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1. -  INTRODUCCION



1.1.- PROBLEMA DE LAS DIARREAS INFECCIOSAS AGUDAS

INFANTILES Y SU ETIOLOGIA

/

1.1.1.- Concepto de diarrea. Diarrea infecciosa

Aunque no exista una definición universalmen­
te aceptada de diarrea aguda (MATA et al^.1984), y sea 
difícilM'.llegar a ella, como señala HENDRICKSE en una 
discusión planteada acerca de estos problemas (HARRIES, 
1976), con el término DIARREA, hacemos referencia a 
los trastornos del aparato gastro-intestinal, que por 
afectación de la motilidad, absorción o/y secreción, 
provocan evacuación de heces de consistencia menor o/y 
frecuencia mayor de lo normal (CONNOR y BARRET-CONNOR, 
1967). En términos pragmáticos podría definirse como 
una malabsorción hidroelectrolítica (LOW-BEER y READ, 
1972), consecutiva a la rotura del ciclo enterosistémico 
del agua (DESJEUX et al.1979).

Cuando se supone o comprueba que el factor 
desencadenante es la infección del intestino, se denomina 
diarrea infecciosa (CONNOR y BARRET-CONNOR,1967; SILVER- 
MAN y ROY,1983).

A pesar del reconocimiento precoz de la shige- 
llosis, salmonellosis, giardiasis o amebiasis, como 
entidades clínicas distintas, ha sido difícil aceptar 
que los restantes procesos diarreicos pudieran ser de 
naturaleza infecciosa. A ello contribuye la dificultad
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para adscribir, en una gran parte de casos, a un determi­
nado patógeno como agente causal, siendo frecuente encon­
trar más de un microorganismo (ELLIS et al.1984), o
aislar otros, no catalogados como agentes etiológicos
reconocidos (MATA et al.1984).

Sin embargo, los epidemiologistas, pediatras
y microbiólogos han defendido siempre el origen infeccio­
so (bacteriano y viral), de la mayor parte de las dia­
rreas de la infancia, apoyándose en las siguientes obser­
vaciones:

- La diarrea es prevalente en los lugares
donde las condiciones sanitarias, e higiene personal
son deficientes (SOUTH,1971; ROHDE y N0RTHRUP,1976;
MATA,1983a).

- Las personas de mayor edad se ven afectadas
con menor intensidad y frecuencia que los lactantes
y niños pequeños, lo que sugiere la adquisición de inmu­
nidad y resistencia por parte del huésped (MATA et al.
1983).

- La diarrea aguda se comporta en la comunidad 
de forma análoga a otras enfermedades infecciosas (MATA 
et al.1983).
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1.1.2.- Epidemiología

1.1.2.1.- Incidencia: morbilidad y mortalidad

La diarrea aguda es la causa más frecuente 
de trastorno hidroelectrolítico durante el periodo de 
lactancia y niñez (HARRIS,1972). En los países en vía 
de desarrollo, constituyen un problema endémico que 
se ve agravado por brotes epidémicos estacionales, sien­
do en estos países, junto a la malnutrición, la mayor 
responsable de sus elevadas tasas de mortalidad infantil 
(HARRIS,1972; RODHE y N0RTHRUP,1976). Sin embargo, la 
magnitud del problema varía ampliamente, descendiendo 
a medida que mejoran los factores socioeconómicos que 
favorecen su presentación, y que se conocen y previenen 
los trastornos hidroelectrolíticos que provocan. Buen 
ejemplo de ello es la equiparación existente hoy, entre 
las tasas de morbilidad y de mortalidad por diarrea 
en los países con bajo nivel de desarrollo, respecto 
a las de la ciudad de New York a comienzos de siglo, 
cuando las condiciones de esta ciudad eran tan deficien­
tes, como la que presentan actualmente la mayor parte 
de las naciones del tercer mundo (CONNOR y BARRET-CONNOR 
1967; GORDON,1971; MATA,1983a).

Para hacernos una idea de la tracendencia 
de estos hechos, ROHDE y NORTHRUP (1976), estimaron 
que en el año 1975, se produjeron 500 millones de episo­
dios diarreicos en niños menores de 5 años de edad, 
en Asia, Africa y Latino-América, de los cuales fueron 
mortales 1 al 4%, lo que da la cifra de 5 a 18 millones 
de niños fallecidos por esta causa.
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Por otra parte, la relación de estos aconteci­
mientos no ha de llevarnos a considerar a la enfermedad 
diarreica como una patología restringida a países po­
bres, siendo importante recordar que la diarrea ocupa 
el sexto lugar entre las diez primeras causas de muerte, 
en las edades comprendidas entre 1 y 4 años, en 21 esta­
dos de E.E.U.U. y en 27 países de Europa (WH0,1974; 
RODHE y NORTHRUP, 1976), y que es la responsable del 
3 al 5% de las admisiones hospitalarias pediátricas en 
los países industrializados (SILVERMAN y ROY,1983). 
En cuanto a su morbilidad, cabría tener presente:

- La importancia mundial de la diarrea viral 
en los últimos años, afectando por igual a países tan 
lejanos entre sí como E.E.U.U., Reino Unido, Australia 
o Japón (STEINH0FF,1980; WHO Scientific working group, 
1980b; DUP0NT,1984).

- La extensión de la séptima pandemia de cóle­
ra a Africa, Europa e incluso Nueva Zelanda, durante 
los años 1971-1972 (G00DGAME y GREEN0UGH,1975), que 
puso en evidencia la limitada protección geográfica 
de esta "enfermedad tropical” .

- La presentación epidémica de nuevas formas 
malignas de disentería bacilar, o

- Los graves brotes epidémicos en institucio­
nes (guarderías o salas de hospitalización pediátricas) 
(RYDER et al.1976b; KUDOH et al.1977; GROSS y ROWE,
1984), o en lugares comunes de encuentro (ROSENBERG 
et al.1977), que siguen siendo un peligroso problema 
en los países industrializados, a pesar de su alto nivel 
socio-económico.

1.1.2.1.1.- Edad y formas de presentación

Si analizamos la edad de mayor inciden­
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cia, asi como la forma de manifestarse la enfermedad, 
existen también diferencias entre los países con alto 
o bajo nivel socio-económico. En los primeros, y quizás 
también en las areas urbanas de los países subdesarrolla- 
dos, suelen afectarse con mayor frecuencia, los niños 
menores de 6 meses, e incluso los menores de 3 meses 
(HARRIES,1976), y aunque la morbilidad es muy alta toda­
vía, la enfermedad suele ser moderada o leve (SILVERMAN 
y ROY,1983), no precisando generalmente asistencia hospi­
talaria (BELLANTI,1983a). Las complicaciones más impor­
tantes suelen ser la deshidratación hipernatrémica, a 
causa probablemente de la relativa inmadurez funcional 
de los riñones a esta edad, o al tipo de alimentación 
que reciben, (artificial/hiperconcentrada)(HARRIES,1976).

En los países subdesarrollados, y en áreas 
rurales o/y pobres, la mayor parte de los casos de dia­
rrea ocurren en niños de más de 6 meses de edad, produ­
ciéndose el pico máximo al cesar la lactancia materna, 
a lo largo del segundo año de vida. Los procesos suelen 
ser graves, precisando hospitalización, y el 90-95% 
de los niños que presentan deshidratación sufren un 
proceso hipo o isonatrémico,(HARRIES,1976), La explica­
ción podría estar, en las altas dosis infectivas a que 
están expuestos los niños en esos ambientes con escasa 
higiene y saneamiento (MATA et al.1984), que ejercen 
su máxima influencia en el momento del destete, cuando 
además de ser privados de la protección pasiva inmunita- 
ria que ella comporta,(MILLER y H0RZEL,1974; HANSON 
et al.1975; CLEARY et al.1983; L0DIN0VA-ZADNIK0VA y 
TLASKAL0VA-H0GEN0VA,1983), pasan a depender de alimentos 
y agua probablemente contaminados (BLACK et al.1983a).
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1.1.2.1.2.- Relación entre diarréa, malnutrición 
y agentes causales

Se ha demostrado una íntima correlación 
entre malnutrición e infección (K0STER,1983), lo que 
explica la mayor susceptibilidad de los malnutridos 
a las infecciones intestinales (BLACK et al.1983b).

En el niño malnutrido, aumenta la intensidad, 
frecuencia y dnraxión de la diarrea (HARRIES,1976; 
RODHE y NORTHRUP,1976; B0LLAG,1980 y MATA,1983), y a 
su vez, ésta desencadena una forma aguda e inmediata 
de malnutrición: La pérdida de líquidos y electrolitos 
(F.E.M.= fluid electrolyte malnutrition), y otra forma 
más insidiosa: La malnutrición calorico-protéica
(P.E.M.= protein energy malnutrition), que se ve favore­
cida por la disminución del consumo de alimentos, que 
llega a ser del 20 al 50%, durante periodos más o menos 
prolongados; por la malabsorción de nutrientes a conse­
cuencia del efecto lesivo de los microorganismos sobre 
la mucosa intestinal (BLACK,1983b; MATA,1983b), o por 
las alteraciones metabólicas que conlleva (KLISH,1983).

Además, dependiendo del agente causal, las 
consecuencias son distintas. Los niños con enfermedad 
diarreica selectiva, relativamente benigna producida 
por Escherichia coli enterotoxigénico (ECET) o por rota- 
virus, no recuperan la pérdida de peso ocasionada por 
la diarrea hasta 2 semanas después de la enfermedad, 
habiéndose demostrado, en una comunidad de Bangladesh, 
que ECET es el único patógeno que demostró tener un 
efecto negativo significativo sobre el control de peso 
bimensual de estos niños (BLACK et al.1983b y 1984). 
La diarrea por Shigella, afectó sin embargo el crecimien­



to longitudinal anual, (BELLANTI,1983b). En ambas etio­
logías, un gran número de episodios duraron más de 
10 o incluso 20 días.

