 a5 pml  de cada dilucion

incluyendo el cultivo original y se inoculd en las cajas
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de petri con el medio de Biken—2 en las actuales

condiciones; vy por la metodalogfa original.

b) nsibilidad de la prueba, de acuer nimer

c 3 s cignar del coprocultivao.

Se inocularon Z2 cajas de petri con medio de cultivo
de EMB: Primero, E. coli no productora de enterotoxina TL
y en la otra E, cgli H-10407 productora de enterotoxina
Th. Se Ancubaraon a 37°C durante z0-2Z4 hs, a continuacion
s5e prepararon juegos de "mezclas de colonias® con
diferentes ndmeros de colonias de acuerdo a la relacicn
mencionada mds adelante, y fueron suspendidas en tubos de
ensayo de 13 x 100 mm esté?ilgsfconten1endo Q.1 ml de
solucion calina esteral al ©0.85%. Las "mezclas de

colonias" se prepararon de la siguiente manera:

Namero de Colonias

E. coli no enterotoxigénzca 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
E. coli enterotoxigenica 3C 27 24 21 18 15 12 9 &6 3 O
Total de colonias 30 30 30 S50 30 30 ;O 30 30 3Q 30

Una vez preparadas las "mezclas de colonias", el
procedimiento que se siguird fue como el que ya se menciond
en la seccidn anterior, inoculando en Biken—-2 original vy

en Biken-2 modificado.

Todas las pruebas fueron realizadas por

quintuplicado.
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VII1 DETECCION DE LA ENTEROTOXINA TERMOLABIL DE
Escherichia coli EN MATERIA FECAL

ARTIFICIALMENTE CONTAMINADA.

Se seleccionaron muestras de materia fecal ™normal®
de personas sanas a las cuales nao se les encontrg ningdn

N » - ’
microorganismo de los conocidos como patogenos.

Se cultivd la cepa de E. coeli H-10407 productora de
enterotoxina termoldbil en caldo soya y tripticaseina; se
hicieron diluciones de 1:¢10. 1:100, 1:1,000, 1:10,000,
1: 100,000 y 1:1,000,000. De estas diluciones se tomd un ml
de cada una, incluyenda _a&‘”&ultivo original vy se
centritugaron durante 1S minutos a 10,000 x g El
sobrenadante se descartd asgpticamente y sobre los botones
de centrifugado se agregd 1 ml de materia fecal al 10%Z {un
gramo de 1a materia fecal se suspendid en 9 ml de salucidn

salina estéril).

De esta mezcla se tomd con hisopo una muestra y se
descargé en una caja de petri con medio de cultivo de
agar EMB, estriando con asa bacterioléglca. Se hizo por

duplicado.

Las cajas de petrl con agar EMB fueron incubadas a
37°C. Un juego de cajas con las diferentes diluciones se

incubd durante 1Z hs y otro durante 24 hs.
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Al termino de sus respectivos tiempos de incubacion,
se prepararon las "mezclas de colonias” en seleccion de
10, 20 y 30 UFC y se procedid a desarrollar la técnica de

Biken modificada.

io. Se inoculd un juego por tetrapl:icado de cada una
de las "mezclas de colonias" en el medio de
Biken modi ficado (0. 75% de agar noble).
20. La incubacidn se hizo a 37C durante 10-12 hs.
S0. Se colocaron los discos de polimixina B con
4C0 U/dasco.
4. Se incubg a 37°C durante 3-4 hs.
So. Se agregaron 20 ul de antisuero para la tax;ni”,,a’/
de V. cholerae a los pozos centrales;

66. Se incubd a 37°C durante un minimo de 12 hs.



RESULTADOS

1 OBTENCION DE LA TOXINA TERMOLABIL DE

Escherichia coli.

€e obtuvieron S ml de extracto crudo de enterotoxina
TL de E. coli, siendo el rendimiento del volumen total de .

125 @l del medio de cultivo inoculado con E. coli H-10407,

11 OBTENCION DEL ANT ISUERD DE LA TOXINA DE

V. chalegrae.

Se recolectaron de los tres conejos inmunizados, 1335
ml de sangre total (45 ml por animal en promed:io)l. De
estos se obtuvo un volumen de 76 ml de suero sanguineo

inmune.

En general, todos 1los conejos resultaron buenos
respondedores a la toxina colérica, excepto uno de ellos
que murio por causas desconocidas a la 4a semana de
iniciado el esquema de inmunizacidn, continudndose 1la

" . ¢ o
inmunizacion en los 3 conejos restantes.

