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I N T R O D U C C I O N 

Eschenchia col i o bacilo de col i, pertenece a la 
fami1 i a Enterooacter íaceae. Es un baci lo gram negati vo, 
aeróbico y anaeróbico facultativo, mide de 1 a 3 ¿i de 
largo por O.S de diámetro 9 se encuentra aislado, o 
agrupado en pares y cadenas cortas (12,35a;, generalmente 
no capsulado, moví 1 por f1 ágelos peritrieos (con algunas 
vari antes inmóvi les) y presenta "pilis" o ""fimbrias" 
(12,24). 

Este microorganismo fué descubierto por BucijR^r*^*en 
1885 y estudiado con más detalle por Theodore Escherich en 
ISSó <72>, durante sus investigaciones sobre la flora 
bacteriana normal del recien nacido <50). 

Posee 3 tipos de antígenos« somático ("O"), flagelar 
("H") y capsular o ectoplasmico <"K">, que a su vez se 
suodivide en B, L y A (9,12,24). Actualmente se safie que 
existen alrededor de 50 antígenos "H", 90 antígenos "K** y 
164 antígenos "O" (12). 

El bacilo es considerado como parte de la flora 
normal del intestino grueso (razón quizá por la que se le 
llame "colibacilo") (63). Ocupa una posición única entre 
1 os baci1 os entericos oportunistas. Intra y 



extraintestinalmente, es capaz de desempeñar un papel 
patógeno. En el primer caso e incluyendo al intestino 
del gado ocasiona enteri tis agudas, benignas y a veces 
diarreas de tipo disenterifarme o coleriformej en el 
segundo caso ocasiona meningitis, onfalitis (recien 
nacido), colecistitis, pielitis, cistitis y uretritis, así 
como peritonitis, septi cemia y abscesos local i zados en 
distintas partes del cuerpo (12). 

Actualmente se sabe que existen 4 grupos de E^ coli 

enteropatógenas: col \ enteroinvasi va, col i, 
enterotox i geni ca, yol i enteropato'gena y Ej. col i 
enteroadherente <15). 

En este traba jo se estudi ara 1 a Ê . col i 
enterotox i ge'ni ca para lo cual se encontró- la existencia de 
dos enterotoxi ñas, una termoestable (TE) y una termolábil 
(TL) (55,22), siendo esta última el foco de atención por 
su importancia clínica. 

La diarrea, es una de las causas principales de . 
muerte en niños menores de 5 años de edad, que viven en 
países en desarrollo, y es considerada como causa 
significativa de enfermedad en adultos de esas áreas 
(52,55,66). 

Despues de estudios real i zados por Escherich si gui ó 
una etapa de minuciosos estudios encaminados a probar la 



reí ación de los col ibacilos en la di arrea infanti1. Lesage 
(1897) y Nobecourt (1899) de Francia, sostuvieron el papel 
patógeno de este microorganismo en diarreas infantiles. 
Hasta 1910 quedo todo olvidado. Durante los siguientes 30 
o 35 años solo espora'dicamente se intento demostrar su 
participación en las enteritis (50). 

Desde hace muchos años, los veterinarios saben que 
ci er tas cepas de col i provocan di arreas graves entre 
lechones y terneras. No es raro el caso de muerte de 
carnadas completas de 1 echones, victimas de una di arrea 
severa que los mata en unas cuantas horas o días (62)• 

Parte de la incapacidad de hacer frente al . 
ha sido, en general, la falta oe conocimientos 
eti ologia de 1 a di arrea. 

Estudios bacteriológicos de diarreas en diferentes 
a'reas geográficas, han dado esencialmente el mi^mo 
resultado; la gran mayoría ae los casos (60-8Ü/Í) están 
asociados con enteropatógenos reconocí dos coma 
desconocidos o no identificados. Como resultado de ciertos 
estudios recientes de E¿ col i. la i gnoranci a en esta 
area disminuyó, al aparecer nuevos alcances del control de 
la enfermedad. Cuando gol i, se ve limitada a su nicho 
ecológico usual en el tracto intestinal en el humano, 
es llamada "flora normal", digno de un reporte 
benigno en el laooratorio bacteriológico. La excepción se 



encuentra en niños menores de 2 años con diarrea; en los 
cuales la E¿. col i fecal fue anteri ormente identificada 
como perteneciente a un pequeño número de biovariedades 
(52), que se presumía, eran responsables de enfermedades 
diarreicas. Aunque esta información fue de poco valor para 
el me'dico con fines terapeutieos, si tuvo valor con 
fines epidemiológicos en guarderías, ya que las diarreas 
fueron causadas por una sola biovariedad de Ê . col i (55). 

Duran te 1945 y 1947 ocurríeron vari os brotes 
epi de'mi eos de di arrea mortal, que af ectaron sobre todo a 
lactantes, como en: Inglaterra (Bray, quien llamo a este 
microorganismo Bacterium col i peapolitanuro). México 
(Varel a) y Escocí a, encontrando rangos de mor^&tríáad 
tan al tos como 50'A, mostrando 1 a autopsi a, «ni ni ma 
inflamación del intestino delgado, la mucosa algo 
edematisada y ausencia de ulceración (9,55,62). En 1949, 
Giles y col. incriminaron una cepa de E¿, col i como la 
causa de otro brote epidemico de diarrea. La cepa de Bray 
fue identificada como E¿. col i alfa y la cepa de Giles 

como E¿. col i beta. En 1949, Taylor y col. aislaron una 
i 

cepa serol ógicamente homogénea, i den ti f ica'ndol a como 
E. col i D-433, aislada de cuadros diarreicos en bebes de 
guarderías. En 1 as epidemias se encontraron vari as 
biovariedades de E¿ col i. entre ellas 01il«B4 y G55:B5 , 
como causantes de di arreas infantiles, con mayor 
frecuencia que otras bi ovari edades (14,50). 



Como estos estudios epidemiológicos de laboratorio 

fueron en aumento, Kauffman y DuPont (50) desarrol1aron un 

esquema serológico que permitiera el reconocimiento entre 

B. col i neapolitanum de Bray, E¿ col i alfa de Siles y 

E L coli D-433 de Taylor, los cuales pertenecían al mismo 

grupo "0" designado como 0111 y que la E¡, col i beta de 

Giles pertenecía al grupo 055, todo esto sucedió entre 

1951 y i?55 <50). La mayoría de las epidemias de diarrea 

infantil ocasionadas por E¿, col i enteropatógenas, fueron 

causadas por 12 a 15 biovan edades diferentes por ej. 02o, 

G55, 03Ó, 0111, 0112, 0119, 0124-128, etc. (9,58,62)., 

si endo demostrado por Ewing en 1957; sin embargo, 1 a 

patogénesis estaba pobremente entendida, debido en parte, 

a la incapacidad para producir la enf ermeoad '^n^aninialea 

de experimentación, lo único que se podía decir, era lo 

reportado por June y col. y Ferguson y June en relación a 

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

de la dosis ingerida (9,35a)» 

Aquí comienzan a presentarse hallazgos patológicos ¡en 

diarrea por col i con similitud a los de cólera <3&) . 