Por todo ello, el conocimiento de la causa 
de la diarrea es crucial desde el punto de vista clínico 
y epidemiológico (RODHE y NORTHRUP,1976; PANIKER et 
al. 1982). El control de la diarrea debida a E. coli 
o Shigella. por ejemplo, disminuiría la morbilidad un 
40%, mejoraría el crecimiento dél niño, y reduciría 
la malnutrición (BLACK et al.1983b).
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1.1.3.- Etiología

1.1.3.1.- Avances en la investigación de "nuevos" 
patógenos

Hasta hace unos 10 años, a pesar del conti­
nuo interés en el conocimiento de los agentes etiológi- 
cos en esta patología infantil, sólo podían demostrarse 
agentes específicos en 10 al 25% de las diarreas investi­
gadas (IRONSIDE et al.1970; RODHE y NORTHRUP,1976; SACK,
1983).

Desde entonces, esta situación ha cambiado. 
La década de los setenta ha supuesto un gran avance 
en este campo, pues no sólo han sido descritos nuevos 
organismos, sino que se han aclarado diversos mecanismos 
patogénicos, incluyendo la liberación de toxinas. Se 
ha descubierto el papel de los rotavirus,, (STEINNOFF, 
1980; WHO Scientific woorking group,1980b; BLACXL0W 
y CUK0R,1981; FLEWETT,1984)I| y adenovirus (KIDD et al. 
1981; Y0LKEN,1983), y se han redescubierto otros micro­
organismos como las enterobacterias toxigénicas, Campylo- 
bacter (SKIRR0W,1977; BUTZLER y SKIRR0W,1979; KARMALI 
y FLEMING,1979; HEBERT et al.1982; Editorial Lancet, 
1983a), Aeromonas (GRACEY et al.1982), y Criptosporidium 
(NAVIN y JURANEK,1984), de tal forma que actualmente 
podrían diagnosticarse etiológicamente el 80% de los 
pacientes diarreicos (SACK,1983; ELLIS et al.1984), 
aunque todavía esto, sólo puede ser así en los labora­
torios altamente tecnificados.

Recientemente han podido observarse al micros­
copio electrónico (M.E.) partículas semejantes a las
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de rotavirus, indistinguibles de ellos, procedentes 
de diarreas humanas. Son virus que no pueden ser detec­
tados por E.L.I.S.A., y que han sido designados como 
pararotavirus (RODGER et al. 1982; TAO et al. 1984; 
EIDEN et al. 1985). Lo mismo ha ocurrido, con partículas 
semejantes morfológicamente al virus BREDA de los terne­
ros, que han sido publicados, hace aproximadamente un 
año, como un posible nuevo género viral (BEARDS et al. 
1984), que junto a los calicivirus-like y otras partícu­
las, abren nuevas posibilidades de definición a algunas 
diarreas inespecíficas (MATA et al. 1984).

Del mismo modo, ha sido identificado un plás- 
rnido de alto peso molecular, relacionado con la invasi- 
vidad de E. coli y Shigella, que a su vez era trasporta­
do por cepas de Klebsiella aislados en niños de ,falto 
riesgo", hospitalizados en Costa Rica con graves infec­
ciones (MATA et al. 1984).

Una nueva prueba del cambio en la valoración 
epidemiológica, la encontramos en la investigación de 
agentes implicados en la contaminación alimentaria. 
Son microorganismos que proliferan muy bien en los ali­
mentos destinados a los lactantes recién destetados, 
y que constituyen una peligrosa fuente potencial de 
diarrea, a la que apenas se había prestado atención 
(MATA, 1983a). Ello ha permitido encontrar gran número 
de bacterias originadas en los propios alimentos (Baci- 
llus cereus, Clostridium perfigens)(SCHNEIDER, 1984),
o procedentes del hombre, a través de la contaminación 
directa o indirecta (E. coli, Staphylococcus aureus) 
(BRADLEY et al. 1977; BLACK et al. 1983a).

También parecen haber recobrado interés, 
los estudios sobre la patogenia de Clostridium difficile
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en el niño, y su mecanismo toxigénico (STARK y LEE,1982; 
WELCH y MARKS,1982), dada la polémica creada entre su 
posible inocuidad, ante el hallazgo habitual en las 
heces, en los niños menores de 1 año de edad, sin rela­
ción con enfermedad (STARK y LEE,1982), y su relación 
con cuadros graves de enterocolitis necrosantes o coli­
tis pseudomembranosas inducidas por antibióticos (WELCH 
y MARKS,1982).

Lo mismo ha ocurrido con los parásitos, que 
no habían sido considerados como una causa importante 
de diarrea, al existir varios estudios sobre casos gra­
ves hospitalizados con resultados repetidamente negati­
vos, y que vuelven a reconsiderarse en la actualidad. 
(W.H.O. Scientific group,1980a). Hoy, habra que añadir 
a la lista de parásitos clásicos, Criptosporidium (NAVIN 
y DURANEK,1984), y Plasmodium falciparum (MATA et al. 
1984).

1.1.3.2.- Agentes etiológicos actuales

Recogiendo los resultados de todas las 
investigaciones enumeradas, los agentes etiológicos 
de la diarrea aguda infecciosa son los siguientes (MATA, 
1983a y MATA et al.1984):

VIRUS: Rotavirus, para-rotavirus
Adenovirus no cultivables 
Adenovirus cultivables
Agentes SRV (Small round virus)(Nófwalk,HáWai, 
Móñtgóraéry)
Enterovirus (E.C.H.O., Cb'xsac'kté)
Coronavirus (?)
Astrovirus, Calicivirus (?)
Virus Breda (?)
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BACTERIAS:Escherichia coli enterotoxigénico (ST y LT) 
Escherichia coli enteropatogénico 
Escherichia coli enteroinvasivo 
Otra bacteria portadora del plásmido 140-MD (?) 
Shigella sp 
Salmonella sp 
Vibrio cholerae 
Vibrio parahaemolyticus 
Campylobacter fetus jejuni 
Aeromonas hydrophila 
Edwarsiella tarda 
Yersinia enterocolitica 
Arizona, Plesiomonas 
Clostridium perfrigens 
Clostridium difficile 
Staphylococcus aureus 
Bacillus cereus

PARASITOS;Giardia lamblia
Entamoeba histolytica 
Dientamoeba fragilis 
Balantidium coli 
Cryptosporidium muri 
Isospora belli 
Plasmodium falciparum

PROTOZOOS:Trichuris trichiura
Strongyloides Stercolaris. Í3. fulleborni 
Trichinella spiralis
Necator americanus. Ancylostoma duodenale 
Capillaria phillippinensis 
Schitosoma mansoni. . japonicum.

S . intercalatum

- 12 -



1*1.3.3,— Tasas de prevalencia

Las tasas de prevalencia de cada uno de 
estos agentes varían dependiendo del tipo de población 
estudiada (edad, condiciones socio-económicas, sanita­
rias, etc.)(RUIZ-PALACIOS,1983). En la TABLA 1, RUIZ- 
PALACIOS (1983) récopila distintos datos etiológicos, 
obtenidos de diarreas comunitarias en niños menores de 
2 años de edad, tanto en países en vías de desarrollo 
como desarrollados. En ella podemos ver, que la frecuen­
cia de los distintos microorganismos es similar, cuando 
se comparan poblaciones con semejantes condiciones sani­
tarias, independientemente de su localización geográfica.

Escherichia coli enterotoxigénico, rotavirus 
y Campylobacter representan más de la mitad de las cau­
sas de diarrea en los países subdesarrollados, mientras 
que rotavirus, Shigella y Salmonella, son los que predo­
minan en los países industrializados.

A diferencia de lo que sucede en la comunidad, 
30 al 70% de los niños con diarrea admitidos en el hospi­
tal, independientemente del país donde se ubiquen, son 
infectados por rotavirus (KAPIKIAN et al.1979; BLACK- 
LOW y CUKOR,1981; VESIKARI et al.1981; BRYDEN et al. 
1982; PANIKER et al.1982; SIERRA et al.1982; CHAMPSAUR 
et al..1984; ELLIS et al.1984).

En conjunto, podemos considerar a los rotavi­
rus como los patógenos más frecuentes en la diarrea 
infantil, tanto en situaciones endémicas como epidémicas 
(W.H.O. Scientific working group,1980b; DUP0NT,1984;
FLEWETT,1984).

Entre las diarreas parasitarias, Giardia lam- 
blia es la causa más extendida (WOLFE,1979), habiendo
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TABLA 1

AGENTES E T I O L Ó G I C O S  DE LA D I A R R E A  AGUDA EN N I Ñ O S  MENORES DE 2 AÑOS 

(frecuencia en porcentaje)(RUIZ-PALACI0S,1983)

PAISES EN VIAS DE DESARROLLO PAISES DESARROLLADOS

BANGLADESH BRASIL MEJICO CANADA E.E.U.U.