32



TABLA No. 3

TITULACION DE ANTICUERPOS PARA LA TOXINA DE V. cholerae

EN SUERO DE CONEJOS INMUNIZADOS

Semanas de acuerdo al

o . 4

esquema de inmunizZacion
y sangrrados.

Titulo de Anticuerpos

T

Ja. Semana 1:2
4a. v 1:2
Sa. » 1:4
Ga. = 1:8
7a. » 1:8
8a. * 1116
Fa. » 1:32
10a. “ 1:32
1la. 3 final 1:32

G4
W
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III OBTENCION DE LA FRACCION GAMMA GLOBULINA DE LOS

SUEROS DE CONEJOS.

Una vez obtenidas las fracciones gammaglobulinicas,
se realizo la titulacidn de anticuerpos, obteniendo un
t{tulo de 1:32, al final de la inmunizacidh, como se

muestira en la Tabla 3.

Las fracciones gammaglobulinicas de 1los sueros
inmunes, ensayadas por electroforesis en acetato de
celulosa, mostraron un solo pico correspondiente a la
fraccidn gammaglobulina por su desplazamiento en el campo

4 5
electrico.

v DEMOSTRACION DE LA PRESENCIA DE ENTEROTOXINA

TERMOLABIL DE Escherichia coli POR TECNICAS

INMUNOLOGICAS UTILIZANDD ANTISUERO PARA LA TOXINA DE

Vibrio cholerae.

Se practicaron pruebas de 1nmunodi fusidn en
portaob jetos para determinar 1ia presancia de la
enterotoxina TL de E. coli a partir de 1la cepa de
referencia. La positividad de 1l1la reaccidn ant{geno-
anticuerpo se manifestd con la formacidn de bandas de
precipitacion. Estas bandas fueron tefiidas con azul de
caoomasie al ©0.1% en éc.acéticn, metanol y agua (26),
encontrando una reaccidn positiva a una dilucidn no mayor

de 1:8.
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V IMPLEMENTACION DE LA TECNICA.

La tecnica implementada resulto satisfactoria, aunque
el tiempo de lectura final de la reaccion, resultd
prolongado para los objetivos de este trabajo. Esto ob1196
a buscar modificaciones que peraitieran tener, una
tecnica cuyos resultados se lograran en un tiempo corto,

manteniendo las condiciones de exactitud y precision.

VI CARLIBRACION DE LA TECNICA.

Los parametros variados en pruebas independientes con
el objeto de encontrar las condiciones mas adecuadas se
mencionan a continuacidn:

a) La temperatura de incubacion de la colonia que

brindd me jores resul tados fue de 37°C.

b) El tiempo de incubacion de la colonia fué'de
10-12 hs.

c) La concentracion de polimixina B por disco fué
de 400 U.

d> El tiempo de liberacidn de la enterotoxina @3S

apropiada fu€ la de 3 - 4 hs.
e) La dilucion del antisuero que brindd me jores
resultados fue de 1:2 en un volumen de 20 ul.
§) La concentracion de agar se redujo a O.75%.
El tismpa final de la técnica implementada fué
de 3I6-48 hs a diferencia de lo informado en 1la
literatura que sefiala de 72 a 96 hs. Ver

Tablas 4 y 5.
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VII SENSIBILIDAD DE LA TECNICA DISERNADA Y MODIFICADA.

La tecnica de Biken modificada, mostro tener buen

grado de sensabilidad, 1lo cual puede ser observado en los

resultados gque a continuacicn se mencionani

al

)

VIIil

La
buencs Yy

total d=

El menor nimero de UFC/ml que la tecnica detectd
fue de 5 UFC/ml al descargar o tomar la wmuestra.
Se encontrd que existiendo de & a 9 colomas
praductoras de enterotoxina TL de E. cola en 1la
mezcla bactetriana seleccionada ( cuenta viable
de 5.2 x 109 UFC/ml.) +fueron suticiente para dar
Wna prueba positiva en la tecnica modifacada

s

propuesta en este trabajo. Ver Tabla 6.

DETECCIDN DE LA ENTEROTOXINA TERMOLABIL DE

Escherichig coli EN MATERIA FECAL

ARTIFICIALMENTE CONTAMINADA.

tdcnica de Biken modificada , brindd resul tados

reproducibles. Se pudo demostrar que el tiempo

la tecnica desde el arribo de la wmuestra de

materia fecal hasta la deteccion de la enterotoxina TL de

E. ¢coli,

fué de 2 a 3 dfas aproximadamente, es decir, el

tiempo necesario para el diagndstico oscild entre 48 y 72

. 4 A 2
hs, tiempo minime necesario para cualgquier estudio

bacterioldgico rutinario en heces.