En particular, Koya y col. (18) en 1954, mostraron en 

voluntarios que la biovariedad 0111 causaba enfermedad 

por proliferación y colonización en el intestino delgado 

como en cólera. Fue Thompson (18) en 1955 al parecer, 

el primero en reconocer las semejanzas entre Vi bri o 

chol erae y col i enteropatógena, encontrando un alto 

número de Ej. col i 0111, 055 y 026 en la parte alta del 



intestino delgado en niños enfermos vivos y en muertos 

(en autopsia), con ausencia de anormalidad seria, como 

invasión del tejido; situación sugestiva de la presencia 

de una enterotoxina reconocida como medí ador de una 

enfermedad diarreica y encabezando las investigaciones de 

pacientes no coléricos con similitud clínica (18). Casi al 

mismo tiempo que Thompson, De y col.(64) en 1956 en un 

estudi o real i zado en la India con su reci ente prueba 

desarrollada en asa ligada de íleon de conejo, encontraron 

que ci ertas cepas de col i 01 i i, causaban di arrea 

secretora, similar a la de cholerae (no encontrando 

otras biovariedades presentes en casos similares). Ellos 

concluyeron que "la serología, no daría una prueba final 

de patogenicidad de las de Bacter ium (EschsffchTa) col i." • 

Hasta aquí 1 os investigadores habían demostrado que 

una substancia enterotoxigenica producida por col i era 

la responsable de la diarrea (18). 

Esto abrió el camino a la investigación del 

principio enterotoxigénico. A finales de 1960, Sack y 

Gorbach demostraran lo propuesto por Thompson (50). Así 

mismo, Taylor y Bettelheim (9,50), en 1966, reafirmaron 

1os conoci mientos de Thompson al encontrar que sol o 1 os 

cultivos muertos por cloroformo y no los muertos por 

calor, retenían la capacidad de producir la acumulación de 

fluidos en el asa ligada de ileon de conejo y que el 

material tóxico, era muy lábil al calor y podía perderse 



con -fací 1 i dad, por e j., en el almacenamiento en el 
laboratorio. 

En 1967 en Calcutta y en 1970 Rowe <Inglaterra)<52), 
demostraron que Ê . coli enterotoxi genica puede ser una 
causa importante de enfermedad diarreica en el adulto. El 
primer estudio <Calcutta) se realizo en adultos con 
diarrea parecida al cólera, en los cuales la diarrea era 
de aspecto de agua de arroz profusa, acompañada de 
deshidratación y shock, sin estar presente Vj. choleraei 
quizcf, la diferencia con cólera era, que la diarrea cesaba 
a 1 as 24 a 30 horas sin antibioticoterapia, despues de 
haber ingerido al microorganismo, y en cólera esto no 
sucede, encontrando durante la fase aguda--tíe**la diarrea y 
con un período de incubación de 16 — 24 horas, una gran 
pobl aci ón de col i, en el intesti no delgado, 

7 9 
aproximadamente 10 - 10 Unidades Formadoras de Colonias 
por mi (UFC/ml), aislándose frecuentemente una a dos 
biovari edades* en el segundo estudio (Inglaterra) 
real izado en sol dados britanieos, se encontró una 
biovariedad identificada como 0148 (9,55). 

Durante los pasados 17 años, el reconocimiento 
de Ea. col i enterotoxigenica, en la producción de diarrea 
en los humanos, se ha extendido, ya que encierra un amplio 
espectro clínico, desde una ligera "diarrea del viajero" 
(4,24,35) hasta una severa diarrea parecida al cólera que 



involucra a todos los grupos de edades desde pediatría 
hasta geriatria <55)• 

En 1967, se reportó el primer caso de E¿ col i 
enterotoxigenica, durante la investigación del colera en 
el area veterinaria. Los siguientes 3 años se siguió 
confirmando el principio enterotoxige'mco el cual fue 
asociado con un antígeno específico "K" <24,55,70) dando 
como resultado el descubrímiento de dos enterotox i ñas 
producidas por col i * una enterotoxina termolábil <LT o 
TTL) y una enterotoxina termoestable <ST o TTE) , en 
ambas la producción era controlada por un plasmido 
<10,30,31,35,41,61,67,70). No se ha encontrado relación 
alguna entre 1 a toxina TL y con las 
biovari edades, aunque algunas se vean implicadas 
<20,24,50). 

Evans y col.<11,43), demostraron que una condición 
importante para la producción de la enfermedad, era que 
las cepas enterotoxi geni cas de origen humano, poseían unos 
factores de adherencia 11amandolos CFAI y CFA1I, los 
cuales también eran mediados por un plasmido (24,31).Sin 
embargo, Sack (56), considero' que esto no era un 
prerrequisito. Este plasmido puede ser transferido a otras 
cepas de E¿, col i y mas aún, a otros generas de 
enterobacteri as(2,50,55). 

Se ha encontrado una marcada diferencia entre las dos 
enterotoxinas. En primer lugar en el peso molecular, la 



TTL tiene un peso aproximado de 95,000 daltons (8) y la 
TTE lo tiene entre 1,000 y 6,000 daltons» en segundo lugar 
la resistencia al calor, la TTE resiste 100#C durante 15 
minutos mientras que la TTL es sensible a esas mismas 
condiciones y en tercer lugar, la capacidad antigenica de 
la TTL y que no posee la TTE (3,55). 

Lohnrath y Holmgren mostraron que, al igual que la 
enterotoxina de cholerae, la enterotoxina TL de 

£. col i, tiene 2 tipos de subumdades, la subunidad B <PN 
11,600 daltons) y la subunidad A (PM 28,000 daltons), que 
a su vez se subdxvide en A-l (PM 23,000 daltonss) y A-2 
(PM 5,000 daltons) (69,70,73). 

E. col i, enterotDX i geni ca produce di arrea secretora 
(45) y vo'mitos, que involucran una discreta inflamación o 
cambios patológicos imperceptibles en el tubo digestivo 
(50). Se ve íntimamente 1 i gada con la "di arrea del 
viajero" (4,24,35,45,46,66), diarrea de la infancia de 
intensidad moderada o severa <51), síndrome semejante al 
cólera en adultos que viven en areas endémicas (5,54,66) y 
ocasionalmente, en diarrea epidemica en hospitales 
infantiles o guarderías (50), 

Se desconoce la frecuencia con que las cepas 
toxigenicas producen procesos diarreicos en la especie 
humana, pero se cree que jueguen un papel importante en 
los procesos diarreicos agudos en niños de corta edad, en 



Xa "diarrea del vi a j er o" < 66 > y en los ep i sodi os de 
intoxicación alimentaria (44,63), ya que se ha visto que 
la ingestión del microorganismo puede ser, por el agua y 
ciertos alimentos contaminados con la bacteria (60), 
los que incluyen carne de puerco, carnes frías, embutidos 
y hamburguesas (9,44). _ 

En col i no se ha determinado la dosis infectante 

pero se piensa que sea semejante a la de V¿ cholerae de 
6 

10 UFC. 

En la tabla 1, se observan algunas de 1 as 
características ma's importantes de las enterotoxinas de 
V., chol erae y termolábil de col \ . 