Escherichia coli 20 22 21 1 4
Rotavirus 11 19 18 11 10
Campylobacter sp N.I. 11 15 N.I. N.I.
Shigella sp 15 8 5 11 25
Salmonella sp N.E. - 1 1.4 2
Giardia lamblia N.E. 6.7 2 N.I. 4
Yersinia enterocolitica N.E. - 2 N.I. N.I.
Entamoeba histolytica N.E. 2 2 N.I. -

Aeromonas sp N.E. 1 1 N.I. N.I.
BLACK et al. GUERRANT RUIZ- GURWITH y PICKERING

1981 1977 PALACIOS WILLIAMS et al. 1978
1983 1977

N.I.: no investigado N.E.: no especificado



sido incriminada recientemente como causa común de 
infecciones nosocomiales en países desarrollados (WOLFE, 
1979; THOREN,1983b; TURNER,1983).

En cuanto a los agentes bacterianos, Campylo- 
bacter fetus está siendo reconocido como uno de los
enteropatógenos más importantes, relacionándolo con 
el 2 a 8% de los episodios agudos de diarrea (WHO Scien- 
tific working group,1980c; RUIZ-PALACI0S,1983), Salmo- 
nella prevalece como primera en frecuencia en los países 
con buen desarrollo socio-económico (KANT0R,1981), lo
que puede obedecer a la utilización más frecuente en
ellos de alimentos preparados comercialmente, con mayo­
res posibilidades de contaminación por manipulación
(W.H.O. Scientific working group,1980c), aunque también 
se manifiesta en forma de brotes nosocomiales, dificiles 
de controlar, en maternidades o unidades pediátricas 
(W.H.O. Scientific working group,1980c; ROWE y GROSS, 
1984).

Shigella sp. predomina en cambio, en países 
con malas condiciones higiénico-sanitarias, observándose 
que cuando estas condiciones mejoran, aumentan los casos 
de Shigella sonnei y disminuyen los de Shigella flex- 
nerii (W.H.O. Scientific working group,1980c; ROWE y 
GROSS,1984).

Respecto a Escherichia coli, actualmente se 
sabe que es uno de los microorganismos que con mayor 
frecuencia causan diarrea infantil (GUERRANT et al.1975; 
RUDOY y NELS0N.1975; SACK,1975; DONTA et al.1977; EVANS 
et al.1977b; GANGAROSA y MERS0N,1977; GURWITH et al. 
1978; KLIPSTEIN et al.1978; MAKI et al.1980; W.H.O. 
Scientific working group,1980a; ALB0UY £t al.1981; LEK- 
S0MB00N et al.1981; R0THBAUM et al.1981; EDELMAN y LEVI-
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NE,1983; TOLEDO et al.1983; GROSS y ROWE,1984), produ­
ciendo también en el adulto, dos formas de diarrea bien 
diferenciadas, la colérica (GORBACH et al.1971; SACK 
et al.1971; FINKELSTEIN et al.1976),, y la del viajero 
(ROWE et al.1970 y 1983; SHORE et al.1974; GORBACH et 
al. 1975; W.H.O. ScientifidTtariiî  ECHEVARRIA ejt
al.1981; GORBACH y H0SKINS,1981; C00K,1983). La diarrea 
colérica se localiza en áreas geográficas donde el cóle­
ra es endémico, mientras que la del viajero, la sufren 
los habitantes de países desarrollados durante sus prime­
ros días de estancia en zonas tropicales y países subde- 
sarrollados, siendo E. coli responsable del 20 al 30% 
de los casos (GORBACH y H0SKINS,1981; ROWE et al.1983).
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1.1.4.- Mecanismos patogénicos

Todos estos microorganismos pueden ser clasi­
ficados a su vez, de acuerdo a su mecanismo de acción 
(TABLA 2)(SACK,1983; SILVERMAN y ROY,1983);

a) Toxigénico, basado en la liberación de enterotoxinas 
en la luz del intestino delgado, sin lesión del epitelio 
intestinal (BANWELL y SHERR,1973).

b) Invasivo, basado en la penetración del microorganismo 
a través de la mucosa, lesionando la misma y multiplicán­
dose en el interior de los enterocitos, dando lugar 
a una enteritis inflamatoria aguda (LABREC et al.1964; 
GIANELLA et al.1973; ROUTH et al.1974).

La forma de actuar de cada uno de ellos, así 
como los signos o síntomas que los caracterizan» quedan 
compendiadbs en la TABLA 3 (SILVERMAN y ROY,1983;GRACEY, 
1984).

1.1.4.1.- Mecanismo toxigénico

Las bacterias toxigénicas necesitan ser 
ingeridas por boca en gran número para producir enferme­
dad (10^ ^  organismos)(KEUSCH,1980). Deben vencer la 
barrera ácida del estómago y adherirse a la mucosa del 
intestino delgado, por medio de fimbrias (CANDY,1980).
Allí se multiplican, alcanzando altas concentraciones 

6“8(10 organismos/gramo de tejido),, y liberan entero- 
toxinas (BANWELL y SHERR,1973), que se fijan sobre recep­
tores específicos a las células intestinales. Tanto 
la fijación, como las reacciones bioquímicas que desenca­
denan, han sido bien estudiadas en la enterotoxina co-

i
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TABLA 2

M i c r o o r g a n i s m o s  E n t e r o p a t ó g e n o s . Me c a n i s m o s  P a t o g é n i c o s

(SACK,1983, modificado)

ENTEROTOXIGENICOS INVASORES MECANISMOS DESCONOCIDOS

VIBRIO CHOLERAE 01

VIBRIO CHOLERAE 
no 01 (NAG) 
ESCHERICHIA COLI

CLOSTRIDIUM PERFRIGENS A

BACILLUS CEREUS

STAPHYLOCOCCUS AUREUS 

CLOSTRIDIUM DIFFICILE

SHIGELLA sp 

SALMONELLA sp

ESCHERICHIA COLI 

STAPHYLOCOCCUS AUREUS 

YERSINIA ENTEROCOLITICA 

CAMPYLOBACTER FOETUS JEJUNI 

ENTAMOEBA HISTOLYTICA 

CLOSTRIDIUM PERFRIGENS C

VIBRIO PARAHEMOLYTICUS

AEROMONA HYDROPHILA

GIARDIA LAMBLIA

CRYPTOSPORIDIUM MURIS

VIRUS



TABLA 3

Pato gé n e s i s y S ignos clí NICOS ASOCIADOS CON DIARREA INFECCIOSA

QRGANISMDS LOCALIZACION PRINCIPAL EttCiU SOBRE 
MUCOSA INTESTINAL

PATOGENESIS S. CLINICO

Vibrio cholerae 
E. coli (EEET)
Clostridium perfrigens A y D 
Shigella dysenteriae I

Intestino delgado Adherencia
Secreción de líquidos y 
electrolitos por acción 
de enterotoxinas sobre 
nucleótidos cíclicos

Diarrea
secretora

Shigella sp 
E. coli (RIEL)
Yersinia enterocolítica

Campylobácter ieiuni

Principalmente colon 
Colon
Intestino delgado y 
grueso
Principalmente Intes­
tino delgado

Penetración y proli­
feración en los en- 
terocitos

Inflamación y destruc­
ción de la mucosa

Fiebre. Diarrea 
con sangre y moco

Virus Intestino delgado Daño al microvi 11 i 
A veces invasión y 
citotoxicidad

Destrucción enterocitos 
que son sustituidos por 
enteroblastos

Fiebre. Diarrea 
raramente coi 
sangre

Salmonella sp Intestino delgado y 
grueso

Penetración en sub- 
mucosa

Infiltración inflamato­
ria de la lámina propia

Frecuentemente 
diarrea secretora 
Menos frecuente, 
colitis.

Escherichia coli (ECEP) Intestino delgado y 
grueso

Adherencia ?
No destruye la mucosa 
No producción toxinas

Diarrea profusa 
sin sangre, ni 
moco.

SILVERMAN y ROY (1983); GRACEY (1984)



lérica (representativa de este grupo),(MEEROF,1978; 
KEUSCH,1981a), toxina termolábil, similar a la de E. 
coli (DALLAS y FALK0VJ,1979), cuyo mecanismo de acción 
y características serán descritas detalladamente en 
un apartado posterior.

Esta enterotoxina va a provocar una activación 
de la secreción del enteroblasto y una disminución de 
la permeabilidad pasiva del enterocito* (DESJEUX et al. 
1979)» lo que dará lugar al acumulo de grandes cantidades 
de líquido rico en electrolitos, en la luz del intesti­
no, que si excediera la capacidad absortiva del resto 
del tracto intestinal produciría la diarrea acuosa 
(FIELD,1974; KEUSCH,1981a; SILVERMAN y ROY,1983).

Este efecto final sobre la célula intestinal, 
es producida también por la enterotoxina termoestable 
de E. coli, aunque por vías distintas (SACK et al.1975b; 
KEUSCH,1981b), como se explicará ampliamente después.

1.1.4.2.- Mecanismo invasivo

El mecanismo de acción de los microorganis­
mos invasivos es menos conocido que el anterior (GIANE- 
LLA et al. 1973; DESJEUX et al. 1979) puesto que los pató­
genos representativos de este grupo parecen ser responsa­
bles al mismo tiempo de la producción de una diarrea 
secretora, y de un síndrome disenteriforme (DESJEUX 
et al.1979), en respuesta a una lesión directa de la 
mucosa intestinal (generalmente colon)(HORNICK,1981b), 
y a un defecto de reabsorción de agua y sodio, a conse­
cuencia de una fenómeno activo, estimulado por la adenil- 
ciclasa (DESJEUX et al.1979).

Estos microorganismos (cuyos elementos repre- 
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sentativos serían Salmonella o Shigella), son también 
ingeridos por boca, requiriendo generalmente un inoculo 
menor que los enterotoxigénicos. Tras vencer el medio 
ácido del estómago y atravesar el intestino delgado, 
colonizan en el ileo terminal o en el intestino grueso, 
invadiendo allí la mucosa (ROUTH et al.1974; HORNICK, 
1981a). Se desconoce qué factores facilitan esta penetra­
ción (GIANELLA et al.1973; DESJEUX et al.1979), aunque 
en algunos organismos, como Yersinia (Editorial lancet,
1984), la capacidad invasiva se asocia a la presencia 
de plásmidos.

