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INTRODUCCTIORN

Escherichia coli o bacilo de coli, pertenece a 1la

familia Enterobacteriaceae. Es un bacilo dgram negativo,
aerdbico ¥y anaercdbico facultativo, mide de 1 a I u de
largo por 0.5 u de diametro , se encueﬁtra airslado, o
agrupado en pares y cagdenas cortas (12,35a), genaralmente
rno capsulado, movil por flagelos peritricos (con algunas
variantes inmdviles) vy presenta "pailis" o “fimbrias®

(12,245,

Este microorganismo fue descublerto por BugbnéFf#;;

1885 y estudiado con més detalle por Theodore Escherich en
13gs (72), durante sus investigaciones sobre 1la +lora

bacteriana normal del recién nacido (5.

Posee 3 tipos de antigenos: somidtice ("0"), flagelar
("H") vy capsular o ectopldsmico (*K"); gue a su vez &e
subdivide en B, L yv & {(9,12,24). Actualmente se sabe que
existen alrededor de S50 antigenos "H", %0 antigenos "K" y

184 antigenos "O" (12).

El bacilo es considerado como parte de la tlora
normal del i1ntestino grueso (razdn guizd por la gue se le
llame "colibacilo") <(&3). Ocupa una posicion dnica entre

los bacilos entéricos _oportunistas. Intra ¥



extraintestinalmente, es capaz de desempeffiar un papel
patogeno. En el primer caso e incluyendo al intestino
delgado ocasiona enteritis aqudas, benignas y a veces
diarreas de tipo disenteriforme o coleriforme;j en el
segundo caso ocasiona meningatis, onfalitis {recién
nacido), colecistitis, pielitis, cistitis y uretritis, asi
como peritonitis, septicemia vy abscesos localizados en

distintas partes del cuerpe (12).

Actualmente se cabe que existen 4 grupos de E, coli
enteropatdgenas: E: coly entercinvasiva, E: coli

enterotoxigénica, E. coln enterppatogena y E. goli

/

En este trabajo se estudiara 1a E: coli

enterocadherente (13).

enterotoxigenica para lo cual se encontrd la existencia de
dos enterotoxinas, una termeestable (TE) y una termnladbil
(TL) (55,22), siendo esta Ultima el Ffoco de atencidn por

su importancia clinica.

lLa diarrea, es una de las causas principales de
muerte en niffos menores de 5 afios de edad, que viven en
paises en desarrollo, vy es considerada como causa
significativa de enfermedad en adultos de esas areas

(32,55, &86).

Despues de estudios realizados por Escherich siguid

una etapa de minuciosos estudios encaminados a probar la



relacion de los colibaciles en la diarrea infantil. Lesage
(1897) y Nobecourt (189%) de Francia, sostuvieren el papel
patégena de este microorganismo en diarreas infantiles.,
Hasta 1210 quedd todo olvidado. Durante los siguientes 30
o 35 afios solo esporadicamente se i1ntentd demostrar su

participacidn en las enteritis (50).

DPesde hace muchos afios, 1los veterinarios saben que

ciertas cepas de E. coli provocan diarreas graves entre

lechpnes vy terneras. No es raro el caso de muerte de
camadas completas de lechones, victimas de una diarrea

saevera que 1os mata en unas cuantas horas o dlas (&2).

Farte de la incapacidad de hacer frente al’/pfﬁgigEa
ha s=saido, en genetral, 1la falta de conocimientos de la

eticlogia de la diarrea.

Estudios bacterioldgicos de diarreas en diferentes

i . . =

areas geograficas, han dado esencialmente el mismo
resul tados ia gran mayarfa de los casos (60-80%) estdn
asoci ados con enteropatdgenos reconocidos oMo

desconocides o no identificados., Como resultado de ciertos
estudios recientes de E. coli, la ignorancia en esta
drea disminuyd, al aparecer nuevos alcances del contrei de
la en+ermedad. Cuando E, coli se ve limitada a su nicho
ecolagico usual en el tracto intestinal en el humano,
es 1lamada "flora normal", digno de un reporte

benigno en ei laooratorio bacteriologico. La excepcidn se



encuentra en ninos menores de 2 afos con diarrea; en los
cuales la E. egoli fecal fud anteriormente identificada
como perteneciente a un pequefic nimero de biovariedades
(52), que se presumia, eran responsables de enfermedades
diarreicas, Aungue esta informacidn fue€ de poco valor para
el medico con fines terapduticos, si tuvo valor con
fines epidemicldgicas en guarderias, vya que las diarreas

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

Durante 1945 y 1947 opcocurrieron  varios brotes
epirde€micos de diarrea mortal, que afectaron sobre todo a

lactantes, como ens Inglaterra (Bray, quien l1lamd a este

microorganismo Bacterium coli peapolitapum), Mexico

{Varela) vy Escocia, encontrando rangos de mor dad
tan altos como 50%, mostrando la autopsia, minima
inflamacidn del intestino delgado, la mucosa algo

gdematizada y ausencia de ulceracion (9,55,62), En 1249,

Giles vy col. incriminaron una cepa de E, ceoli como la
= ’, .
causa de ottro brote epidemico de diarrea. La cepa de Bray

fud 1dentificada como E. coli alfa vy la cepa de Giles
como E. coli beta. En 1949, Taylor y col. aislareon uni‘
cepa seroldgicamente homogenea, identificandola comé
E. goly D-433, aislada de cuadros diarreicos en bebds de
guarderias. En las epidemias se encontraron varias
biovariedades de E. goli, entre ellas (0l1il1:B4 y G35:BS ,

como causantes dg diarveas infantiles, can mayor

frecuencia que otras biovariedades (14,50).



Como estos estudios ep:demioldbicos de Jlaboratorio
fueron en aumento, Kauffman y DuPont (50) desarrollaron un
esquema SEFu16§1cn que permitiera el reconocimiento entre
B. coli npeapolitanum de Bray, E. coli alfa de Giles y

E. col: D—-433 de Taylor, los cuales pertenecian al mismo

grupu "0" designado como O1ll vy que la E. gol: beta de
Giles pertenecfa al grupo 055, todp esto sucedid entre
1951 y 1755 (S0)., tLa mayoria de las epidemias de diarrea
inrantil ccasicnadas por E., coli enteropatdgenas, fueron
cauzadas por 12 a 15 biovariliedades diferentes por ej. 026,
os5, 02&6, 0111, 0112, 0119, 0iZ24-128, etc. (9,58,62}).,
siende demostrado por Ewing en 195375 sin embargo, 1a
patogenesis estaba pobremente entendida, debido en parte,
a la incapacidad para producir la enfermedad "2n animales
de experimentacidn, lo Unico que =& podia decir, era lo
reportado por June ¥ col. vy Ferguson y Jdune en relacion a
la severidad de la enfermedad, es decir, que esta depend{a

de la dosis ingerida (9,35a).