Para que se produzcan los procesos diarreicos, el 
microorganismo necesita rebasar los mecanismos propios de 
defensa; entre los que están: la acidez ga'stnca, la 
fagocitosis, el movimiento intestinal (50), etc. En 1969, 
Gyles y Barnum (33) demostraron por primer^ vez una 
i nteracción inmunológi ca entre 1 a enterotoxina termolaDi1 
de Éi col i y la toxina de ^ cholerae. Entre 197Í y 1974, 
Smíth y Sack (6,33), Evans (6,17) y Donta y Smith (33,72), 
encontraron que la enterotoxina TL de col i. se 

neutral izaba con su anti suero homólogo y en menor 
proporción con el antisuero de la toxina de Vj. chol erae. 
Gyles, Klipstein y Engert (27,31,37) en 1977 confirmaron 
que la antitoxina de chol erae. neutralizaba no solamente 



TABLA No. 1 
CARACTERISTICAS MAS IMPORTANTES DE LAS ENTEROTOXINAS DE 

Vibrio Cholerae Y LA TERMOLABIL DE Escherichia- coli 

TTL* E. coli f V. cholerae 

Peso Molecular 73,000-95,000 84,000 

Subumdades A y B A y B 

Resistencia al calor 
(100'C/15rtíin) 

Se inattiva""' Se inactiva 

Naturaleza Química Proteica Proteica 

Receptores en mucosa Gangliósi do 
RM-1 

Ganglíosido 
RM-1 

Métodos de ensayo Modelos an1ma— 
les, cultivos — 
celulares, meto 
dologia inmuno— 
Iodica. 

Modelos anima 
les, cultivos 
celulares, me-
todología inmu 
noloaica. 

Control genético PI asmi do Cromosomico 

t TTL - Toxina termolábil de Escherichia col i. 



a su antígeno homólogo, sino también a la enterotoxina TL 
de col i , en estudios realizados con animales como asa 
ligada de íleon de conejo y en cultivos celulares en 
células CHO (ovario de hámster chino) (6,7,29,64>, etc. 

Existen diferentes estudios que se han realizado en 
relación a la detección de la TTL de Ej, coli5 modelos 
animales, como asa ligada de ileon de conejo (50,64), 
punción intragsístrica en conejos recién nacidos (50), etc. 
cultivos celulares, en células CHO (ovario de hámster 
chino), VERO (riñon de mono verde)(50,65), Y-l (tumor 
adrenal de ratón) (13,50), etc., para medir la actividad 
enterotóxica. Sin embargo, estos tienen como inconveniente 
el ser de alto costo y d i f í c manejar en un 

1aboratorio pequeño. Ex isten tambi én pruebas i nmunol ógicas 
como serodiagnóstico para detectar el antígeno específico, 
que incluyen inmunohemólisis pasiva (50,60,68), inhibición 
de la i nmunohemóli sis (21,50), radio i nmuno ensayo 
(27,28,50), inmunodifusión (50), ELISA (50,53,59,67,72), 
etc. 

(luchos de estos ensayos no son prácticos para 
propósitos de diagnóstico clínico, porque se necesita de 
material o técnicas especiales o ambas, un gran número de 
animal es, un "stock" de 1íneas celulares, radioísótopos 
(32), etc., por lo que para un laboratorio que no cuenta 
con muchos recursos económicos requeriría de una fuerte 
inversión; por lo tanto, quiza algunos de los ensayos atas 



prácticos incluirían* la coaglutinación estafilocócica 
(2,59), la aglutinación con partículas de látex (23,70), 
el Western Blot (2) ( aunque se considera costoso) y una 
modificación de 1 a prueba de Elek (propuesta por Honda) 
(32,34), considerada por algunos autores como una prueba 
simple y económica (23). 

En 1948, Elek (ló), estableció una tecnica sencilla 
para i denti 4 icar cepas de Corynebacterium diphtherxae 
productoras de toxina "in vitro" a partir de colonias, la 
cual consistía en inocular el microorganismo en el medio 
de cultivo en forma de estría, y colocar entre el medio y 
transversalmente a la línea de inoculación, la antitoxina 
difterica embebí da en una tira -d£""*"*'papel filtro. Elek 
fundamentó su te'cnica en 3 principios: a) obtener una 
rapida y máxima producción de toxina, b) producir un 
gradiente de antitoxina en el medio como para dar una 
reacción con variabilidad en la concentración de la toxina 
y c) proveer constituyentes séricos no específicos en 
cantidad suf iciente para hacer una reacción de 
precipitación fácilmente visible (16). King y 
colaboradores 1a modi f i carón en 1 a forma en que 
actualmente se utiliza (36). 

En 1931, Honda y col. modificaron la técnica de Elek 
para demostrar la presencia de la enterotoxina termolábil 
de Escheri chi a col i. colocando el anti suero 
correspondiente en un pozo central, a ¿> mm de distancia de 



la colonia, llamandola prueba de Biken <32,34). Sin 
embargo, su técnica no resultó ser muy practica para uso 
rutinario en el laboratorio clínico principalmente por el 
-factor tiempo (32,67). 

Por todo 1 o anteriormente expuesto, se^ planteo la 
siguiente hipótesis de trabajos 

Se puede utilizar el efecto de reacción cruzada del 
antisuero de la enterotoxina de cholerae. para detectar 
la enterotoxina termolábil de E¿. col i a partir de las 
colonias aisladas en coprocultivos, para aplicarla al 
diagnóstico rutinario de cepas enterotoxigenicas. 

Objetivo a lograr: 

Detectar 1 a enterotox i na termolabi1 de Escherichi a 
col i mediante una técnica simple, económica, ra'pida y 
segura que permita la diferenciación entre las cepas 
productoras de 1 a enterotox i na termolabi1 y 1 as cepas 
no productoras, de la "flora normal" de las heces. 



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

En el presente trabajo, se decidid tomar como base 
la técnica de Elek <16) y la técnica de Biken (32), 
variando algunos parámetros para acortar su tiempo de 
reacción, pues el reportado por Honda y col.(32) de 96 
horas no era apropiado para un diagnostico oportuno. Se 
utilizó la toxina de Vibrio cholerae (Sigma Chemical, 
Co.) para realizar la reacción inmunologica. 

Se trabajó con la cepa de Escherichia col i H-10407 

(24) productora de enterotoxina termolábil (TL). (*) 

Para di señar la técnica propuesta, se tomaron en 
cuenta diferentes parámetros, tales como temperatura y 
11empo de incubacion, volumen de anti suero, ti empo de 
1 iberación de la toxina de 1 a cepa y otros que s¿ 
mencionaran mas adelante. 