Tras la invasión, se desencadena una intensa 
reacción inflamatoria (GIANELLA et al.1973; ROUTH et 
al. 1974), que provoca la eliminación de pus, y a veces 
de sangre, en las heces diarreicas, características típi­
cas del síndrome disenteriforme (HORNICK,1981b). Algunos 
organismos (sobre todo Salmonella) pueden pasar ocasio­
nalmente al torrente circularorio y causar bacteriemia 
(HORNICK,1981a), sobre todo en lactantes, a causa de 
su menor competencia inmunológica, siendo en estos ca­
sos asintomática, precoz y transitoria (KEUSCH,1980).

Sin embargo, el mecanismo descrito, no es 
suficiente para explicar la diarrea acuosa que se presen­
ta como otra forma de manifestación de la enfermedad 
(GIANELLA ejt al.1973; KEUSCH,1980), la cual podría estar 
producida por:

- liberación de prostaglandinas desde el foco 
inflamatorio (ROUTH et al.1974; HORNICK,1981a), que 
estimularían indirectamente el sistema AMPc-adenilcicla- 
sa, permitiendo la secreción activa de líquidos y elec­
trolitos (HORNICK,1981b).

- o por liberación de enterotoxinas desenca-
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denando una acción similar a la descrita anteriormente 
(KEUSCH et al.1972; ROUTH et al.1974; CHARNEY et al. 
1976; HORNICK,1981a y KANT0R.1981).

La liberación de enterotoxinas ha podido ser 
demostrada en gran parte de las bacterias consideradas 
invasivas. Salmonella enteriditis (W.H.O. Scientific 
working group,1980c), Shigella dysenteriae tipo I 
(KEUSCH et al.1972; CHARNEY et al.1976) y Campylobacter 
(RUIZ PALACIOS,1983; RUIZ PALACIOS et al.1983), producen 
una enterotoxina termolábil, similar a la de _V. cholerae 
que estimula la adenil-ciclasa intestinal, aunque su 
papel en la enfermedad diarreica final es aún desconoci­
do,(GIANELLA et al.1973; SACK,1983).

La toxina de S. dysenteriae es también neuro- 
tóxica para el ratón (KANT0R,1981; HORNICK,1981b) y 
citotóxica para las células HeLa en cultivo tisular 
(KEUSCH et al.1972). Campylobacter libera además otra 
toxina con efecto citolítico sobre las células VERO y s£ 
bre las células de ovario de hámster chino (Chinesse 
hámster ovary = C.H.0.)(RUIZ PALACIOS, 1983).

Yersinia enterocolítica en cambio, cuando 
crece a baja temperatura libera una enterotoxina termo- 
estable semejante, si no idéntica, a la de E. coli 
(W.H.O.,1980c; 0KAM0T0 et al.1981), aunque su acción 
sobre las asas intestinales del ratón lactante se detec­
ta más precozmente que la ejercida por la enterotoxina 
de E. coli (NUNES y RICCIDIARDI,1981).

Escherichia coli, como queda reflejado en 
la TABLA 2, puede ser clasificado en tres grandes gru­
pos: enteropatógenos clásicos (E.C.E.P.), enterotoxigéni- 
cos (E.C.E.T.) y enteroinvasivos (E.C.E.I.). Los 3
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poseen características propias que los diferencian entre 
sí, tanto respecto a sus antígenos superficiales, como 
a sus mecanismos de acción y al tipo de proceso diarreico 
que desencadenan (DUPONT et al.1971; GORBACH et al.1971; 
SOUTH,1971; EVANS et al.1975; ECHEVARRIA et al.1976; 
ORSKOV et al.1976; GURWITH et al.1977; ORSKOV y ORSKOV, 
1977a; LEVINE et al.1978; MERSON et al.1979; MOON et 
al.1979; BETTELHEIM et al.1980; CARPENTER,1980; SILVA 
et jal.1980; KEUSCH,1981b,c; THOREN,1983a).

En las últimas décadas, los estudios sobre 
los mecanismos patogénicos de E. coli han acaparado 
una parte importante de las publicaciones especializadas, 
y los avances en la investigación de esta bacteria, 
la han convertido en el prototipo ideal para profundizar 
en los aspectos genéticos, bioquímicos o inmunológicos 
implicados en la patogénesis humana.
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1.2.- DESCUBRIMIENTO DE ESCHERICHIA COLI Y ASOCIACION

CON DIARREA AGUDA

Aunque Escherichia coli fue aislado por primera 
vez en 1885 (ESCHERICH,1885), de heces de niños con ente­
ritis, se pudo demostrar pronto que este organismo 
se encontraba también presente en las heces de niños 
sanos, por lo que fue considerado un huésped normal 
del intestino del hombre y de los mamíferos, y aceptado 
solamente como patógeno cuando se aislaba fuera del 
tracto gastro-intestinal. En este sentido, FISCHL (1909)» 
aceptaba como únicos organismos causantes de infecciones 
intestinales a Mlas bacterias que no existen, o existen 
tan sólo en número escaso en el contenido intestinal” .

Por estas fechas, y citados por este mismo 
autor, THIERCELIN, N0BEC0URT, ESCHERICH y sus discípulos, 
FINKELSTEIN, PETRUSCHKY y KRIEBEL, consignan la frecuen­
cia con que se encuentran cocos en cadena en las heces 
de los niños lactados artificialmente, y de los enfermos 
del aparto digestivo, así como la presencia de ellos 
en la leche de vaca mal conservada. Entre estos agentes, 
”Bacterium coli”  ̂ se coloca en primer término entre 
los microorganismos probablemente causantes de las enfer­
medades gastro-intestinales, comprobándose que esta 
bacteria ubicuitaria prolifera fácilmente por encima 
de otras especies consideradas,más importantes etiológica- 
mente, y alegando como pruebas de su patogenicidad» su 
virulencia en los animales, aglutinaciones, etc., pruebas 
que según FISCHL (1909) no resisten una crítica severa.
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En 1897, LESAGE encuentra que el suero de 
niños con enteritis, aglutinaba a los aislamientos de 
E. coli obtenidos de otros niños afectos en la misma 
epidemia, pero no a los aislamientos de niños sanos.

ADAM, en 1923 primero,; y en 1927 después, propo­
ne clasificar los coliformes obtenidos a partir de dis­
tintos focos diarreicos, según sus propiedades fermenta­
tivas frente a los azúcares (LAFOURCADE y GQRIN,1961). 
Señala que existe una estrecha relación entre la aparición 
de diarrea y la presencia en estas heces., de una varie­
dad especial de colibacilos, que propone llamar por 
esta razón "dispepsia coli”» (LAFOURCADE y G0RIN,1961; 
BRAUN,1967; NETER,1976).

GODSCmiDr (1933), confirma los hallazgos de ADAM, estu­
diando epidemias de enteritis infantil en distintas instituciones 
por un método de aglutinación sobre portaobjetos, anticipándose a los 
métodos de serotipificación usados ahora rutinariamente en clínica, 
pese a lo cual, la implicación de E. coli en la diarrea no puede ser 
demostrada hasta 1945, cuando BRAY aisla en 42 de los 44 recien nacidos 
con diarrea, ingresados en un hospital londinense, cepas de E. coli 
con idénticas características bioquímicas y antigénicas, denominándolo 
Bacterium coli napolitanum (BRAY,1945).

Posteriormente, son varios los investigadores 
que corroboran esta relación:

GILES et_ 81^.(1949), identifican dos nuevas 
cepas de E. coli como responsables de brotes graves 
de diarrea en recién nacidos, a los que denominan Aber- 
deen oL y Aberdeenft , por haber sido aisladas en esta ciu­
dad.

TAYLOR el: al.(1949), estudian en Londres varios 
focos epidémicos en guarderías, identificando como cau-
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sante de 4 de ellos a la cepa D-433.

La clasificación serológica de E. coli, desa­
rrollada por KAUFFMANN en 1947, basada en el reconoci­
miento de los distintos antígenos superficiales 0 (somá­
ticos), K (capsulares) y H (flagelares), resultó muy
útil para diferenciar las cepas virulentas de las ino­
cuas, y para valorar el papel que juega esta bacteria 
en la diarrea infantil. El antígeno 0 caracteriza el 
grupo serológico, y es un polisacárido resistente al 
calor (estable a 121°C durante 21 horas), que forma 
parte del lipopolisacárido existente en la membrana
externa de las bacterias gram negativas. El término 
"Antígeno K", englobaba a los polisacáridos termolábiles 
que envuelven externamente a la pared celular, enmasca­
rando al antígeno 0. Hoy día se sabe, que de los 103 
antígenos K reconocidos, tan sólo 80 son polisacáridos. 
Los antigenos flagelares H son de naturaleza proteica 
y más lábiles al calor que los K.

Hasta el momento, se han homologado 171 antíge- 
nos 0, 103 antí genos K, y 56 antí genos H (ORSKOV et_ 
al. 1977b y ORSKOV,1978), y aunque existen más varieda­
des, para su homologación sólo se tienen en cuenta
las detectadas en cepas que poseen interés científico, 
médico o epidemiológico, y aunque teóricamente prodrían 
existir gran número de combinaciones o serotipos 0:K:H, 
tan sólo algunos son frecuentes en E. coli (BETTELHEIM 
et al.1980).