ﬁquf comlenzan a presentarse hallazgos patoldﬁicos an
diarrea por E£. c0li con similitud & los de cSlera (35).
En particular, Koya y col. (18) en 1954, mostraron en
voluntarios ques la biovariedad 0111 causaba enfermedad
por prnliferacxén y celaonizacion en el intestino delgado
como en cdlera. Fue Thompson (18) en 1955 al parecer,
el primero en reconocer las semejanzas entre Vibrio
cholerae vy E. coli enterapatdbena, encontrando un alto

numero de E. goli 0ili, 055 y 026 en la parte alta del



intestino delgado en nifos enfermos vivos y en muertos
(en autopsial, con ausencia de anormalidad seria, como
invasidn del tejidos situacidn sugestiva de la presencia
de una enterotoxina reconcocida como mediador de una
enfermedad diarreica y encabezando las investigaciones de
pacientes no coléricos con similitud ciinica (18). Casi a1
mismo tiempo que Thompson, De ¥ col.(&4) en 1956 en un
estudio realizado en 1la India coﬁ su reciente prueba
desarrollada en asa ligada de i1leon de conejo, encontraron
que ciertas cepas de E. cpli 0O1ii, causaban diarrea
gecretora, simlar a la de V. choleras (no encontrando
otras biovariedades presentes sn casos similares). Ellos
concluyeron que "la serclogia, no daria una prueba final

de patogenicidad de las de Bacterium (Escherffﬁ?;; coli'.

Hasta aguf{ 1los investigadores habian demostrado que
una substancia enterotoxigenica producida por E, coli era

la responsable de la diarrea (18).

Esto abrid el camno a la investigacion del
principio enterotoxigénica. A finales de 1960, Sack vy
Gorbach demostraron lo propuesto por Thompson (50). asi
misme, Taylor y Bettelheiam (9,50), en 1764, reafirmaron
los conocimientos de Thompson al encontrar que solo los
cultivos muertos por cloroformo ¥y no los muertos por
calaor, retenian la capacidad de producir la acumulacidn de
fluidos en el asa ligada de ileon de conejo y que el

material toxico, era muy ldbil al calor y podia perderse



con facilidad, por ej-, &n el almacenamiento en el

laboratorio.

En 1%67 en Calcutta y en 1970 Rowe (Inglaterra) (52},
demostraron que E. col: enterotoxigenica puede ser una
causa importante de enfermedad diarreica en el adulto. ™~ 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 profusa, acompanada de
deshidratacidn y shock, sin estar presente VY. cholerae;
quizd, la diferencia can cdlera era, que la diarrea cesaba
a l1las 24 a 30 horas sin antibioticeoterapia, degpuéé de
haber ingerido al microerganismo, Yy en cdlera esto no
sucede, encontrando durante la fase aguda/ﬁgﬂiz diarrea y

con un perfodo de incubacicdn de 16 - 24 horas, una gran

poblacidn de E. coli en el intestino delgado,
aproximadamente 107 - 109 Unidades Formadoras de Colonias
por ml (UFC/ml), aislandose frecuentemente una a dos
biovariedades; en &l segundo eatudio (Inglaterra)
realizado en soldados britanicos, se encontrd una

biovariedad identificada como 0148 (2,35).

Durante los pasados 17 afos, el reconocimiento
de E. coli enterotoxigénica, en la produccidn 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 que



involucra a todos los grupos de edades desde pediatria

hasta geriatria (55).

En 1967, se reportd el primer caso de E. coli
enterotoxigenica, durante la investigacion del cdlera en
el 4drea veterinaria. Los siguientes 3 afos se siguid
confirmando el principio enterotoxigenice el cual fué
asociado con un antigeno especifice "K" (24,55,70) dando
como resultado el descubrimiento de dos enterotoxinas
producidas peor E. golit una enterotoxina termoldbil (LT o
TTLY y una enterotoxina termoestable (8T o TTE) , en

ambas 1la produccidn era controlada por un plasmido

(10,30,31,35,41,61,67,70). No se ha encontrado relacidn
alguna entre 1a toxina TL ¥ (lg;*fk con las
biovariedades, aungue algunas se vean implicadas

(20,24,50).

Evans ¥ €o0l.(11,48), demostraron que una condicich
importante para la produccldh de la enfermedad, era que
las cepas enterotoxigédnicas de origen humano, poseian unos
factores de adherencia ilamandolos CFAI y ELCFAII, 1los
cuales tambidn eran mediados por un plasmido (24,31).8in
embargo, Sack 196}, considerd que esto no era un
prerrequisito. Este pldasmido puede ser transferido a otras

cepas de E. colr y mas aln, a otros generos da

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 6,000 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 v que no posee la TTE (3,55).

Lohnrath vy Holmgren mostraron quey al igual que 1a
enterotoxina de Y., cholerae, la enterotoxina TL de
E. coli, tiene 2 tipos de subunidades, la subunidad B (FM
11,600 daltons) v la subunidad A (FM 28,000 daltons), que
a4 su vez se subdivide en A-1 (PM 23,000 daltonss) vy A2

(PM 5,000 daltons) (&69,70,73).

E. coli enterotnxigéhica produce diarrea secretora
{(43) vy vdhitos, que involucran una discreta inflamacidn o
cambios patoldgicos imperceptibles en el tube digestivo
(50)., Se ve intimaments 1ligada con la "diarrea del
viajero"” (4,24,35,45,44,46), drarrea de la infancia de
intensidad moderada o severa (51), sindrome semejante al
cdlera en adultos que viven en dreas endemicas (§,54,b&) v
ocasicnalmente, en diarrea epid€mica en hospitales

infantiles o guarderias (S50).