(#) Cepa cedida por la Dra. S. Giono Cerezo y el Dr. C. 
Eslava del Laboratorio de Bacteriología Me'dica del 
Departamento de Microbiología de la Escuela Nacional 
de Cienei as Biológicas del Instituto Politécnico 
Nacional, 



I OBTENCION DE LA TOXINA TERMOLABIL DE Escherichia coli 

La cepa de col i H-10407 fué 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 
casammo ácidos (Difco) al 2*/. , extracto de levadura 
(Ditco) al 1.57., cloruro de sodio al 0.25/1, fosfato 
diba'sico de potasio al 1.5%, solución de sales 0.05 <nl% 
(sulfato de magnesio al 5%, cloruro ferrico al 0.5% y 
ci or uro de cobal to hex ah i dr atado ai 2'/., di suei tas en acido 
sulfúrico 0.001 N), gl ucosa al 0.5'/. y li ncomi cina 
90 pgr/ml (32,39,40,71), el pH se ajustó a 7.5 (Ver Tabla 
4). La esteri1ización se efectuó a 10 Ibs de presión/116-
113'C, durante 15 minutos, adi ci onando posteri qpménte el 
antibiótico asépticamente, una vez que el caldo alcanzó 
una temperatura aproximada de 45-50*C. 

Con el objeto de obtener la toxina a un alto 
rendimiento, se trabajó con la tecnica de Evans y Gyles 
(20,21,31) que consiste en lo siguiente: 

Se inoculò la cepa de E^ col i H-10407 en caldo de 
soya y tripticaseina, se incubo' estati camente a 37'C 
durante 18 hs. De este cultivo se tomó un inoculo de 
2.5 mi y se agrego a 25 mi de caldo de CAYE-2 modificado 
(caldo de Biken) (32) en un matraz erlenmeyer de 250 mi 
con el objeto de lograr un campo de aereación de 90% 
aproximadamente. Se procedio a incubar en baño metabolico 



(Duodonoff) (6,47) a 37*C durante 20-24 horas y con una 
agitación de 150 rpm aproximadamente. Después de la 
incubación las células fueron removidas por centrifugación 
a 12,000 x g durante 15 minutos en centrífuga Serval1 
SS-34 a temperatura ambiente. El paquete de células se 
lavó 3 veces con una solución amortiguadora de TRIS-NaCl 
pH 8.0 (20) y finalmente se le agregó solución de sulfato 
de polimixina B a una concentración de 20,000 U/ml 
(20,32,34,38), suspendida en una solución amortiguadora de 
TRIS—NaCl a un pH de 6.6 (17,19,31) para liberar la 
toxina. De la anterior solución, se hizo una dilución de 
1:4 y se agregó* a cada botón celular, 1 mi (500 U 
respectivamente por matraz). Se incubó 1-3 horas a 37*C en 
agitacio'n, se centrifugó a 12,000 x g durante^*S^nunutos a 
temperatura ambi ente y el sobrenadante se recolecto", 
manteniéndolo en refrigeración por un período no mayor de 
2 días i se liofilizó en pequeños fráseos de tapón 
hermético, manteniéndose después a 4*C. 

II OBTENCION DEL ANTISUERO DE LA TOXINA DE choleráe 

El antisuero para la toxina de cholerae fué 
obtenido, uti1 izando 3 conejos Nueva Zelanda con un 
promedio de peso de 3*0 Kg, aplicando subcutáneamente, 
una serie de dosis de la toxina pura (Sigma Chemical, Co.) 
en diferentes sitios, según el esquema siguiente: 



ESQUEMA DE INMUNIZACION: 
El esquema de inmunización que se siguió fue el 

sugerí do por Sal i ñas Carmona (57) del Departamento de 
Inmunología de la Facultad de Medicina de la U.A.N.L., en 
base a las dosis de la toxina en el esquema de Beutin y 
col. (i>, el cual se presenta en la tabla 2. 

Los animales fueron sangrados en la vena marginal de 
la oreja obteniendo entre 10 y 12 mi de sangre por conejo, 
en 1 as semanas 9 y 10 de imci ado el esquema de 
inmunización. Al cumplirse la semana 11, se obtuvieron 
entre 25 y 30 mi de sangre por conejo. Pequeños 
sangrados fueron realizados, intercalados a las 
inmunizaciones a partir de la 3a» semana paf^aT'seguir la 
respuesta de anticuerpos, uti1 izando la tecni ca de 
Ouchterlony (26,49). 

III OBTENCION DE LA FRACCION GAMMA GLOBULINA DE 
LOS SUEROS DE CONEJOS 

La tecni ca uti1 izada fué la descri ta por Garvey, 
Cremer y Sussdorf (25,31). 

Se preparó una solucion saturada de sulfato de amonio 
a justando su pH a 7.8 con Na OH 1 N a 4*C, justo antes de 
uti1 i zarse. 



TABLA No. 2 

ESQUEMA DE INMUNIZACION 

Secuencia de 
Inyecciones 
de 1 a tox i na. 

Dosis 
(/igr toxina 
por conejo). 

Vía de 
Inoculación 

Sitio de 
Inoculación 

la. Semana 25 * Intradermica 
sitios múltiples 

Dorso del 
conejo 

3a. ii 50 S* Intradermica 
sitios múltiples 

Dorso del 
conejo 

4a. H 50 *** Intraperi ton earT Peritoneo 
5a. •i 50 " Intramuscular Musí o 
óa. » 50 " ti m 

7a. » 50 " Intraperi toneal Peritoneo 
8a. •i 50 " Intramusc ular Muslo 
9a. ii 50 " •i n 

10a. •i 50 " •i ii 

% En adyuvante completo de Freund. 
** En adyuvante incompleto de Freund. 
ttt En solución salina esteVil al 0.85% 



Se coloco el anti suero (76 en un matraz 

erlenmeyer con un agitador magnético sobre baño de hielo, 
se goteo a razón de 20 gotas por minuto la solución 
saturada de sulfato de amonio a 1/3 de saturación (38 mi). 
La agitación fue' suave teniendo cuidado de no formar 
espuma o burbujas. Una vez lograda la precipitación, de 
las gammaglobulinas se continuó la agitación durante 30 
mi ñutos. El volumen total se coloco en tubos y se 
centrifugo' a 10,000 x g en una centrífuga Serval 1-34 
durante 15 minutos a temperatura ambiente. El precipitado 
se resuspendio con solución salina al 0.85% hasta alcanzar 
el volumen original del suero« Se revisó nuevamente el pH 
de la solución de sulfato de amonio y se repitió^ el 
procedimi ento anter íor dos veces ma's. Una vez 
centrifugadas, las gammaglobulinas fueron suspendidas en 
una solución amortiguadora de salina-boratos pH 7.3 a la 
mitad del volumen original del suero. Se transfirió a una 
bolsa de celofán y se dial izó contra una solución 
amortiguadora de salina-boratos pH 8.4 — 8.5 a 4*C. Cada 
24 horas se estuvo determinando la presencia de sulfates 
en la solución amortiguadora de diálisis, haciendo cambios 
de esta solución diariamente, dejando de hacerlo una vez 
que desaparecieron los residuos de sulfato de amonio 
(25) . 