El serotipado de las cepas Bacterium coli 
napolitanum, Aberdeen o( , D-433 y A b e r d e e n , puso de 
manifiesto que las dos primeras poseían el serotipo 
011:K-85, y la última el 055:K-59. (KAUFFMANN y DUP0NT, 
1950).
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Gracias a la aplicación sistemática del seroti- 
pado a todas las cepas de E. coli^ causantes de epidemias 
y casos esporádicos de enteritis infantil en Europa 
y Norteamérica, durante las siguientes décadas se pudo 
conocer, que todas ellas pertenecían a un número reduci­
do de serotipos, conocidos bajo la denominación de E. 
coli enteropatógenos clásicos (E.C.E.P.)(TAYL0R,1961; 
EDWA'RDS y EWING,1972a; EDELMAN y LEVINE,1983; GROSS 
y R0WE,1984). Su patogenicidad ha podido comprobarse 
experimentalmente y por estudios clínico-bacteriológi­
cos, al demostrar cumplir todos ellos los postulados 
de HENLE-KOCH (NETER.1959 y 1979; CONNOR y BARRETT-CONNOR 
1967):

- E.C.E.P. son detectados en la mayoría de
los casos, como microorganismo predominante en la fase
aguda de la enfermedad diarreica, sobre todo en lactan­
tes.

- Durante las epidemias, los lactantes carecen 
de estos agentes antes de la infección, van aumentado 
en número durante la incubación, y en la fase de diarrea 
franca aumenta extraordinariamente su presencia en las 
heces.

- Estos serotipos de E. coli se aislan muy
raramente en las heces de niños sanos o adultos.

- Una antibioterapia adecuada disminuye o 
hace desaparecer a estos microorganismos, mejorando 
la sintomatología.

- Experimentos alimentarios en voluntarios 
humanos, han demostrado, que coincidiendo con la inges­
tión de estas cepas se producía una diarrea, no apare­
ciendo esta sintomatología con cepas "normales” . Además 
la gravedad de la misma, estaba en relación directa 
a la dosis administrada,(NETER y SHUMVAY,1950; FERGUSON

- 27 -



y JUNE,1952; JUNE et al.1953), y tanto los pacientes 
con enfermedad natural como los voluntarios, tras la
ingesta del microorganismo, podían formar anticuerpos 
específicos frente al antígeno 0.

Estos últimos datos, son confirmados por LEVINE 
et al. en 1978, al conseguir inducir diarrea en volunta­
rios, inoculando oralmente cepas de E.C.E.P. aislados 
de brotes diarréicos producidos nueve años antes.

Actualmente, la lista de serogrupos de E. 
coli, epidemiológicamente relacionados con diarreas 
infantiles, ha crecido para incluir alrededor de 25
miembros, de los que los serogrupos 0, 26, 55, 111, 
119, 125, 126, 127, 128 y 142 son los más frecuentes 
(EDELMAN y LEVINE,1983).

Estos serogrupos se han identificado en áreas 
geográficas muy diversas, y en países con distintos 
grados de desarrollo y condiciones higiénico-sanitarias 
(EVANS et al.1977b; MUNIESA CUENCA,1977; GANGAROSA,1978; 
GURWITH et al.1978; KLIPSTEIN et al.1978; FLOREZ ALIA 
et al.1980; CLAUSEN y CHRISTIE,1982; DE MOL et al.1983; 
BLANCO et al.1983a; TOLEDO et al.1983; THOREN,1983b; 
ELLIS et al. 1984; GEORGES et al. 1984). En la TABLA 4, 
se recogen los serogrupos de E. coli considerados entero- 
patógenos por el Centro internacional de Escherichia 
y Klebsiella de la O.M.S., en Copenhague dirigido por 
0RSK0V (THOREN,1983b).

Durante las tres últimas décadas, la mayor 
parte de las investigaciones se dirigieron a desentrañar 
el mecanismo de acción de los nuevos agentes, sospechan­
do ya la relación patogénica entre la diarrea por E. 
coli y la diarrea colérica. KOYA et al.(1954) y THOMSON
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TA B LA  4

P U B L I C A C I O N E S  O R I G I N A L E S  SOBRE SEROGRUPOS

DE E . C . E . P .

( c e n t r o DE REFERENCIA DE LA O.M .S. PARA LA DETECCIÓN DE
E sc h e r c h í a  c o l i . S t a t e n s  S erum  I n s t i t u t . Co p e n h a g u e n )

SEROGRUPO EPIDEMIOLOGIA REFERENCIA

025 - Brote de diarrea infantil grave en 0RSK0V,1954 
Rostock, República democrática
alemana, 1951.

026 - Epidemia infantil grave en hospita- CRSKDV,1951
les de Copenhague, 1943-44.

044 - Epidemia infantil grave en hospita- QRSKDV,1955 
les de Copenhague, 1943-44.

055 - Brotes a lo largo de 1947, Aberdeen GILES et al. 1949
086 - Aislamientos de casos de diarrea 0RSKDV,1954 

infantil, 1950-1951.
091 - Brote en guardería. Alemania, 1964 KUCXDESCHEL y LIN-

ZENMEER,1966
0111 - Brote grave de diarrea estival, 1943 ERAY,1945
0114 - Casos de diarrea en temeros, 1951 CHARTER,1956 

y brotes hospitalarios en Binnin- 
gham,1952.

0119 - Casos esporádicos de diarrea infan- £MTIH,1953 
til grave en Aberdeen,1952.

0125 - Brote en guardería Londres,1949. TAYLCR y CHARTER,
1952

0126 - Casos hospitalizados no especifica- TAYLCR y CHAR1ER, 
dos. Londres,1949. 1952

0127 - Casos esporádicos en ciudad de Má- EWING et al. 1955 
jico 1951-1952 y epidemia en Fila- 
delfia, Ohio, 1953.

0128 - Casos esporádicos de diarrea infan- TAYLCR y CHARIER, 
til y brotes hospitalarios en Bir- 1955 
nángham, 1953.

0142 - Casos esporádicos de diarrea en CRSKDV et al. 1959 
Djakarta, Indonesia 1958.

0158 - Brote en unidad lactantes, Reino RCWE et al. 1974 
Unido, 1972.

THOREN, 1983b



(1955), por ejemplo demuestran que en casos de diarrea 
producidos por cepas de E.C.E.P. 026, 055 y 0111, estas 
bacterias proliferan y colonizan en las partes más proxi- 
males del intestino delgado, del mismo modo que ocurre 
en el cólera, THOMSON, llama la atención además sobre 
la ausencia de lesiones en la mucosa intestinal de los 
niños fallecidos por esta causa, sin poder explicar 
todavía, cómo se desencadena la diarrea.

De et al. (1956),(citado por SACK,1975, y por 
GANGAROSA y MERSON,1977), investigan E. coli, aislados 
en pacientes con diarrea colérica y en diarreas infanti­
les, encontrando que algunas cepas provocan una reac­
ción idéntica a la de cholerae sobre el asa ileal 
de conejo, aunque en los filtrados que obtienen de los 
cultivos no llegan a investigar la presencia de entero- 
toxinas. Llegan a la conclusión que cepas antigénicamen- 
te iguales, pueden ser o no enterotoxigénicas, por lo 
que la serotipificación no constituiría una prueba de 
patogenicidad.

En este mismo sentido, TAYLOR et al. (citados 
por SACK,1975 y por GANGAROSA y MERSON,1977), demuestran 
en 1961, la escasa correlación existente entre el seroti- 
po de E. coli y la respuesta secretoria en el asa ileal, 
y la buena correlación en cambio, entre esta respuesta 
y el origen de la cepa (según proceda de niños, con 
o sin diarrea).

Los primeros trabajos sobre la enterotoxigeni- 
cidad de E. coli, proceden de la investigación veterina­
ria. SMITH y HALLS (1967) estudian los filtrados de 
cultivos de E. coli, que habían producido diarrea en 
cerditos, demostrando que estas cepas poseían un factor
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de colonización específico (antigeno K)f mediado por 
un plásmido, y que producían 2 tipos de enterotoxinas 
(SMITH y GYLES,1970), una termolábil y otra termoestable, 
también codificadas en plásmidos, que podían ser transmi­
tidos de una bacteria a otra, por conjugación.

En 1971, GORBACH et al. y SACK et al., publican 
investigaciones similares, pero sobre E. coli de origen 
humano. Estudian cepas aisladas de pacientes adultos 
afectos de diarrea con características iguales a las 
del cólera, aunque de menor duranción, y en los que no 
se había detectado V. cholerae. En estos enfermos encon­
traron una intensa proliferación de E. coli en las par-

7 9tes proximales del intestino delgado (10 -10 bact./ml), 
perteneciendo todos ellos a 1 ó 2 serotipos solamente, 
que dejaban de ser identificados cuando mejoraba la 
diarrea.

La similitud clínica con el cólera, e incluso 
la identidad en la composición del líquido vertido a 
la luz intestinal en ambos procesos (BANWELL et al.1971), 
condujo a SACK et al. (1971), a utilizar las mismas técni­
cas que se empleaban en la detección de la enterotoxina 
colérica (TC), demostrando con ellas, que estas cepas 
producían una enterotoxian termolábil, inmunogénica 
y no dializable (LT). Posteriormente se vería, que TC 
y LT son de naturaleza y estructura semejantes, con 
determinantes antigénicos comunes (GILLIGAN et al.1983), 
que actúan sobre la adenil-ciclasa de la célula intesti­
nal, y provocan un incremento del AMPc (SACK,1975; FIELD, 
1979).