Sea desconoce la frecuencia con que 1las cepas
toxigéﬁicas producen procesos diarreicos en la especie
humana, perco se cree que jueguen un papel importante en

los praoceszos diarreicos agudos &n ninos de corta edad, en
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la "diarrea del viajero" {44) vy en loz= episodios de
intoxicacidn alimentaria (44,63), ya que se ha visto que
la ingestidn del microorganismo puede ser, por el agua vy
ciertos alimentos contaminados con la bacteria (&0),
los que incluyen carne de puerco, carnes frias, embutidos

y hamburguesas (7,44).

En E£. coli no se ha determinado la dosis intectante
pero s& piensa que sea semejante a la de ¥. choleras de

&
10 UFLC,

En 1a tabla 1, s2 observan algunas de las

caracteristicas mds importantes de las enterotoxinas de

V. cholerae y termoldbil de E. coli.

Fara gue se produzcan los procesos dirarreicos, el
microorganismo necesita rebasar los mecanismbs propios de
defensaj entre los que estdn: la acidez gastrica, la
fagocitosis, el movimiento intestinal (50), etc. En 1769,
Gyles vy Barnum (33) demostraron por praimerg vez una
interaccidn inmunoldgics entre la enterutnxina' termol dpil
de £, goli y la toxina de ¥, cholerae. Entre i??l y 1974,
Smith y Sack (&,33), Evans (46,17} y Donta Q Smith (33,72),
encontraron que la enterotoxina TL de E; coli se
neutralizaba con su antisuero homdlogo y en meno
proparcidn con el antisuero de la toxina de VY. gholerae.
Gyles, Klipstein y Engert (27,31,37) en 1977 confirmaron

que la antitoxina de VY. cholerae neutralizaba no solamente



TABLA No. 1

CARACTERISTICAS MAS IMFCRTANTES DE LAS ENTEROTOXINAS DE

Vibrio cholerae Y LA TERMOLABIL DE Escherichia cola

TTL% E. coli

T V. eholerae

FPeso Molecul ar

73, 000-95, 000

84,000

Subunidades

Ay B

Ay B

Resistencia al calor
(100°CTA15qma0)

Se 1nactf$;ﬂ

Se inactiva

Naturaleza Qufmica

Proteica

Protgica

Receptores en mucosa

Gangliosido
oiM~1

Ganglidsido
GHM-=-1

Mdtodos de ensayo

Modelos anima-—
les, cultivos -
celulares, meto
dologia inmuno-
i1dgica.

Modelos anama
les, cultivos
celulares, me-
todologfa i1nmu

'
nglogica,

Control genetico

Pldsmido

Cromosomico

2 TTL - Toxina termelsbil de Escherichia cOli.

11
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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. coli; model os

animales, como asa ligéda de ileon de conejo (350,64),
puncidn intragdstrica en conejos recién nacidos (50), etc.
cultivos celulares, en celulas CHO (ovario de hamster
chino), VERO (rifidn de mono verde) (50,65}, Y—-1 <(tumor
adrenal de raton) (13,50), etc., para @medir la actividad
enterotoxica. Sin embargo, estos tienen como inconveniente
el ser de alto costo vy dificileﬁ#ﬂz; mangjar en  un
laboratorio pequefio. Existen tambien pruebas inmunoldgicas
como serodiagndstico para detectar el antigeno especifico,
que incluyen inmunoheadlisis pasiva (50,60,468), inhibicidn
de la inmunohemdlisis (21,50), radio inmuno ensayo
{27,28,505, inmunodifusian (50}, ELISA (50,53,59,67,72),

etc.

Muchos de estos ensayos no  son prdcticos para
L4 - r
propositos de diagndstico clfn1cu, porque se necesita de
. s - ”
material o tecnicas especiales o ambas, un gran numero de
animales, un "stock" de 1{neas celulares, radioirsdtopos
{32, etc., por Io que para un laboratorio que ne cuenta
con muchos recursos economicos regqueriria de una fuerte

- .
inversidni por lo tanto, qulzd algunos de los ensayos mas
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practicos incluirfan, la coaglutinacidn estafilocdcica
(2,59), la aglutinacion con particulas de latex (23,70},
el Western Blot (2) ( aunque se considera costoso) y una
modificacion de la prueba de Elek (propuesta por Honda)
(32,34), considerada por algunos autores como una prueba

simple y economica (23).

En 1948, Elek (16}, establecid una tecnica sencilla
para identificar cepas de Cgrvnebacterium diphtheriae
productoras de toxina "in vaitro" a partir de colonias, la
cual consistia en inocular el Mmicroorgani smo en'el medio
de cultivo en forma de estria, y colocar entre el medio y
transversalmente a la linea de inoculacidn, la antitoxina
difterica embebida en una tira .de”;;pel filtro. Elek
fundamentd su tecnica en 3 principios: a) obtener una
rdpida y maxima produccidn de toxina, b) producir un
gradiente de antitoxina en el medio como para dar una
reaccidn con variabilidad en l1a concentracidn de la toxina
y c) proveer constituyentes séricos no especificos en
cantidad suficiente para hacer una reacciadn de
precipitacidn facilmente visible (16} . King y
colaboradores la modificaron en 1la forma en que

actualmente se utiliza {(3&).

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

correspondiente en un pozo central, a & mm de distancia de
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la colonia, llamandola prueba de Biken (32,34). 8Sin
embargo, su técnica no resultd ser muy practica para uso
rutinario en el laboratorio clinico principalmente por el

factor tiempo {(32,467).

FPor todo lo anteriormente expuesto, s planteﬁ la
siguiente hipdtesis de trabajo:

Se puede utilizar el efecto de reaccidn cruzada del
antisuero de la enterotoxina de Y. cholerae, para detectar
la enterotoxina termoldbil de E. gol: a partir de 1las
colonias aisladas en coprocultivos; para aplicarla al

- . . - - ' -
diagnodstico rutinario de cepas enterotoxigenicas.,

gbjetivo a logrart
Detectar la enterotoxina termoldbil de Escherachia

“ - 4 - - - -
coli mediante una tecnica simple, econdmica, rapida vy

segura que permita la diferenciacidn entre las cepas
productoras de la enterotoxina termoldbil y las cepas

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



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

En el presente trabajo, se decidid tomar como base
la teécnica de Elek (1&) y la tecnica de Biken (32),
variando algunos paréhetros para acuriar su tiempo de
reaccioh, pues el reportado por Honda y col.(32) de %6
horas no era apropiado para un diagnostico oportuno. Se

utilize la toxina de Vibrig cholerae (51gma Chemical,

. P .
Co.) para realizar la reaccidn inmunologica.