Al 

real i zo 
ellas. 

materíal dializado (gammag1obuli ñas), se 
una electroforesis para verificar la pureza 

Así mismo, se llevo a cabo una titulación 

les 
de 
de 



anticuerpos* como se mencionara' en la siguiente sección. 
Una vez realizado lo anterior , se procedió* a colocar 
alícuotas de i mi en pequeños frascos de fondo plano para 
su posterior 1iofi 1 ización. Los fráseos 1iofi 1 izados se 
mantuvieron a 4* C. 

IV DEMOSTRACION DE LA PRESENCIA DE ENTEROTOXINA TERMOLABIL 

DE Eschenchi A col I POR TECNICAS INMUNOLOGICAS USANDO 
ANTISUERO PARA LA TOXINA DE Vibrio cholerae. 

PRECIPITACION EN GEL DE OUCHTERLONY (DOBLE DIFUSION) 
Para demostrar la presencia de la enterotoxma 

termolábil de E¿. col i se realizó J^T*^tecmca de 
precipitación en gel de Üuchterlony, utilizando agar noble 
al 1.67. en solución salina al 0.85% adicionada de unas 
gotas de merthiol.ate blanco (26,49). Se coloco' sobre un 
portaobjetos (25 x 75 mm) estéril una capa del agar de 
aproximadamente 3 - 4 mm de altura y se dejo' solidificar 
en una camara húmeda. Se perforaron 6 pozos concéntricos a 
un pozo que contendría el antisuero de la tonina de 
V. cholerae en diluciones de 1*2, ls4 y 1*8 en un volumen 
de 20 /il y a una distancia de 6 mm de los pozos de la 
periferia. En los pozos de la periferia se colocó la 
enterotoxina cruda obtenida de la cepa patrón de E¿. col i 
H-10407 en un volumen de 20 /il. Se utilizó como control la 
toxina de Vs, chol erae en solución, a una concentración de 
2.5 ¿igr/20 jil, de acuerdo a la Figura 1. 



FIGURA No. 1 

DIAGRAMA REPRESENTATIVO PARA LAS INMUNQDIFUSIONES. 

As- 1 al 6, antisuero contra la toxipa de 
^ choleraq en diluciones desde 1¡1 hasta 1*32$ y 7, 
toxina de V. cholerae (2,5 ̂ igr/29iul) . Bs- 1, 3 y 5, 
toxina termola'bil de col i cruda! 2, 4 y 6 toxina de 

cholerae (2.5 ^gr/29wl>í y 7 antisuero contra la 
toxina de ^ cholerae en diluciones de 1:2 , 1:4 y/o 1:8. 



Esta misma técnica de Ouchterlony (26,49) se utilizo 
para la titulación del antisuero colocando 2.5 ¿ig/20 }i\ 
de la toxina de cholerae en el pozo central (32,34) y 
el antisuero de la toxina de chol erae a diferentes 

diluciones; 1 í 1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 y 1*32 en los pozos 
de la periferia. 

V IMPLEMENTACION DE LA TECNICA. 

La prueba di señada se imp1ementó de la siguiente 
manera: 

Se utilizó el medio de cultivo de Biken-2 (2,32,34), 
con la fórmula siguiente: 

CONSTITUYENTES % 
Casamino acidas 2.O gr 
Extracto de levadura l.O " 

Cloruro de sodio 0.25 u 

Fosfato diba'sico de potasio 1.5 " 
Glucosa 0.5 " 

Mezcla de sales * O.OS mi 
Agar noble 1.5 gr 
pH 7.5 
Lincomicma ** 9.0 gr 

* Sulfato de magnesio 5%, cloruro férrico 0.5% y 
cloruro de cobalto hexahidratado 0.5% disueltas en 
ácido sulfúrico O.OOIN. 

** La Lincomicina se agregó una vez que el medio alcanzó 
una temperatura aproximada de 45—50*C en condiciones 
asépticas. 
Se esterilizó por autoclaveado a 118'C/10 lb/15 min. 



PROCEDIMIENTO: 

Se utilizaron como patrones, cajas de petri de 
15 x 100 aun, con el medio de Biken—2, con un pozo central 
de 3 mm y a unos 6 mm de distancia se colocaron inóculos 
para -formar colonias de E^ col i. Ver Figura 2. 

Partiendo de un cultivo de la cepa de E^, col i 
H-10407, se inoculó en las cajas , el inoculo del cultivo 
fué hecho con un asa de ojillo pequeño. Se incubó a 37aC 
durante 40-48 hs. Se colocaron sobre las colonias, discos 
de papel filtro Whatmann #AA, con un diámetro de 6 mm y un 
volumen de absorción de 20 /il, impregnados de una solución 
de sul f ato de pol i mi x i na B a ^imS concentración de 
20,000 U/ml <20,32,34). Se incubó a 37#C durante 5-7 hs 
<32)« Despue's de ese tiempo se agregó el antisuero para la 
toxina de V¿. cholerae en los pozos centrales de cada juego 
<20 j.ti diluidos 1¡4> y finalmente se llevó a incubar a 
37*C durante 12-24 hs. 



FIGURA No. 2 
PLANTILLA REPRESENTATIVA PARA EL CULTIVO UTILIZADO 

EN EL PRESENTE TRABAJO. 

Medio de Biken-2 modificado. I, II y III.- juegos de 
muestras que se pueden ensayar en una misma caja S 1, 
antisuero contra la toxina de ^ choleraei 2, muestras 
inoculadas (Ê . col a, H-10407 y muestras de materia fecal 
artificialmente contaminadas) y 3, polimixina B (400 
U/disco). 



VI CALIBRACION DE LA TECNICA 

Para la calibración de la técnica se partió de la 
metodología original propuesta por Honda» variando 
diferentes parámetros que se describen a continuación! 

a) Temperatura y tiempo de incubación de la colonia. 
b> Concentración de sulfato de polimixina B por 

disco. 
c) Temperatura y tiempo de liberación de la toxina. 

d) Cantidad de antisuero. 
e) Concentración del agar. 

Para trabajar con los pai^ámetros anteriormente 
mencionados, partimos de un cultivo de 18 hs <20,31) 
realizándolo de la siguiente maneras 

Se tomó una asada del cultivo de E¿. cô .i H-10407, se 
suspendió en 5 mi de caldo de soya y tripticaseína. Se 
incubó a 37#C durante 18 hs estáticamente. 

a) Temperatura v tiempo de incubación de 13 colonia' 
Se inoculo el medio de Biken—2, como se muestra 
en la Figura 2, mediante una asa bacteriológica y 
por extendido del inoculo. 
Las temperaturas probadas fueron: 4*C, 25*C y 
37#C. 
Los tiempos de incubación fueron los siguientes! 
6, 8, 10, 12, 14, ló, 18, 20, 22 y 24 hs. 



b) poncentracion de sulfato de polimix i na B por 
di seo. 