Por último, DUPONT et al. (1971), pueden demos­
trar que estos E. coli enterotoxigénicos (E.C.E.T.), 
al ser administrados oralmente a voluntarios, desencade­
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nan una diarrea acuosa no sanguinolenta.

Casi al mismo tiempo, y coincidiendo con 
los hallazgos de SMITH y GYLES,, (1970), en E. coli de 
origen animal, DEAN et al. demuestran en 1972, estudiando 
diarreas infantiles en Honolulú, que Escherichia coli 
puede elaborar también una toxina termoestable (ST).

Desde entonces se incrementan las publicacio­
nes informando sobre la capacidad enterotoxigénica de 
este microorganismo, en distintas modalidades de diarrea 
y en distintas zonas geográficas. Actualmente sabemos 
que E.C.E.T. puede producir diarrea infantil (DEAN et 
al.1972; ECHEVARRIA et al.1975; GUERRANT et al.1975; 
RUDOY y NELS0N,1975; SACK et al.1975a;0RSK0V et al.1976; 
RYDER,1976b; DONTA et al. 1977; BACK et al.1980b; GOLDHAR 
et al.1980; ALBOUY et al.1981; KEUSCH,1981b; LEKS0MB00N 
et al.1981; OTNAESS y HALV0RSEN,1981; STINTZING et al. 
1981; LOPEZ BREA et al.1982; REIS et al.1982; BLANCO 
et al.1983a; GEORGES et al.1983; MAIDIN, 1983;MATA et al. 
1983a, diarrea colérica en adultos (FINKELSTEIN et al. 
1976; SACK,1978; MERSON et al.1979; W00D et al.1983), 
y es el principal agente etiológico en la diarrea del 
viajero (SHORE et al.1974; GORBACH et al.1975; ROWE 
et al.1983).

Por otra parte, la diarrea por Escherichia 
coli también podía manifestarse como un síndrome disenté­
rico, circunstancia que fue observada ya por SAKAZAKI 
et al. (1967),(citado por GANGAROSA y MERSON,1977). En 
1971, DUPONT et al. estudiando dos cepas no toxigénicas 
de E. coli en animales de experimentación, evidencian 
su penetración en las células epiteliales del intestino 
grueso, produciendo ulceraciones en la mucosa intestinal. 
Al ser administradas oralmente a voluntarios desencadenan
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en ellos una diarrea disenteriforme, con sangre, moco 
y células inflamatorias, así como tenesmo, hiperpirexia, 
hipotensión y toxemia grave.

En la revisión que GANGAROSA y MERSON realizan 
en 1977, llaman la atención sobre los escasos brotes 
epidémicos causados por este tipo de cepas. Cuando se 
detectan, se relacionan con casos esporádicos de diarrea, 
y en general se aislan infrecuentemente (SHORE jat al. 
1974; GURWITH y WILLIAMS,1977; ECHEVARRIA et al.1977). 
Sólo excepcionalmente se comunica una incidencia mayor, 
como ocurre en las publicaciones de:

. GUERRANT et al. (1975), con alrededor del 20% de los 
casos de diarrea infantil estudiados en Brasil.

. RUDOY y NELSON (1975), con el 30% de las cepas de 
E. coli causantes de diarrea en niños de Texas.

. TOLEDO y TRABULSI (1983), con un 10.5% de los E. coli 
aislados de niños y adultos diarreicos en Brasil.

Tras el descubrimiento de los distintos tipos 
de E. coli, un paso casi obligado era comprobar si el 
grupo de los denominados E.C.E.P. clásicos, podía ser 
encuadrado dentro de alguno de estos. La mayor parte 
de las investigaciones tendieron a ello, comprobando 
que prácticamente la totalidad de las cepas enteropatóge- 
nas no eran capaces de producir enterotoxinas, ni de 
penetrar en la célula intestinal (DEAN ejt al.1972; 
GOLDSMITH y DUP0NT,1976; GURWITH et al.1977 y 1978; 
R0BINS-BR0WNE et al.1982), e incluso que serotipos idén­
ticos, del mismo enfermo, aislados durante la fase aguda 
de la enfermedad,, podían ser enterotoxigénicos y no ente- 
rotoxigénicos (SACK et al.1971).

Sin embargo, se ha podido observar que un
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elevado porcentaje de cepas toxigénicas pertenecen 
a un limitado número de serotipos (EVANS et al.1977a; 
DE BOY II et al.1980c)t que son distintos de los previa­
mente incriminados en los brotes diarréicos infantiles. 
Esto sugiere la posibilidad, de que en determinados 
serotipos existan plásmidos reguladores de la entero- 
toxigenicidad (EVANS et al.1975; SACK,1975), o de la 
enteroinvasividad (HALE et al.1983). Así por ejemplo, 
la mayor parte de las cepas del serogrupo 0128 son ente- 
rotoxigénicas,, (0RSK0V et al.1976; RYDER et al.1979; 
BACK et al. 1980b; DE BOY II et al. 1980c; GOLDHAR et 
al.1980; MERSON et al.1980a; REIS et al.1980; SC0TLAND 
et al.1981; DARFEUILLE et al.1983; WASCHSMUTH et al. 
1983); del mismo modo, las cepas del serogrupo 0124, 
suelen ser enteroinvasivas, (DUP0NT et al.1971; TOLEDO 
y TRABULSI.1983).

La discrepancia existente entre los mecanismos 
patogénicos y la serotipificación, reconocida clásica­
mente como definitoria de infectividad, ha puesto en 
duda su valor como técnica diagnóstica en la enfermedad 
diarreica, en los casos esporádicos (GANGAROSA y MERSON, 
1977; NETER,1979; EDELMAN y LEVINE,1983).
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1.2.1.- Concepto de E.C.E.T.. E.C.E.P. y E.C.E.I.

Actualmente se ha impuesto una reclasifica­
ción en base a las propiedades patogénicas conocidas 
y diferenciadas de cada grupo:

- El nombre de enteropatógenos clásicos 
(E.C.E.P.), se reserva para los serogrupos epidemiológi­
camente incriminados como patógenos.

- Como enterotoxigénicos (E.C.E.T.), se conocen 
los E. coli productores de enterotoxina LT ó ST.

- A las cepas con capacidad invasiva se les 
llama enteroinvasivas (E.C.E.I.).

De todos ellos, el grupo sobre el que persisten 
más interrogantes es el de los E.C.E.P. Aunque algunas 
investigaciones apuntan hacia la producción de toxinas 
distintas a las ST y LT, que no pueden ser detectadas 
por los métodos habituales para diagnosticar E.C.E.T., 
(GODSCHMIDT y DUP0NT,1976; KONOWALCHUCK et al.1977; 
KLIPSTEIN et al.1978; LEVINE et al.1978; SCOTLAND et 
al.1980a). y otras, hacia un comportamiento similar al 
de Salmonella, con destrucción del microvilli sin pene­
tración de la bacteria en el epitelio intestinal, (ULSHEN 
y ROLLO,1980; ROTHBAUN et al.1981 y 1982), todavía se 
desconocen los mecanismos patogénicos de la mayor parte 
de estas cepas.

Por todo ello, es posible que en un futuro, 
este grupo requiera una nueva subdivisión, dado que 
al parecer, no existe un modo de actuación común (Edito­
rial Lancet,1983b).
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Además de las propiedades descritas, E. coli 
poseen otra característica que les confiere el poder 
de virulencia, de tal modo que sólo pueden colonizar 
el intestino si son capaces de adherirse al borde en 
cepillo de la célula intestinal, venciendo de este modo 
el peristaltismo que trata de impedir su asentamiento 
(GAASTRA y DE GRAAF, 1982). Tras la adhesión , serán 
capaces de proliferar y desarrollar su mecanismo de 
acción. Los tres tipos de E. coli poseen esta capacidad 
adherente, (MOON et al.1979; BOEDEKER,1984; SANSONETTI,
1985), si bien sólo en E.C.E.T. se han descrito estructu­
ras proteicas filamentosas en su superficie denominadas 
fimbriae, pili o factores de colonización (EVANS et 
al. 1975; EVANS y EVANS,1978; THOMAS et al.1982; DARFEUI- 
LLE £t al.1983).

En la TABLA 5, se resumen y comparan las carac­
terísticas de cada uno de los tipos de E. coli comenta­
dos.



TABLA 5

C a r a c t e r í s t i c a s  d e l o s  d i s t i n t o s  t i p o s  d e E s c h e r i c h i a  c o l i

E .C .E .P . E .C .E .T . E .C . E . I .

MECANISMOS Desconocidos Enterotoxigénicos Invasión epitelio
PATOGENICOS intestinal

LUGAR DE Intestino delgado Intestino delgado Intestino grueso
ACTUACION

TIPO DE DIARREA Acuosa Acuosa Sanguinolenta

AFECTADOS Niños (lactantes) Niños y adultos Niños y adultos

PAISES en que Todo el mundo Principalmente en Baja frecuencia en
INCIDEN subdesarrollados todo el mundo

GRUPOS-O MAS 26, 44, 55, 86, 6,8,15,20,25,27, 28 ac,29,42,112ac,
FRECUENTES 111,114,119,125, 63,78,115,128, 124,136,143,144,152,

126,127,142,158. 148,159. 164,167.

GONZALEZ GARCIA, 1983



1.3.- ESCHERICHIA COLI ENTEROTOXIGENICO (E.C.E.T.)

1.3.1.- Propiedades enterotoxigénicas

Escherichia coli es capaz ae producir entero- 
toxinas, sustancias proteicas que van a provocar una 
respuesta secretora en el intestino delgado (SMITH y 
GYLES, 1970; DUPONT et al. 1971; EVANS et al. 1973a,b,c; 
DONTA et al. 1974a; GUERRANT et al. 1974; RUDOY y NEL- 
SON, 1975; DESJEUX et al. 1979; SACK, 1975).