/

Se trabajd con la cepa de Escherichia cgoll H—-10407

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

Para disefiar 1la técnica propuesta, se tomaron en
cuenta diferantes paréhetros, tales como temperatura vy
tiempo de incubacicn, volumen de antisuero, tiempo de
liberacidn de 1la toxina de 1la cepa y otres que se

I'd ,
Mencilonaran mas adelante.

(%) 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 Biolodgicas del Instituto Polit€cnaco
Nacional.

-
L
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1 OBTENCION DE LA TOXINA TERMOLABIL DE Escherichia coli

t.a cepa de E, coli H-10407 fue inoculada en medio de
cultivo CAYE-2 (Tabla 4) (17,19,20) modificado por Honda vy
cnl. (32), el cual consiste en uh hidrolizado de caseina o
casamino dcidos (Difco) al 2% . extracto de levadura
(Diyeco) al 1.5%, clorurpo de sodio al 0.25%, fosfato
dibdsico de potasio al 1.5%, solucidn de sales Q.05 ml¥%
(sulfato de magnesio al 5%, cloruro ferrico al O.5% vy
cloruro de cobalto hexahidratado ai 2%, disueltas en dcido
sulfdrico 0.001 N, glucosa al ©.5% vy 1lincomicaina
30 pgr/sml (32,39,40,71), el pH se ajusté a 7.9 (Ver Tabla
4), La esterilizacidn se efectud a 10 lbs de presidn/li&—
118°C, durante 15 minutos, adicionando posterigeaénte el
antibidtico asdpticamente, una vez gue el caldo alcanzo

una temperatura aproximada de 45-50°C.

Con &l objete de obtener la toxina a un aito
rendimiento, se trabajd con la técnica de Evans vy Gyles

(£0,21,31) que consiste en lo siguiente:

S@ inoculd la cepa de E. gol: H~10407 en calda de
spoya Yy tripticaseina, se incubd estdticamente a 3I7°C
durarite 18 hs. De este cultivo s& 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 campoc de aereacidn de 99%

aproximadamente. Se procedid a incubar en bafo metabglico
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(Dupdonoff) (6,47) a 37°C durante 20-24 horas y con una
agitacidn de 150 rpm aproximadamente. Despuds de 1la
incubacidn las c€lulas fuercon removidas por centrifugacidn
a 12,000 x g durante 13 minutos en centrffuga Servall
§5-34 a temperatura ambiente. El paquete de celulas se
lavd 3 veces con una solucidn amortiguadora de TRIS—NaCl
pH 8.0 (20) y finalmente se le agregd solucidn de sulfato
de polimixina B a una concentracion de 20,000 Urml
(20,32,34,38), suspendida en una solucidn amortiguadora de
TRIS-NaCl a wun pH de 6.6 (17,179,31) para liberar 1la
toxina. De la anterior solucidn, se hizo una dilucidn de
1:4 y se agregd a cada botdn celular, 1 al (500 U
respectivamente por matraz). Se i1ncubd 1~3 horas a 37°C en
agitacidn, se centrifugd a 12,000 % 9 durantef¢5’;T:utos a
temperatura ambiente y el sobrenadante se recolectod,
mantenigndolo en refrigeracidn por un perindo no mayor de
2 dias 3 se liofilizd en pequefos frascos de tapdn

hermetico, manteniendose despuds a 4°C.

II OBTENCION DEL ANTISUERO DE LA TOXINA DE ¥, cholergje

El antisuero para la toxina de V. cholerag fué
ocbtenido, utilizando 3 conejos Nueva Zelanda con  un
promedioco de peso de 3,0 Kg, aplicando subcutaneamente,
una serie de dosis de 1a toxina pura (Sigma Chemical, Co.)

en diferentes sitios, seqin el esguema siguiente:
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ESQUEMA DE INMUNIZACION:

El esquema de inmunizacion que se siguiﬁ fué' 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

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

Los animales fueron sangrados en la vena marginal de
la oreja obteniendo entre 10 y 12 ml de sangre por conejo,
en las semanas 9 vy 10 de iniciado el esquema de
ipmunizacidn. Al cumplirse la semana 11, se obtuvieron
entre 25 y 30 ml de sangre por conejo. FPequenos
sangirados fueron realizados, intercal ados a las
inmunizaciones a partir de la 3a. semana pafgg;:;u1r la
respuesta de anticuerpas, utilizando la tecnica de

Ouchterlony (256,49).

ITI1I OBTENCIDN DE LA FRACLCION GAaMMA GLDBULINA DPE

LOS SUEROS DE CONEJOS

La tecnica utilizada fuéd la descrita por Garvey,

Cremer y Sussdorf {(25,31).

Se prepard una solucidn saturada de sulfato de amonio
ajustando su pH a 7.8 con NaOH 1 N a 4°C, justo antes de

utilizarce.



TABLA No.

2

ESQUEMA De INMUNIZACION

Secuencia de Dosis via de Sitio de
Inyecciones (ugr toxaina Inoculacicn Inoculacidn
de l1a toxina. por conejo).

1a. Semana 23 % Intradermica Dorso del
s1tios mdltiples cConejo
Sa. " S50 xX Intradermica Dorsoc del
s1tios miltiples conejo
o -
4a. " 50 ¥xx% Intraperitoneat| FPeritoneco
Sa. » s0 Intramuscular Muslo
6a - n 50 1] n )
7a. n 50 Intraperitoneal Peritoneo
Ba. " =0 =" Intramuscul ar Muslo
qa - w 50 i [} ] "
1Ga. " 1o B " "

4 En adyuvante completo de Freund.

XX¥ En adyuvante incompleto de Fre=und.