Se ensayaron discos impregnados de una solucion 
de sulfato de polimixina B a una concentración de 
400 U/disco (20 jil de una solucion de 
20,000 U/ml > y de 500 U/disco (20 /.xí de una 
solución de 25,000 U/ml). 

SJ. Temperatura v tiempo de liberación de la toxina. 
Una vez inoculada la caja de petn con el medio 
de Biken-2, incubada y colocado el disco de 
polimixina B, se ensayaron diferentes tiempos y 
temper atur as. 
Las temperaturas probadais^Fuerons 4*C, 25*C y 

37* C. 
Los tiempos fueron: 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 hs. 

d) Volumen de antisuero. 

Se ensayo, llenando con 20 y 40 pl de anti suero 
de la toxina de cholerae diluido 1:2 y 1:4. 

1 

e) Concentración de aaar. 
Se preparó el medio de Biken-2 variando la 
concentración de agar noble: 
Las concentraciones ensayadas fueron: 1.0%, 

0.9% y 0.75%. 
Todos los ensayos se realizaron por quintuplicado. 



VII SENSIBILIDAD DE LA TECNICA DISEÑADA Y MODIFICADA 

Una vez calibrada la técnica, se procedío a 

demostrarlo, tomando en cuenta otros parámetros que a 

continuación se mencionan: 

a) Sensibilidad de la prueoa, en cuanto al menor 

número de microorganismos que la técnica es 

capaz de detectar. 

b> Sensibilidad de ia prueoa, de acuerdo al número 

de colonias a seleccionar del coprocultivo. 

Para realizar la calibración se preparó un cultivo en 

las misma condiciones de la secci^3n"~ anterior, realizando 

una curva de crecimiento y determinando el número de 

UFC/ml, en cultivo estático de 18 hs para cuenta viable, 

en dilución seriada decimal, en gelosa. 

a) Sensibi11 dad de la prueba, en cuanto al menor 

púmero de microoraanisinos que la técnica es 

capaz de detectar. 

Partiendo de un cultivo de 18 hs en caldo de soya y 

tripticaseina, se realizaron las siguientes diluciones: 

1H0, 1:100, 1! 1,000, li 10,000, l: 100,000 y 1:1,000,000. 

Se tomo una alícuota de 1 a 5 îl de cada dilución 

incluyendo el cultivo original y se inoculó en las cajas 



de petri con el medio de Biken-2 en Xas actuales 

condiciones, y por la metodología original. 

b) Sensibilidad de la prueba, de acuerdo al numero 

de colonias a selacc^qnar del coprocultivo. 

Se inocularon 2 cajas de petri con medio de cultivo 

de EMBs Primero, col i no productora de enterotoxina TL 

y en la otra E^ col i H-10407 productora de enterotoxina 

TL. Se incubaron a 37"C durante 20-24 hs, a continuación 

se prepararon juegos de "mezclas de colonias" con 

diferentes números de colonias de acuerdo a la relación 

mencionada más adelante, y fueron suspendidas en tubos de 

ensayo de 13 x 100 mm estéril^«" conteniendo O.1 mi de 

so 1 uci ón sal i na estér 11 al 0.35/1 • Las " mez c 1 as de 

colonias" se prepararon de la siguiente maneras 

Numero de Co1oni as 

col i no enterotoxigénica O 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 
col i enterotox i genica 30 27 24 21 18 15 12 9 6 3 O 

Total de colonias 30 30 30 30 30 30 £0 30 30 30 30 

Una vez preparadas las "mezclas de colonias", el 

procedimiento que se siguió fue como el que ya se menciono 

en la sección anterior, inoculando en Biken—2 original y 

en Biken-2 modificado. 

Todas las pruebas fueron realizadas por 
quintuplicado. 



VIII DETECCION DE LA ENTEROTOXINA TERMOLABIL DE 
Escherichia col i EN MATERIA FECAL 

ARTIFICIALMENTE CONTAMINADA. 

Se seleccionaron muestras de materia fecal "normal" 
de personas sanas a las cuales no se les encontró ningún 
microorganismo de los conocidos como patógenos. 

Se cultivó la cepa de E¿ col i H-1G407 productora de 
enterotoxina termolabil en caldo soya y tripticaseina, se 
hicieron diluciones de 1:10. 1:100, 1:1,OOO, 1:10,000, 
1:100,000 y 1:1,000,000. De estas diluciones se tomó un mi 
de cada una, incluyendo vo or i g i n al y se 

centrifugaron durante 15 minutos a 10,000 x g. El 
sobrenadante se descartó asépticamente y sobre los botones 
de centrifugado se agregó 1 mi de materia fecal al 107. (un 
gramo de la materia fecal se suspendió en 9 mi de solución 
salina esteril). 

De esta mezcla se tomó con hisopo una muestra y se 
descargó en una caja de petri con medio de cultivo de 
agar EMB, estriando con asa bacteriológica. Se hizo por 
duplicado. 

Las cajas de petri con agar EMB fueron incubadas a 
37*C. Un juego de cajas con las diferentes diluciones se 
incubó durante 12 hs y otro durante 24 hs. 



Al término de sus respectivos tiempos de incubación, 

se prepararon las "mezclas de colonias" en selección de 

10, 20 y 30 UFC y se procedici a desarrollar la técnica de 

Bi ken modi fi cada-

lo. Se inoculó un juego por tetraplicado de cada una 

de las "mezclas de colonias" en el medio de 

Biken modificado (O.75% de agar noble). 

2o. La incubación se hizo a 37'C durante 10—12 hs. 
3o. Se colocaron 1os di seos de poiimi xina B con 

400 U/disco. 
4o. Se incubo a 37'C durante 3—4 hs. 
5o. Se agregaron 20 pl de antisuero para la toxina 

de Vj. cholerae a los pozos centrales. 
6o. Se incubó a 37'C durante un mínimo de 12 hs. 



R E S U L T A D O S 

I OBTENCION DE LA TOXINA TERMOLABIL DE 

Eschenchia col i . 

Se obtuvieron 5 mi de extracto crudo de enterotoxina 

TL de col i. siendo el rendimiento del volumen total de 

125 mi del medio de cultivo inoculado con col i H-10407. 

II OBTENCION DEL ANTI SUERO DE LA TOXINA DE 
V. cholerae. 

Se recolectaron de los tres conejos inmunizados, 135 
mi de sangre total <45 mi por animal en promedio). De 
estos se obtuvo un volumen de 76 mi de suero sanguíneo 
inmune. 