Hasta el momento actual se ha podido demostrar 
que E.C.E.T. puede producir dos tipos de enterotoxinas, 
(SMITH y GYLES,1970; DONTA et al.l974a; SACK,1975), 
aunque se sospecha que pueden existir otras, (SMITH y 
GYLES,1970; SACK,1980; SCHEFEL et al.1980):

- Una enterotoxina termolábil (L.T.), similar 
inmunológica y estructuralmente a la toxina colérica 
(GYLES y FALK0V,1974; CLEMENTS y FINKELSTEIN,1979; KEUSCH 
1981b).

- Una enterotoxina termoestable (S.T.) no 
inmunológica y de bajo peso molecular, (SACK,1975; KEUSCH, 
1981b).

Aunque tras las primeras caracterizaciones 
llevadas a cabo por SMITH y GYLES en 1970, se creía 
que formaban parte de una misma toxina, se ha podido 
demostrar que son dos toxinas distintas, con diferente 
estructura y mecanismo de acción.
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La capacidad enterotoxigénica de E. coli, 
es controlada genéticamente por plámidos que codifican 
la producción de ST, LT, o ambas, (SMITH y HALLS,1967; 
MINIATS y GYLES,1972; GYLES et al.1974; DALLAS y FALKOW, 
1979; SACK, 1975 y 1980), por lo que cepas de E. coli 
no enterotoxigénico pueden convertirse en cepas toxigé- 
nicas, y estas últimas, podrían perder su poder virulen­
to, por pérdida de sus plásmidos durante la conservación 
prolongada de los cultivos, (BACK et al.1980b), o por 
transferencias múltiples (EVANS et al.1977a).

1.3.1.1.- Enterotoxina Termolábil (L.T.). Naturaleza 
y mecanismo de acción

Se trata de una proteína no dializable, 
que precipita con sulfato amónico, (EVANS et al.1972)» 
y que es lábil al calor, siendo inactivada parcialmente 
a 80°C durante 30 minutos, o totalmente a 100°C durante 
2 minutos (SACK et al.1971).

Las diversas purificaciones y caracterizaciones 
que se han realizado, le otorgan un peso molecular com­
prendido entre 20.000 y 100.000 d (SACK et al.1971; 
EVANS et al.1973b; FINKESLTEIN et al.1976; KUNKEL y 
R0BERST0N,1979; GILL et al.1981; CANDY y NEISH,1984), 
aunque en algunas comunicaciones se haya informado de 
pesos moleculares superiores a 100.000 d (GUGGEiNBcLCHLER, 
1979; SACK,1980). Esta variabilidad obedece a que en 
muchos casos, se han utilizado preparaciones impuras 
de enterotoxina cruda conteniendo mezclas de ambas 
toxinas,(SACK,1980), o restos de material celular (EVANS 
et al.1972; FILKENSTEIN et al.1976).

Aunque es una toxina idéntica a la de V. chole- 
rae en su estructura y mecanismo de acción, (EVANS
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et al.1972), es 10 veces menos potente que ella,,(SACK 
et al.1971; PIERCE y WALLACE,1972), con una respuesta 
secretora de instauración lenta, aunque sostenida, cuya 
magnitud y duración es dosis dependiente (EVANS et al. 
1973c).

Está compuesta por dos subunidades polipeptídi- 
cas, (CLEMENTS y FINKELSTEIN,1979; DALLAS y FALK0W,1979; 
GILL et al.1981; GROSS y R0WE,1984), que poseen secuen­
cias aminoacídicas comunes a las de la toxina colérica 
(T.C), (DALLAS y FALK0W,1980; SPICER et al.1981):

- La subunidad LT-A es similar a su homologa 
"A" en T.C., tiene un peso molecular (P.M.) de 25.000 
a 30,000 d (CLEMENTS y FINKELSTEIN,1979; KUNKEL y R0BERS- 
TON,1979; YAMAM0T0 y YOKOTA.1982), y está constituida 
a su vez, por dos fragmentos (A, y A2  ) unidos entre sí 
por puentes disulfuro (RUBIN0 y GUANDALINI,1984):

. El fragmento A^ , con un PM de 21.000 y 23.000 d (CLE­
MENTS y FINKELSTEIN,1979; GILL et al.1981), donde reside 
la función tóxica inductora de la estimulación intracelu- 
lar de adenil-ciclasa (PIERCE y WALLACE,1972; FIELD,1979; 
PALVA et al.1981).

. El fragmento , con un PM de 7.000 (CLEMENTS y FIN­
KELSTEIN, 1979; GILL et al.1981), que no es tóxico para 
sí mismo (FIELD,1979).

- La subunidad LT-B está relacionada inmunoló- 
gicamente con la subunidad B de la toxina colérica, 
y constituida también por 5 fracciones que se distribuyen 
simétricamente formando un anillo alrededor de la sub­
unidad LT-A, (DALLAS y FALK0W,1979)(f ig. 1). A este agre­
gado se le llama ”coligenoideM (GILL et al.1981), de 
forma similar a la denominación "coleragenoide" de la
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T.C. (FINKELSTEIN et al.1966). Cada una de estas 5 frac­
ciones tiene un PM de alrededor de 11.500 d (CLEMENTS 
y FINKELSTEIN,1979; DALLAS y FALK0W,1979}(entre 11.800 
y 1.2.000 d, según YAMAM0T0 y Y0K0TA,1982), y sirven 
para unir la toxina al borde en cepillo del intestino 
delgado, concretamente a los residuos de galactosa, 
del monos laL-ogangliósido GM^ glico-lipídico de la célula 
intestinal (fig. 1), que protunden desde la capa lipídi- 
ca de la membrana celular,. (CLEMENTS y FINKELSTEIN, 1979; 
FIELD,1979; M0SS y VAUGHAN,1980; GILL et al.1981; PALVA 
et al.1981; GR0SS y R0WE,1984; RUBIN0 y GUANDALINI,1984).

Esta unión, produce un cambio en la conforma­
ción estructural de la toxina¡ (GILL et al.1981; CANDY 
y NEISH,1984; RUBIN0 y GUANDALINI,1984), lo que facilita 
la penetración del fragmento LT-A en el enterocito, 
a través de los "poros” creados en el borde en cepillo 
de la membrana, por el anillo de las 5 subunidades B 
(GILL et al.1981; CANDY y NEISH,1984).

Una vez en el citoplasma celular, la subunidad 
A se rompe, soltando a sus 2 componentes A^ y A 2  (RUBIN0 
y GUANDALINI,1984). El péptido A^ (fig. 2), es una enzima 
que divide al dinucleótido adenina nicotinamida, en 
adenosina difosfato ribosa (ADPR) y en nicotinamida 
(NA). La primera, (ADPR), se liga covalentemente a un 
receptor proteico en la membrana plamática de la célula 
intestinal. Este receptor es una guanosin-trifosfatasa 
(GTP), o parte de ella, y regula la actividad de la 
enzima adenil-ciclasa convirtiéndola de forma activa 
(ligada al guanosin-trifosfato=GTP-E), en forma inactiva 
(E).

El fragmento A^ de la toxina LT, inactiva
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a la guanosin-trifosfatasa, lo que aumenta extraordina­
riamente la actividad intracelular de la adenil-ciclasa 
(FIELD,1979; MOSS y VAUGHAN,1980; GILL et al.1981; GROSS 
y R0WE,1984). Todas estas secuencias quedan resumidas 
en la fig. 3.

La activación de la adenil-ciclasa, conduce 
a un aumento de adenosin-monofosfato cíclico, (AMPc), 
que a su vez va a provocar la estimulación de la secre­
ción de iones C1 a la luz intestinal, con la consecuente 
pérdida de líquidos, característicos de la enfermedad 
diarréica (GILL y RICHARDS0N,1980; MOSS y VAUGHAN,1980; 
PALVA et al.1981). Los mecanismos por los que este media­
dor produce las pérdidas masivas de electrolitos (N¿ 
Cl” y CO^H ) y agua, son controvertidos (CANDY y NEISH, 
1984; RUBINO y GUANDALINI,1984). Sin embargo, parece 
ser que a nivel de la vellosidad, el AMPc, bloquea el 
acoplamiento del Na+ y C1 , inhibiendo por tanto la 
absorción de estos electrolitos y del agua, mientras 
que en la cripta tiene un efecto secretorio directo, 
favoreciendo la salida del Na+ y la pérdida de C1 , 
C03 H" y agua (FORMAL et al.1958; EVANS y EVANS,1978; 
FIELD,1979).

Al mismo tiempo, además de este efecto secretor, 
BURNS et al., (1978), demostraron experimentalmente que 
la LT provoca una alteración de la actividad mioeléctrica 
del intestino delgado del conejo, lo que podría ser 
un factor más dentro de la patogénesis.

A pesar de todas estas alteraciones es espe­
cialmente importante recalcar, que la toxina no bloquea 
la bomba de sodio intracelular, y que el ión Na puede 
seguir siendo absorbido, acoplado a la glucosa o a los 
aminoácidos,, (FIELD,1979). Del mismo modo, se mantiene
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intacta la absorción de dipéptidos. Por ello, la adminis­
tración procoz de soluciones glucoelectrolíticas, o 
de nutrientes por vía oral, podría paliar la deshidrata- 
ción y déficits nutritivos que acompañan a la mayor 
parte de estos procesos, (NALIN,1983; SANT0SHAM,1983; 
RUBINO y GUANDALINI,1984).