%% En solucidn salina esteril al 0.85%

17
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Se colocd el antisuero (76 al) en un matraz
erlenmeyer con un agitador magnético sobre bafio de hielo,
se gotec 'a razon de 20 gotas por minuto la solucidn
saturada de sulfato de amonio a 1/3 de saturacidn (38 ml).
La agitaciéﬁ fue suave teniendo cuidado de no forear
espuma o burbujas. Una vez lograda la precipxtacxéh, de
las gammaglobulinas se continug la agitacidh du;ante 30
minutos. E1 volumen total se colocd en tubos y se
centrifugd a 10,000 x g en una centrffuga Servall-—-34
durante 1% minutos a temperatura ambiente. El precipaitade
se resuspendid con solucidn salina al 0.85% hasta alcanzar
el volumen original del suero. Se revisd nuevamente el pH
de la solucidh de sulfato de amonio y se repitad el
procedimento anterior dos veces n3s. Una vez
centr2fugadas, las gammaglobulinas fueron suspendidas en
una solucicnh amortiguadora de salina—boratos pH 7.8 a 1la
mitad del volumen original del suero. 8e transfirid a una
bolsa de celofan Yy Se dializd contra una solucidn
amortiguadora de salina-boratos pH 8.4 — 8.5 a 4°C. Cada
24 hopras se estuvo determinando la presencia de sulfatos
en la solucidn amortiguadora de didlisis, haciendo cambios
de esta solucidn diariamente, dejando de hacerlo uﬁa vez
gque desaparecieron los residuos de sulfato de amonio

(25).

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

ellas. Asi mismo, se llevd a cabo una titulacidon de
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anticuerpos, como@ se mencionara en la siguiente seccidn.
Una vez realizado lo anterior , se prnced16 a colocar
alicuotas de 1 ml en pequefios 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 Escherichia coli FOR TECNICAS INMUNDLOGICAS USANDO

ANTISUERO FARA LA TOXINA DE Vabrig cholerae.

PRECIPITACION EN GEL DE DUCHTERLONY (DGBLE DIFUSION)

FPara demostrar la presencia de 1la enterotoxina
termolabil de E. coli se real:izd ,La’df:éﬁnlca de
prec1p1tacidh en gel de Ouchterlony, utilizando agar noble
al 1.&% en solucidn salina al ©.85% adicicnada de unas
gotas de merthiolate blancg (26,49). Se colocd sobre un
portacbjetos (25 x 75 mm) esterii una capa del agar de
aproximadamente 3 — 4 mm de altura y se dejo soclidificar
en una camara humeda. Se perforaron & pPozos cONCENntricos a
un pozo que contendria el antisuero de la toxina de
V. cholerae en diluciones de 152, 1:4 y 1:8 en un volumen
de 20 ul y a una distancia de & mm de los pozos de 1la
periferia. En los pozos de la periferia se colecd la
enterotoxina cruda obtenida de la cepa patrdn de E. cola
H-10407 en un volumen de 2O ul. Se utilizd como control la
toxina de V. chglerae en solucidn, a una concentracidn de

2.5 pgrlzo‘pl, de acuerdo a 1a Figura 1.



FIGURA No. 1

DIAGRAMA REPRESENTATIVO PARA LAS INMUNODIFUSIONES.
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Al—- 1 al 6, antisuero contra 1la toxipa de

¥, gholerae en diluciones desde 1:1 hasta 11325 vy 7,
toxkina de VY. gholerae (2,5 pgr/20ul). B:- 1, 3 y B9,
_toxina termoldbil de E. golji cruda; 2, 4 y & toxina de
Y. cholerag (2.5 ugr/20ulli vy 7 antisuero contra Ja

toxina de ¥, cholgrae en diluciones de 1:12 , 114 v/0 1:8,
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Esta misma técnica de Ouchterlony (26,49} se utilizd
para la titulacion del antisuerc colecando 2.5 nug/20 ul
de la toxina de Y. chelerae en el pozo central (32,34) vy
el antisuero de 1la toxina de ¥, gholerae a diferentes
diluciones; 1:#1, 1:2, 1i:4, 1:8; 1:1464 v 1332 en lgs pozos

de la periferia.
vV  IMPLEMENTACION DE LA TECNICA.

La prueba diceflada se implementd de la siguiente
manerat
Se ut1lizd el medio de cultivo de Biken—2 (2,32,34),

con la fdrmula siguiente:

CONSTITUYENTES %
Casamino acidos 2.0 gr
Extracto de levadura ;.0 n
Cloruro de sodio 0.25
Fosfato dibasico de potasio 1.5 "
Glucosa 0.5 »
Mezela de sales X .03 ml
Agar noble 1.5 gr
pH 7.9
Lincomicina ¥X 2.0 gr

X Sulfato de magnesio 5%, cloruro ferrico C.5% vy

cloruro de ccbalto hexahidratado 0.5% disueltas en
dcido sulfdrico 0.001N.

%% 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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FPROCEDIMIENTOD:

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 & mm de distancia se colocaren indculos

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

Partiendo de un cuitlvo de la cepa de E, goli
H-10407, se inoculd en las cajas 5 el indculo del cultaivo
fug€ hecho con un asa de ojillo pequefio. Se incund a 37°C
durante 40-48 hs. ©Se colocaron sobre las colonias, discos
de papel filtro Whatmann #AA, con un diametro de & mm y un
volumen de absorcidn de 20 ul, i1mpregnados de una solucadn
de sulfato de polimixina B a _umd concentracidn de
20,000 UW/ml (Z20,32,34). Se i1ncubd a 37°C durante 5-7 hs
(32) . Despuéé de ese tiempo se agregd el antisuero para la
toxina de VY, cholerae en los pozos centrales de cada juego
(20 ul diluidos 1:4) y finalmente se llevd a incubar a

37°C durante 12-24 hs.,.



FIGURA No. 2

PLANTILLA REPRESENTATIVA PARA EL CULTIVO UTILIZADO

EN ELL FRESENTE TRABAJO.

Medio de Bikenr—2 modificado. I, Il y 1I1.~ juegos de

muestras qQue se pueden ensayar en Una misma caja § 1,

antisuero contra la toxina de V. cholgrasy 2, muestras
inoculadas (g, coli H-10407 y muestras de materia fecal

artificialmente contaminadas) y 3, polimixina B (300

U/disco).

»)
&
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VI CALIBRACION DE LA TECNICA

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

a) Temperatura y tiempo de incubacidn de la colonia.

b} Concentracaicn ae sulfato de polimixina B por

disco.

€} Temperatura y tiempo de liberacidn de la toxina.

d) Cantidad de antisuero.

e) Concentracidn del agar.

Para trabajar con los parﬁ%étras anteriormente
mencionados, partimos de un cultivo de 18 hs (2G,31)

realizandolo de la siguiente maneras

Se tomo una asada del cultivo de E. goli H-10407, se
suspendlé en 5 ml de caldo de soya y tripticaseina. BSe

incubd a 37'C durante 18 hs estfticamente.

a} Jemperatura v tiempo de igcubacgéb de la caglania:

Se inoculd el medio de Biken—2, como se muestra
en la Figura 2, mediante una asa bacter1old§1ca Y
por extendido del indculo.