En general, todos los conejos resultaron buenos 
respondedores a la toxina colérica, excepto uno de ellos 
que murió por causas desconocidas a la 4a semana de 
iniciado el esquema de inmunización, continuándose la 
inmunización en los 3 conejos restantes. 



TABLA No. 3 
TITULACION DE ANTICUERPOS PARA LA TOXINA DE choleras 

EN SUERO DE CONEJOS INMUNIZADOS 

Semanas de acuerdo al 
esquema de inmunizacion 

y sangrados. 
Título de Anticuerpos 

3a. Semana 132 

4a. H 1:2 
5a. » 1:4 
6a. n 1:8 
7a. ti 1:8 
8a. n 1:1¿» 
9a. II 1:32 
10a. 1:32 
lia. final 1:32 



III OBTENCION DE LA FRACCION GAMMA GLOBULINA DE LOS 
SUEROS DE CONEJOS. 

Una vez obtenidas las fracciones gammaglobulínicas, 
se realizó la titulación de anticuerpos, obteniendo un 
título de 1 s 32, al final de la inmuni z ación, como se 
muestra en la Tabla 3. 

Las fracciones gammaglobulínicas de los sueros 
inmunes, ensayadas por electroforesis en acetato de 
celulosa, mostraron un solo pico correspondiente a la 
fracción gammaglobulina por su desplazamiento en el campo 
electrico. 

IV DEMOSTRACION DE LA PRESENCIA DE ENTEROTOXINA 
TERMOLABIL DE Eschenchia col i POR TECNICAS 
INMUNOLOGICAS UTILIZANDO ANTISUERO PARA LA TOXINA DE 
Vi bri o cholerae. 

Se practicarón pruebas de inmunodifusión en 
portaobjetos para determinar la presencia de la 
enterotoxina TL de col i, a partir de la cepa de 

referenci a. La positividad de la reacción antígeno-
anticuerpo se manifestó con la formación de bandas de 
precipitación. Estas bandas fueron teñidas con azul de 
coomasie al 0.1'/í en ác.acético, metanol y agua (26) , 
encontrando una reacción positiva a una dilución no mayor 
de 1s 8. 



V IMPLEMENTACION DE LA TECNICA. 

La técnica implementada resultó satisfactoria» aunque 
el tiempo de lectura final de la reacción, resultó 
prolongado para los objetivos de este trabajo. Esto obligó 
a buscar modificaciones que permitieran tener, una 
técnica cuyos resultados se lograran en un tiempo corto, 
manteniendo las condiciones de exactitud y precisión. 

VI CALIBRACION DE LA TECNICA. 

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

a) La temperatura de incubación de la colonia que 
brindó mejores resultados fue de 37*C-

b) El tiempo de incubación de la colonia fue de 
10-12 hs. 

c) La concentración de polimixina B por disco -fue 
de 400 U. 

d> El tiempo de liberación de la enterotoxina «as 
apropiada fue la de 3 — 4 hs. 

e) La dilución del antisuero que brindo' mejores 
resultados fue' de 1¡2 en un volumen de 20 ̂ 1. 

f) La concentración de agar se redujo a 0.757.. 
El tiempo final de la técnica implementada fué 
de 36—4S hs a diferencia de lo informado en la 
1 iteratura que señala de 72 a 96 hs. Ver 
Tablas 4 y 5. 



VII SENSIBILIDAD DE LA TECNICA DISEÑADA Y MODIFICADA. 

La técnica de Biken modificada, mostró tener buen 
grado de sensibilidad, lo cual puede ser observado en los 
resultados que a continuación se mencionan: 

a) El menor número de UFC/ml que la técnica detectó 
fue' de 5 UFC/ml al descargar o tomar la muestra. 

b) Se encontró que existiendo de b a 9 colonias 
productoras de enterotoxina TL de coli en la 
mezcla bacteriana seleccionada ( cuenta viable 

9 
de 5.2 x 10 UFC/ml.) fueron suficiente para dar 
una prueba posi ti va en la técni ca modi f ¿«cada 
propuesta en este trabajo. Ver Tabla 6. 

VIII DETECCION DE LA ENTEROTOXINA TERMOLABIL DE 

Escherichia col i EN MATERIA FECAL 
ARTIFICIALMENTE CONTAMINADA. 

La técnica de Biken modificada , brindó resultados 
buenos y reproducibles. Se pudo demostrar que el tiempo 
total de la técnica desde el arribo de la muestra de 
materia fecal hasta la detección de la enterotoxina TL de 
E. coló,. fué de 2 a 3 días aproximadamente, es decir, el 
tiempo necesario para el diagnóstico osciló entre 43 y 72 
hs, tiempo mínimo necesario para cualquier estudio 
bacteriológico rutinario en heces. 



TABLA No. 4 

COMPOSICION DE LOS MEDIOS UTILIZADOS PARA LA PRODUCCION 

DE LA ENTEROTOXINA TERMOLABIL DE Escherichia col i. 

CAYE-2 
Evans y 
Mündel1 

BIKEN-2 
Honda 

BIKEN 
Modi fica 
C i oh — 
nuestra 

Casamino ácidos 2.0 gr% 2.0 gr7. 2.0 gr7. 
Extracto de levadura 0.6 H 1.0 ^-t.O 
Cloruro de sodio 0.25 0.25 n 0.25 " 
Fosfato dibasico de 

potasio. 0. 371 1.5 1.5 
G1ucosa 0.25 0.5 0.5 * *, ** 
Mez cía de sales 

* 
0.1 ml V, 

** 
0.05 mi7. 0.05 ml*¿ 

pH 3.5 7.5 7.5 

Li ncomici na -. — 9.0 mg7. 9.0 mg 7. 

Agar noble 1.5 gr7. 0.75 gr% 

t Sulfato de magnesio 57., cloruro de manganeso 0.57. y cloruro 
férrico 0.57. disueltas en ac. sulfúrico O.OOl N. 

** Sulfato de magnesio 57., cloruro férrico 0.5% y cloruro de 
cobalto hexahidratado 2.0% disueltas en ac.sulfúrico O.OOl N 

*** La Lincomicina se adicionó en condiciones asépticas, una vez 
esterilizado el medio e inmediatamente previo al vaciado en 
las cajas de petri. 



El número de colonias en la "mezcla bacteriológica" 
de trabajo -fué de 25 a 30 para obtener resultados 
reproducibles. Con menos colonias, los resultados no eran 

predecibles. Por otro lado, los resultados positivos para 
1 a detección de enterotoxi na se observaron sol o en 
aquellas muestras cuyo número de E¿. col i productoras de 

8 9 
enterotoxina TL fue' de 5.2 x 10 a 5.2 x 10 UFC/gr 
heces. 

Los resultados se resumen en las Tablas 5 y S, 



TABLA No. 5 

Var2_ab_les ensacadas Condiciones Q£ticnas 

Temperatura de crecimiento de 
la bacteria. 37'C 

Tiempo de incubación de la -
bacteria. 10-12 hs.» 