TABLA No.

4

COMPOSICION DE LOS MEDIOS UTILIZADOS PARA LA PRODUCCION

DE LA ENTEROTOXINA TERMOLABIL DE Escherichia coii.

CAYE~-2 BIKEN—-2 BIKEN
Evans y Honda Modi faca
Mundell cion -
nuestra
Casamino acidos 2.0 qr 2.0 gr% 2.0 gr%
Extracto de levadura 0.6 4 1.0 H .0 w
Cloruro de sodio Q.25 = 0.25 " G.25
Fosfato dibasico de
potasio. 0.871 " 1.5 » 1.5 "
Slucosa 0.25 n C.9 " 0.5 "
X, X3 X X% X
Mezcla de sales 0.1 m}% 0.05 mi% 0.00 ml%
pH 8.5 T+5 7.5
XX
Lincomicina 2= 2.0 mg% 7.0 wmgk
Agar noble —— 1.5 gqgr« 0.79 gri
| Sul fato de magnesio S%, cloruro de manganeso 0.5%4 y cloruro
ferrico 0.5% disueltas en ac. sulfﬁﬁ}co 0.001 N.
£% Sulfato de magnesio 5S4, cleruro ferrico ©.94 y cloruro de
cobalto hexahidratado 2.0% disueltas en ac.sulfdriceo 0.001 N
¥%¥% La Lincomicina se adiciond en condiciones asepticas, una vez

esterilizado
las cajas de petri.

el medio e inmediatamente previo al vaciado en
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El ndmeroc de colonias en la "mezcla bacterioldgica”
de trabajo fug de 25 a 30 para obtener resultados
reproducibles. €Con menos colomias, los resultados no eran
predecibles. Por otro lado, los resultados positivos para
la deteccion de enterotoxina se observaron sola en
aquellas muestras cuyo ndmero de E. coli productoras de
enterotoxina TL fug de 5.2 x 10B aS.2 x% 10ci UFC/gr

heces.

Los resultados se resumen en las Tablas 5 y &.



TABLA No. 5

Variables ensayadas Condiciones dptimas

Temperatura de crecimiento de 37°C
la bacteria,

Tiempo de incubacidn de la - 10—-12 hs. 3
bacteria.

Tiempo de liberacion de la - 3-4"  hs.
tOX1Na.

Cantidad de antisuero 20 nl

Cantidad de polimixina B 400 U/sdasco

(20,000 UW/ml).

Cancentracion de agar noble 0.75 %

X En el coprocultivo el tiempo fud aumentade a 18-24 hs.



TABLA NO. &6

Menor ndmero de colonias que la 5
técnica detecta.

P
Seleccion de colonias del copro- 30
cultaivo.
Nimero de microorganismos necesa-— s g
rios presentes en materia fe— 5.2 x 10 - 5.2 x 10 .

cal para detectarlos.

4U




DISCUSION

La obtencidn de la enterotoxlna termolabil de Es coli
fué lograda satisfactor:iamente por el metodo elegido, por

lo que el uso de la cepa de E. coli H-10407 fué apropiada

para este estudio, ya que se ha descrito en la l:teratura
gque la capacidad de producc;dn de la tagxina puede ser

tacilmente peradida (2,50},

De los varios esquemas de inmunizacaodn elegibles, el
sugerido por Salinas Carmona (S7) y utilizado en este
trabajo, ofrecio resultades aceptables que permitieron
cbtener un buen titulo de anticuerpos, aungue fue
conveniente aumentar en 2 dosis la inmunizacidn, debido a
que el titulo de anticuerpos obtenido hacia la 8a. semana
no fu€ el deseado, lograndose un t{tule mayor (1:32) a la
10a. =semana, de manera tal gue el sangrado final se

realizd hasta la ila. semanas.

Como el contenido de protefnas se vid elevada en los
antisueros, se tratd de comprobar si realmente el
incremento se debia a un aumento en la fraccicn
gammaglabulfnica, para 1lo cual se llevéd a cabo una
electroforesas, demostrandose Que efectivamente el
incremento correspondfia exclusivamente a la fraccaon

gammaglobulina. G&e demostro por la técnica de Buchterlony

41
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(26) QqQue 1la fraccion de inmunoglobulipa purificada daba
reaccion de identidad con la toxina de V. gholeras, que

era el resultado esperado.

E£1 antisuero obtenido en este laboratorio, resultd

sar apropiado para ser utilizado en la técnica de Biken.

En la realizacion de la tecnica de Biken, 1los
resultados obtenidos corroboraron 1o ya reportade; sin
embargo el factor tiempo continud siendo de sSUuma

importancia.