Las temperaturas probadas fueron: 4°C;, 25°C ¥
37°C.

Los tiempos de incubacidn fueron los siguientest

&6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 y 24 hs.
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Eoncentrac1§g de sulfato de pplimixina B por
disco.

Se ensayaron discos i1mpregnados de una solucidn
de sulfato de polaimixina B a una concentracion de
4C0 Us/disco (20 ul de una solucacn de
20,000 U/ml} y de 500 Ursdaisco (20 aul de una

solucion de 25,000 U/ml).

a i b1 l1a toxina.
Una vez i1noculada la caja de petri con el medio
de Biken-2, incubada y colocada el disco de
polimixina B, se ensayvaron diferentes tiempos y
temparaturas.
Las temperaturas probadﬁgf:ﬁerunﬂ 4*C, 25°C vy
I7'C.

Los tiempos fueront 3, 4, S5, 6, 73 8 ¥y 2 hs.

Volumen de antisuero.

Se ensayd, llenando con 2C y 40 ul de antisuero
de la toxina de VM. cholerae diluido 132 y 1:4.

!
Concentracidn de agar.
Se prepard el medio de Biken-2 variando la
concentracidn de agar nobles:i
lLas concentraciohes ensayadas fueront 1.5%, 1.0%,
0.7%4 y 0.75%.

Todos los ensayos se realizaron por quintuplicado.



28

VII SENSIBILIDAD DE LA TECNICA DISENADA Y MODIFICADA

Una vez calibrada la téenica, se procedic a
demostrarlo, tomando en cuenta otros paréhetros que a

I 4
continuacion se mencionani

al Sensibilidad de la prueba, en cuanto al menor
nimero de MLCroorganisaos que la tdcnica es
capaz de detectar.

B> Sensibiliidad de ia prueba, de acuerde al ndmero

de colonias a seleccionar del coprocultaivo.

Fara realizar la calibracidn se prepard un cultivo en
las misma condiciones de la seccion anter:or, realizando
Una curva de crecimiento y determinando el nimero de
UrFtsml, en cultivo estdtico de 18 hs para cuenta viable,

en dilucidn seriada decimal, en gelosa.

a2l Bensibilidad de la grusha want al enor

’, ’
punero de mcroorganismos que ia tecnica es

capa:z de detectar.

Partiendo de un cultivo de 18 hs en caldo de sova vy
tripticaseina, se realizaron las siguientes diluciones:
1210, 12100, 1:1,000, 1:10,000, 1:100,000 y 1:1,000,000,.
Se tomd una alfcuota de 1 a5 ul de cada dilucidn

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

condiciones, y por la metodologia original.

b) nsibilidad d & prueba e_acuer nuimer

S cionar del coprocultivo.

—

Se linocularon 2 cajas de petri con medio de cultivo
de EMB: Primero, E. €oli no productora de enterotoxina TL
y en la otra E, goly H-1040G7 productora de enterotoxina
TL. Be i1ncubaron a 37°'C aurante 20-24 hs, a continuacidn
se prepararon juegos de "mezclas de colonias® con
diferentes ndmeros de colonias de acuerdo a la relacign
mencionada mds adelante, y fueron suspendidas en tubos de
ensayoc de 13 x 100 mm estérilga'cnntenlenda G.1 ml de
solucicon salina estéril al 0.85%. Las "“"mezclas de

colonias"” se prepararon de la siguiente manera:s

Ndimer o de Colonias

E: goli no enterotoxigenica 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
E. coli enterotoxigenica 30 27 24 21 18 1512 9 & 3 ©
Total de colonias 3C¢ 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30

Una vez preparadas las "mezclas de colonias", el

. . 'd _ Fd
procedimiento que se siguid fud como el que ya se menciond
en la seccidn anterior, inoculando en Biken-2 ariginal v

en Biken—2 modificado.

Todas las pruebas fueron realizadas por

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

ARTIFICIALMENTE CONTAMINADA.

Se seleccionaron muestras de materia +ecal ™normal®"
’, .
de personas sanas a las cuales no se les encontro nxngﬁn

. ; - 4
microorganismo de los conocidos como patogenos.

Se cultivd la cepa de E. goli H-10407 productora de
enterotoxina termoldbil en caldo soya y tripticaseina, se
hicieron diluciones de 1:10. 13100, 1:1,000, 110,000,
1: 100,000 y 1:1,000,000. De estas diluciones se tomd un ml
de cada una, incluyendo e cultivo original vy se
cantrifugaron durante 1% mnputps a 190,000 x g. El
sobrenadante se descartd asdpticamente y sobre los botones
de centrifugado se agregd 1 ml de materia fecal al 10% {un
gramo de la materia fecal se suspendié en 9 ml de solucidn

salina estéril).

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

duplicado.

Las cajas de petri con agar EMB fueron incubadas a
37°C., Un juggo 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 incubac;dh,
se prepararon las "mezclas de colonias” en seleccion de
10, 20 y 30 UFC y se procedid a desarroilar la técnica de

Biken modificada.

io. Se inoculd un jusgo por tetraplicado de cada una
de las "mezclas de colonias™ en el medio de
Biken modificado {0.75% de= agar nable).
20. L& incubacion se hiza a 37'C durante 10-12 hs.
30. Se rolocaron los discos de polimixina B con
400 U/dasco.
4. Se incubg a 37°C durante 3-4 hs.
So. Se agregarcn 20 ul de antisuero para la tox;ni”’,#”
de V. cholerae a los pozos centrales.

&0. Se incubd a 37°C durante un minimo de 12 hs.



RESULTADOS

1 OBTENCION DE LA TOXINA TERMOLABIL DE

Escherichia coli,

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

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

I OBTENCION DEL ANTISUEROD DE LA TOXINA DE

V. cholerse.

Se recolectaron de los tres conejos inmunizados, 135
ml de sangre total (45 ml por animal en promnediol. De
estos se obtuvo un volumen de 76 ml de suero sanguineo

inmune.

En general, todos 1los congjos resultaron buenos
respondedores a la toxina coldrica, excepto uno de ellos
que auric por causas descongcidas a la 4a semana de
iniciado el esquema de inmunizacidn, continuandose 1la

. R .
inmunizacion en los 3 conejos restantes.