Tiempo de liberación de la — 
toxi na. hs. 

Cantidad de antisuero 20 jxl 

Cantidad de polimixma B 
(20,000 U/ml). 

400 U/diseo 

Concentración de agar noble 0.75 'A 

En el coprocultivo el tiempo fué aumentado a 18-24 hs. 



TABLA NO. 6 

Variables ensacadas ¿clones ógtimas 

Menor número de colonias que la 
técnica detecta. 5 

Selección de colonias del copro-
cultivo. 30 

Numero de microorganismos necesa-
rios presentes en materia fe-
cal para detectarlos. 

S 9 
5.2 x 10 - 5.2 x 10 . 

4ü 



D I S C U S I O N 

La obtención de la enterotoxina termolabil de col i 
fue lograda satisfactoriámente por el método elegido, por 
lo que el uso de la cepa de col i H-10407 fue apropiada 
para este estudio, ya que se ha descrito en la literatura 
que la capacidad de producción de la toxina puede ser 
fácilmente perdida (2,50). 

De los varios esquemas de inmunización elegibles, el 
sugerido por salí ñas Car mona (57) y uti 1 izado en este 
trabajo, ofrecio' resultados aceptables que permitíeron 
obtener un buen títul o de anticuerpos, aunque fue 
conveniente aumentar en 2 dosis la inmunización, debido a 
que el título de anticuerpos obtenido hacia la 8a. semana 
no fue el deseado, lográndose un título mayor <l:32> a la 
lOa. semana, de manera tal que el sangrado final se 
realizó hasta la lia. semana. 

Como el contenido de proteínas se vio elevado en los 
anti sueros, se trató de comprobar si realmente el 
i ncremento se debía a un aumento en la fracci ón 
gammaglobulíni ca, para 1o cual se 11evo a cabo una 
electroforesis, demostrándose que efectivamente el 
incremento correspondía exclusivamente a la fracción 
gammaglobulina. Se demostró por la técnica de Ouchterlony 



(26) que la -fracción de inounoglobulina purificada daba 
reacción de identidad con la toxina de cholerae. que 
era el resultado esperado» 

El antisuero obtenido en este laboratorio, resultó 
ser apropiado para ser utilizado en la técnica de^Biken* 

En la real ízación de la técnica de fii ken, 1 os 
resultados obtenidos corroboraron lo ya reportado, sin 
embargo el factor tiempo continuó siendo de suma 
importancia« 

Si bien es cierto que algunos autores como Honda y 
col.(32,34) mencionan que a menor tiémpo^de incubación de 
1 as coloni as, 1a reacci ón es vi si ble debí1mente, se 
pudieron observar buenos resultados en este trabajo. Otro 
de los elementos que aportó este trabajo, fué el que solo 
400 U/disco de polimixina B fueron necesarias para la 
prueba. 

Lo que marcó un dato significativo fué la reducción 
de la concentración del agar noble a la mitad de la 
concentración original. Esto llevó a obtener una reacción 
mas rapida, quiza debido a que un medio semisólido a esa 
concentración, permite una mejor difusión de la 
enterotoxina y del antisuero, permitiendo lograr acortar 
el tiempo y así poder cumplir con uno de los objetivos 
principales del trabajo. 



La sensibilidad de la técnica se pudo observar bien y 
pudo ser detectada por inmunodifusión, aunque la reacción 
antígeno—anticuerpo fue' ñas débil con un menor numero de 
microorganismos, sin embargo pudo ser observada por 
personas no familiarizadas con técnicas inmunológicas. 
Cuando se usó un numero bajo de colonias de col i 
productoras de enterotoxina TL se encontro que 
efectivamente la reacción de precipitación fué claramente 
visible aún por personas ajenas al laboratorio. 

Algunos autores reportan desde 5 UFC (42,43), solo 
que con técnicas mas sensibles tales como cultivos 
celul ares, sin embargo en el presenta -trabajo se pudo 
observar que no eran suficientes, razón por la que el 
número fué elevado a 30 UFC. 

Es interesante señalar que se conoce de algunos casos 
de muestras de materia fecal de personas "normales", a las 

cuales se les ha encontrado la presencia de qqli 
productoras de enterotoxina termolábi1, si n 
sintomatologia, sin embargo, las muestras de materia fecal 
que se ensayaron en forma directa y con dilución de 1sÍO, 
no presentaran reacción alguna detectable por esta 
técnica. 

La hipótesis propuesta inicialmente fué probadas El 
antisuero de la toxina de cholerae pudo utilizarse 



en sustitución al antisuero contra la enterotoxina 
termolábil de Escherichia col i. para su diagnóstico 
directamente de las colonias de primoaisiamiento. 

La técnica uti1 izada se puede considerar como 
efectiva, siempre y cuando el numero de E^ col i 
productoras de enterotoxina termolábil en heces sea alto 
(se conoce que cuando hay colonización de E¿. col i. se 
halla el número elevado). Si bien es cierto que existen 
otras pruebas ma's sensibles, la implementada en este 
trabajo cumple con los objetivos planeadas ya que resultó 
ser sencilla, reproducible, económica, rapida y con un 
grado de sensibilidad necesario para incluirse en el 
laboratorio clínico en la rutina diagnóstica. 

Es rec ornendable par a pr obar la eficacia de est a 
técnica, montar un estudio epidemiológico preferentemente 
en lactantes y niños de edad preescolar, ya que son los 
mas afectadas con estos geVmenes. 



R E S U M E N 

Para la obtención de la enterotoxina termolabil de 
Eacherichia col i. se utilizó la cepa H-10407. 

Se realizó un ensayo inmunologico para demostrar la 
presencia de la TTL de E. col i « por inmunodi^usión en gel 
en portaobjetos. 

El antisuero se obtuvo por inmunizaciones en conejos 
con toxina pura de cholerae (Sigma Chemical, Co.), 
obtemendóse 1 os anticuerpos para montar 1 a técnica de 
Biken. 

La te'cnica se estandarizo', variando diferentes 
parámetros: temperatura y tiempo des a) incubación de la 
col oni a y b > 1 i beración de -Vaf^tox i na J vol unen del 
ant i suer o, concentr ación de 1a poli mi x i na B, etc. Se 
determinó el menor numero de UFC que la técnica detecta y 
el numero de UFC a seleccionar en un coprocultivo. Se 
contaminó artificialmente materia fecal de personas sanas 
con la cepa H-10407 de gj, col i a diferentes 
concentraciones, demostrando la presencia de la 
enterotoxina termolábil (TL) de col i.. 

La prueba de Biken modificada en este trabajo, 
resultó ser un ensayo simple, económico y reproducible, 
con las condiciones operativas de nuestro medio 
científico—técnico, considerándola como efectiva y de gran 
sensibilidad diagnóstica, al lograr realizarse en el 
ti empo mínimo necesario para cualquier estudi o 
bacteriológico rutinario en heces. 
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