€1 bien es cierto que algunos autores como Honda Yy
col. (32,34) mencionan que a menor ti&mpo de incubacion de
las colonias, la reaccidn es visible débilmente, se
pudieron ocbservar buenos resultados en eate trabajo. Otro
de los elementos que aportd este trabajo, +Fu€ el que solo
400 U/disco de polimixina B fueron necesarias para la

prueba.

Le que marcd un dato significativo fu€ la reduccaon
de la concentracidn del agar noble a la witad de 1a
concentracidn original. Esto llevd a obtener una reaccion
més rébida, quxzé debido a que un medio semisdlido a esa
concentracidh, permite una me jor difusadn de la
enterotoxina y del antisuera, permitiendo lograr acortar
el tiempo y asi poder cumplir con uno de los objetivos

principales de! trabajo.
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La sensibilidad de la tecnica se pudo observar bhien Yy
pudo ser detectada por inmunodifusidn, aunque la reacciocn
ant{genc-anticuerpo fue mas debil con un menor numero de
microorganismos, gin embargo pudo ser observada por
personas ho familiarizadas con técnicas inmunolog:cas.

Cuando se usd un ndmero bajo de colonias de E. coli
' 4

productoras de enterotoxina TL se encontro que

efectivamente 1la reaccicn de precipitacion fué claramente

visible ain por personas ajenas al laboratorio.

Algunos autores reportan desde S5 UFC (42,43), solo
que con teecnicas mas sensibles tales como cultiveos
celulares;, sin embargo en el presente 4rabajo se pudo

o s P4
observar que no eran suficientes, razon por la que el

nimera fue elevado a 30 UFC.

Es interesante sehalar gque se conoce de algunos casos
de muestras de materia fecal de personas "normales", a las
cuales se les ha encontrado la presencia '‘de E. cgli
productoras de enterotoxina termoladbil, sin
sintomatologia, sin embargo, las muestras de materia fecal
que se ensayaron en farma directa y con dilucidn de 1:10,
no presentaron reaccion alguna detectable por esta

’ R
tecnica.

La hipdtesis propuesta inicialmente fud probadas El

antisuero de la toxina de V¥, cholerse pude utilizarse
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en sustitucicn al antisuero contra 1la enterotoxina
termolabil de Escherichia g¢oli, para su diagndstico

directamente de las colonias de primoaislamiento.

La tecnica utilizada se puede considerar como

efectiva, siempre y <cuando el ndmero de E. coli

productoras de enterotoxina termclabil en heces sea alto
(se conoce que cuando hay colonizacion de E. coli, se
halla el ndmero elevado). S1 bien es cierto que existen
Dtrés pruebas mas sensibles, 1la implementada en este
trabajo cumple con los objetivos planeados ya que resulto
ser sencilla, reproducible, econ&hlca, rébida y con un
grada de sensibilidad necesario para incluirse en el

o 4 -
laboratorio c€linico en la rutina dfgandétzca.

Es recomendable para probar la eficacia de esta
téﬁnica, montar un estudio epldemxoldbico preferentemente
en lactantes y nifos de edad preescolar, ya que son los

P4 [
mas afectados con estos germenes.



RESUMEN

Para la obtencion de la enterotoxina termoladbil de

Escherichia coli, se utilizo la cepa H~10407.

Se realizd un ensayo inmunoldgico para demostrar 1la
presencia de la TTL de E. coli, por inmunodifusion en gel
en portaobjetos.

El antisuero se oStuvo por inmunizaciones en conejos
con toxina pura de V. cholerae (Sigma Chemical, €Co.),
cbtenieéndose lps anticuerpos para montar la teenica de
Biken.

La tecnica se estandarizd; variando diferentes
paréhetros: temperatura y tiempo de: a) incubacion de la
colonia ¥y b} 1liberacidn de }a’ﬁloxinai volumen del
antisuero, concentracidn de la polimixina B; etc. Se
determind el menor nimero de UFC que la tecnica detecta y
el numera de UFC a seleccionar en un coprocultivo. Se
contaming artificialmente materia fecal de persanas sanas
con la cepa H-10407 de E. coli a diferentes
concentraciones, demostrando 1a presencia de la
enterotoxina termoldbil (TL) de E. coli.

La prueba de Biken modificada en este trabajo,
resultd ser un ensayo simple, economico y reproducible,
con las condiciones operativas de nuestro medio
cientifico-técnico, considerandola como efectiva y de gran
sensibilidad diagndstica, al lograr realizarse en el
tiempo minimo necesario para cualquier estudio

bacteriologico rutinario en heces.
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