32



TABLA No. 3

TITULACION DE ANTICUERPOS PARA LA TOXINA DE VY. chglerae

EN SUERO DE CONEJOS INMUNIZADGS

Semanas de acuerdo al

- .’

esquema de inmuniZacion
y sangrados,

Titulo de Anticuerpos

]

3Ja. Semana 1:2
4a. " 1:2
Sa. " 1:4
ba. n 1:8
7a. » 1:8
8a. " 1114
Fa. " 1132
10a. " i:32
ila. " final 1:32

Ly
e
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III OBTENCION DE LA FRACCION G6AMMA GLOBULINA DE LOS

SUEROS DE CONEJOS.

Una vez obtenidas las fracciones gammaglobulinicas,
se realizé la titulacion de anticuerpos, obteniendo un
t{itulo de 1:32, al final de la inmunizacidh, cComo Sse

muesti-ra 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 .
electrico.,

1v DEMOSTRACION DE LA PRESENCIA DE ENTEROTOXINA
TERMOLABIL DE Escherichia coli POR TECNICAS
INMUNODLDGBICAS UTILIZANDD ANTISUERD PARA LA TOXINA DE

Vibrio cholerae.

Se practicaron pruebas de 1nmunodl fusion en
portaobjetos para determinar 1la presencia de la
enterotoxina TL de E, coli a partir de 1la cepa de
referencia. La positividad de la reaccidn antfgeno-
anticuerpo se manifestd con la formacidn de bandas de
precipitaciéh. Estas bandas fueron tefiidas con azul de
coomasie al ©O0.1% en éc.acéticn, metanol y agua (2&6),

encontrando una reaccion positiva a una dilucidn no mayor

de 1:8.
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V IMPLEMENTACION DE LA TECNICA.

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

manteniendo las condiciones de exactitud y precis:ion.

VI CALIBRACION DE LA TECNICA.

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

a)l L.a temperatura de incubacidn de la colonia que

brindd mejores resultados fue de I7°C.

b) El tiempo de incubacidn de l1a colonia fue de
10-12 hs.

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

d) El tiempo de liberacidn de la enterotoxina @as

apropirada fud la de 3 — 4 hs.
e’ La dilucion del antisuero que brindd me jores
resultados fue de 1:2 en un volumen de 20 aul.
£) La concentracicn de agar se redujo a 0.75%.
El tiempa ¥inal de la técnica implementada fué
de 36—-48 hs a diferencia de lo informado en la
literatura que seflala de 72 a 96 hs. Ver

Tablas 4 y G.
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VII SENSIBILIDAD DE LA TECMICA DISERNADA Y MODIFICADA.

La tecnica de Biken modificada, mostrg tener buen

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

»
resultados que a continuacicon se menclonani

al

)

VIIl

La
buenps vy

total d=

El menor nimero de UFC/ml que la técnica detectd
fue de 5 UFC/mi al descargar o tomar la muestra,
Se encontrd gque existiengo de 6 a 5 colonias
productoras de enterotoxina TL de E. colys en 1la
mezcla bacteriana seleccionada ( cuenta viable
de 5.2 x 10? UFC/ml.) fueron suficiente para dar
una prueba pesitiva en la tecnica modifacada

o~

propuesta en este trabajo. Ver Tabla 6.

DETECCION DE LA ENTEROTOXINA TERMOLABIL DE

Escherichia €oli EN MATERIA FECAL

ARTIFICIALMENTE CONTAMINADA.

tdcnica de Biken modificada s brindd regultado§

reproducibles. Se pudo demostrar que el tiempo

la tecnica desde el arribo de la muestra de

materia fecal hasta la deteccion de la enterotoxina TL de

E. coli,

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

tiempo necesario para el diagndstico oscild entre 48 y 72

hs, tiempo minimo necesario para cualguer estudio

bacterioldgico rutinarioc en heces.



TABLA No.

4

COMPOSICION DE LOS MEDIOS UTILIZADOS PARA LA PRODUCCION

DE LA ENTEROTOXINA TERMOLABIL DE Escherichia coli.

CAYE-2 BIKEN-2 BIKEN
Evans vy Honda Modi fica
Mundell cion —
nuestra
Casamino acidos 2.0 qr 2.0 gr% 2.0 gri
Extracto de levadura O« b i 1.0 i e b
Cloruro de sodio C. 25 " 0.25 " 0.25
Fosfato dibasico de
gotasio. 0.871 " 1.5 " 1.5 "
5lucosa C. 25 " C.5 " C.5 »
£, K3 x %X XK
Mezcla de sales Q.1 ml% Q.05 mi% C.00 ml¥%
pH B9 7.5 =
¥Kx
Lincomicina —— ?.0 mgih 7.0 wmgk
Agar rioble —— 1.5 gqgr% 0. 75 gri
x Sgl{ato de magnesio 5%, cloruro de manganeso O.54 ¥y cloruro
ferrico 0.5% disueltas en ac. sulfdrico 0.001 N.
£Xx Sulfato de magnesio 5%, cloruro ferrico ©0.54 y cloruro de
cobalto hexahidratado 2.0% disueltas en ac.sulfdrice G.001 N
X% La Lincomicina se adiciond en condiciones aseépticas, una vez

gsterilizado
las cajas de petri.

el medio e inmedaiatamente previe al vaciado en
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El ndmero de colonias en la "mezcla bacterioldézca"
de trabajo fuge de 25 a 30 para obtener resultados
reproducibles. Con menos colomas, los resultados no eran
predecibles. Por otro lado, los resultados positivos para
la deteccidn de enterotoxina se observaron sola en
aquellas muestras cuyo ndmero de E. cola productoras de
enterotoxina TL fue de 5.2 x mB a 5.2 % 109 UFC/gr

heces.

Los resultados se resumen en las Tablas T y &,



TABLA No. S

Varaaples ensayadas Condiciones dptimas

Temperatura de crecimiento de 37°C
la bacteria,

Tiempo de i1ncubacion de la - 10-~12 hs. %
bacteria.

Tiempo de l:iberacion de la ~— 3=-4" hs.
toxina.

Cantidad de antisuero 20 xai

Cantidad de polimixina B /0G0 Jdsdrsco

(23,000 U/ml).

Concentracidn de agar noble .75 %

X En el coprocultivo el tiempo fud aumentado a i18-24 hs.



TABLA NO.

&

—_ e Em e S et meaRloo s

Menor nimero de colonias que la

5
tdcnica detecta.
‘-'/'
Seleccidn de colonias del copro- 30
cultivo.
Numero de microorganismos necesa-— 8 G

rips presentes en materia fe-—

cal para detectarlos.

D2 x 10 — 5.2 x 10,

4o




D1ISCUSI1ION

La obtencidn de la enteratoxina termolabil de E: coli
fué lograda satisfactor:amente por el método elegida, por

lo que el uso de 1a cepa de E. coli H-10407 fue apropiada

para este estudio, vya que se ha descrito en la literatura
que la capacidad de produccidn de la taxina puede ser

tdcilmente perdiada (2,567,

De 1os varios esquemas de ineunizacion eleqiblies, el
sugerido por Salinas Carmona (57) y utilizado en este
trabajo, ofrecia resultados aceptables que permitieron
cbtener un buen titulo de anticuerpos, aunque fud
conveniente sumentar en 2 dosis la inmunizacidn, debido a
qgue el t{tulo de anticuerpos obtenido hacia la 8a. semana
ne fu€ el deseado, lograndose un titulo mayor (1:32) a la
10a. semana, de manera tal que el sangrado final se

realizo hasta la ila. semana.

Como el contenido de proteinas se vid elevado en los
antisueros, se tratd de comprobar si realmente el
incremento se debfa a un aumento en la fraccicn
gammaglobulinica, para 1lo cual se llevd a cabo una
electroforesis, demostrandose que efectivamente el
incremento correspnnd{a exciusivamente a la fraccicn

gammaglobulina. G&e demostro por la técnica de Ouchterlony

41
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(26) que 1la $raccion de inmunoglobulina purificada daba
reaccion de identidad con la toxina de V. gholerae, que

era el resultado esperado.

El antisuero obtenida en este laboratorio, resultd

sar apropiadp para ser utilizado en la tecnica de Biken.

En la realizacion de la tecnica de Biken, 1los
resultados obtenidos corroboraron lo ya reportado, sin
embargo el factor tiempo continud siendo de sSUma

importancia.

€1 bien es cierto que algunos autores como Honda vy
col. (32,34 mencionan que a menor ti&mpo de incubacidn de
las coloniasy, la reaccidn es visible débilmente, se
pudieron observar buenos resultados en este trabajo. Otro
de los elementos que aportd este trabajo, fu€ el que solo
400 U/disco de polimixina B fueron necesarias para la

prueba.

to Qgue marcd un dato significativo fue }a reduccaon
de la concentracidn del agar noble a la witad de 1la
concentracidn original. Esto llevd a cbtener una reaccion
més rébida, quxzé debido a que un medio semisdlido a esa
concentracidn, permite una m@mejor difusidn de 1la
enterotoxina v del antisuero; permitiendo lograr acortar
el tiempo y asi poder cumplir con uno de los objetivos

principales del trabajo.
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La sensibilidad de la techica se pudo observar hien y
pudo ser detectada por inmunodifusidn, aunque la reaccion
antigenc-anticuerpo fue mas debil con un menor numero de
microorganismos, gin embargo pudo ser observada por
personas ho Ffamiliarizadas con técnicas inmunolog:icas.
Cuando se usd un ndmero bajo de colonias de E. goli
productoras de enterotoxina TL se encontro que

efectivamente 1la reaccion de precipltac16h fud claramente

. . L4 .
visible aun por personas ajenas al laboratorio.

Algunos autores repaortan desde S UFC  (42,43), seolo
que con tecnicas mas sensibles tales como cultivos
celulares, sin embargo en el presente trabajo se pudo

.o . /
observar que no eran suficientes, razon por la que el

ndimero fue elevado a 30 UFC.

Es interesante sehalar que se conoce de algunos tcasos
de muestras de materia fecal de personas “normales®, a las
cuales se les ha encontrado la presencia 'de E. coli
productoras de enterotoxina termolabil, sin
sintomatologia, sin embargo, las muestras de materia fecal
que se ensayaron en forma directa y con dilucidn de 1:10,
no presentaraon reaccion alguna detectable por esta

# .
tecnica.

La hipdtesis propuesta inicialmente fud probadas El

antisuero de la toxina de ¥, cholerae pudo utilizarse
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en sustitucion al antisuero contra la enterotoxina
termolabil de Escherichia c¢oli, para su diagnésticn

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 termolabil en heces sea alto
(se conoce que cuando hay colonizacion de E. coli, se
halla el ndmero elevade?. Si1 bien es cierto que existen
utrés pruebas mds sensibles, la implementada en este
trabajo cumple con los objetivos planeadas ya que resultd
ser sencilla, reproducible, ecnndhlca, rébida Yy €con un
grado de sensibilidad necesario para incluirse en el

. I .
laboratorie c€linico en la rutanaAdfgandétxca.

Es recomendable para probar la eficacia de esta
téﬁnica, montar un estudio ep1demxoldbicn preferentemente
en lactantes y nifos de edad preescolar, vya que son los

,
mas afectadas con estas gé?menes.



RESUMEN

Para la obtencidn de la enterotoxina termolibil 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 portaohjetos.

El antisuero se ustuvo por inmunizaciones en conejos
con toxina pura de Y. cholerae (Sigma Chemical, Co.),
obteniéndose los anticuerpos para montar la tecnica de
Biken.

La tecnica se estandarizd; variando diferentes
paréhetros: temperatura y tiempo de: a) incubacion de la
colonia y b) liberacidn de I« toxinaj volumen del
antisuero, concentracidn de la polimixina B, etc. Se
determind el menor ndmero de UFC que la tecnica detecta y
el ndmerc de UFC a seleccionar en un coprocultivo. Se
contamind artificialmente materia fecal de personas sanas
con la cepa H-10407 de E. coli a diferentes
concentraciones, demaostrando la presencia de la
enterotoxina termoldbil (TL) de E. coli.

La prueba de Biken modificada en este trabajo,
resultd ser un ensayo simple, economico y repreducible,
€on las condiciones operativas de nuestiro medio
:ientifico-técnico, considerandola como efectiva y de gran
sensibilidad diagndstica, al! lograr realizarse en el
tiempo minimo necesario para cualquier estudio

- L - "
bacteriologico rutinario en heces.
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