La enterotoxina termolábil tiene determinantes 
antigénicos comunes con la toxina colérica, (CLEMENTS 
y FINKELSTEIN,1978). Utilizando antisueros frente a 
TC y frente a preparaciones crudas de LT, se observa
que TC y sus subunidades purificadas reaccionan cruzada­
mente con LT,(GILLIGAN et_ al.1983). Las respuestas obte­
nidas son idénticas frente a LT-A y frente a TC-A, (BACK
et al.1980b), aunque la línea de precipitación es más 
débil para LT-Af(SACK et al.1971; GILLIGAN et al.1983). 
De la misma forma, la antitoxina contra LT neutraliza
la C T r (EVANS et al.1973c; GUERRANT et al.1974; GYLES
y FALK0W,1974; SACK,1975), aunque con una reacción que 
viene a ser una centésima de su homologa (EVANS et al. 
1973b).

Todas las LT producidas por cepas de E.C.E.T., 
(incluidas las de origen animal), son similares o idénti­
cas entre sí, lo que puede ser comprobado utilizando
antisueros frente a LT, o por reacción cruzada con la 
enterotoxina de V. cholerae (SACK,1975 y 1980).

La enterotoxina LT tiene las características
de una exotoxina (SACK et al.1971), y aunque no se conoce 
todavía su localización precisa dentro de la bacteria, 
se ha detectado en grandes cantidades entre las envueltas 
de la pared bacteriana (PALVA et al.1981).
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Tanto LT-A como LT-B, se sintetizan como pre­
cursores inactivos en el interior de la bacteria, debien­
do ser procesados proteolíticamente antes de ser excre­
tados, (DALLAS y FALKOV/,1980; PALVA et: al.1981). Esta 
liberación se realiza al parecer secuencialmente, (HIRST 
et al.1983), de tal forma que mientras la maduración 
de la subunidad B requiere la utilización de energía, 
(PALVA et al.1981), la liberación de LT-A sólo puede 
realizarse si existen subunidades B en el interior de 
la membrana celular (YAMAMOTO y Y0K0TA,1982).

Llama la atención la disparidad existente 
entre la actividad enterotóxica detectada en los sobre­
nadantes de E.C.E.T., y en los de V. cholerae, con dife­
rencias de hasta 5 veces en favor de estos últimos (MID- 
DELDORP y WITHOLT,1981). Esto podría explicar la grave­
dad, que suele caracterizar al cólera, respecto a los 
casos, más moderados, provocados por E. coli toxigénico, 
pero no explicaría sin embargo las diarreas coleriformes 
graves producidas también por este patógeno, que sólo 
podrían obedecer, a que cada uno de estos microorganismos 
disponga de distintos mecanismos para la síntisis y 
liberación de sus enterotoxinas. MIDDELDORP y WITHOLT,, 
(1981), intentan encontrar un modelo de liberación de 
LT por E. coli (fig. A), LT puede liberarse del mismo 
modo que la toxina colérica, como una proteína soluble 
(vía A), pero es más probable que las subunidades LT- 
A y LT-B sean sintetizadas en los ribosomas ligados 
a la membrana citoplasmática, e impulsados a través 
de ella (paso B). Tras la unión de una subunidad A 
con 5 subunidades B„ (CLEMENTS y FINKELSTEIN,1979; KUNKEL 
y ROBERSTON,1979), las moléculas completas, A-5B, perma­
necerán unidas a la membrana externa de la bacteria.
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Ocasionalmente, fragmentos de esta membrana 
conteniendo LT, van a emerger, y podrán llegar a ser 
liberadas si fallan las ligaduras lipoprotéicas que 
mantienen unidas la membrana externa y la capa subyacen­
te glicopeptídica (paso C).

Estos fragmentos o trozos de membrana, disponen 
de sus componentes básicos (proteínas, fosfolípidos, 
lipopolisacáridos . ,.),(paso D), pero cada uno puede
tener una composición distinta. Si alguno contiene facto­
res de adhesión (CFA), van a ser capaces de interactuar 
con las células intestinales del huésped (paso E), lo 
que facilitará a su vez, la liberación de nuevos fragmen­
tos de la pared bacteriana, que podrán adherirse también 
a las células epiteliales (paso G).

Estas hipótesis han podido ser confirmadas 
al visualizar con el M.E. las vesículas de la membrana 
bacteriana,tras poner en contacto,experimentalmente, bacte­
rias enterotoxigénicas con segmentos intestinales flin 
vivo", (MIDDELDORP y WITH0LT,1981); por ello, aunque 

cholerae excrete mayor cantidad de toxina a la luz 
del intestino, E. coli puede poner en marcha mecanismos 
que favorezcan la unión de la enterotoxina termolábil 
a la célula, a través de estas "vesículas" portadoras 
de plásmidos responsables de la capacidad toxigénica 
y adhesiva.

1.3.1.2.- Enterotoxina termoestable (ST). Naturaleza 
y mecanismo de acción

Se trata de un polipéptido con. una mayor 
heterogeneidad que la enterotoxina termolábil (LT), 
de tal forma, que han sido precisas sucesivas purifica-
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• ciones y caracterizaciones para poder describir sus 
propiedades, dado que las ST excretadas por las diversas 
cepas de E.C.E.T. de origen humano o animal, no reunían 
siempre las mismas características,, (JACKS y WU,1974; 
ALDERETE y R0BERTS0N,1978; TAKEDA et al.1979; RAO et 
al.1981; GROSS y R0WE,1984). Esto podía obedecer a que 
existen al menos dos tipos bien definidos de toxina 
ST (BURGESS et al.1978; OLSSON y S0DERLAND,1980):

1.- Una molécula soluble en metanol, con acti­
vidad biológica en ratones, ratas, conejos y cerditos 
lactantes, conocida como STa. Ha sido descrita en E.C.E.T 
de origen humano, bovino y porcino.

2.- Una molécula insoluble en metanol, inactiva 
en ratones lactantes, y activa en asas intestinales 
ligadas de cerdos y conejos adultos, conocida como toxina 
STb. Ha sido descrita en E.C.E.T. de origen porcino 
solamente.

Las cepas de E.C.E.T. pueden producir STa, 
STb, o ambas, (GROSS y R0WE,1984), y hasta este momento 
han sido publicadas importantes variaciones respecto 
al peso molecular, secuencia aminoacídica o característi­
cas bioquímicas, según se tratara de cepas de distinta 
procedencia,(DREYFUS et al.1983), debido a la variabili­
dad en la técnicas para la producción y purificación 
de la enterotoxina (RAO et al.1981).

Por ejemplo, las informaciones respecto al 
contenido en aminoácidos de las STa, varían entre 18 
a 47 residuos aminoacídicos, del mismo modo que ha ocu­
rrido con otras propiedades químicas (JACKS y WU,1974; 
BURGESS et al.1978; TAKEDA et al.1979; STAPLES et al. 
1980; SAEED et al.1983).
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Sin embargo, en 1983* DREYFUS et al., logran 
purificar cinco toxinas ST producidas por E.C.E.T. de 
origen porcino, bovino y humano, pudiendo demostrar 
que las STa están constituidas por 18 residuos aminoací- 
dicos, tienen un PM de 1.972 ó 1.928 d, dependiendo 
de la cepa estudiada, y contienen 6 residuos de cisteina, 
que permiten el establecimiento de puentes disulfuro 
y que son los que le confieren una gran resistencia 
a la temperatura y a la hidrólisis enzimática (CHAN 
y GIANELLA,1981; DREYFUS et al.1983; SAEED et al.1983).

La toxina ST mantiene su actividad tras ser 
calentada a 80° durante 30 minutos, desciende ligeramente 
al someterla a 100°C durante 30 minutos, y se inactiva 
a 121°C a los 30 minutos (SMITH y HALLS.1967; JACKS 
y WU,1974; GIANELLA,1976; STAVRIC y JEFFREY,1977; MULLAN 
et al.1978; LALLIER et al.1980; SAEED et al.1983). Es 
resistente a la acción de la tripsina, pronasa, desoxi- 
rribonucleasa, fosforilasa C, acetona, fenol, cloroformo 
y metanol,(JACKS y WU,1974; FIELD,1979; LALLIER et al. 
1980; SAEED et al.1983), y se mantiene estable frente 
a los ácidos (pH=l)?pero no frente a los álcalis (pH=9), 
(FRANTZ y R0BERST0N.1981).

M0SELEY et al. (1983), han puesto de manifiesto 
que en los E.C.E.T. de origen humano existen dos genes 
denominadas STIa y STIb, que dan lugar a dos tipos de 
enterotoxinas termoestables, muy semejantes entre sí, 
y con las características de STa, es decir, activas 
en ratones lactantes, que se denominan STIa y STIb. 
Mientras la toxina STIa se ha encontrado en cepas de 
origen humano y animal, la STIb sólo se ha detectado, 
hasta este momento, en cepas de E.C.E.T. aisladas de 
diarreas humanas.
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Al parecer, la estructura de la toxina STa 
debe de ser común para todas las toxinas ST que existen 
en la naturaleza, lo que explicaría la similitud entre 
STa de E. coli y la toxina termoestable de Yersinia 
enterocolíticat la cual es también soluble en metanol, 
causa deshidratación al inocularla en ratones lactantes 
y en asas ligadas de intestino de conejos, presentando 
ambas, reacciones antigénicas cruzadas (OKAMOTO et al. 
1981).

La enterotoxina termoestable fue descrita 
inicialmente como una molécula no antigénica,(SACK,1975), 
sin embargo recientemente se ha demostrado, que las toxi­
nas STa acopladas a un transportador proteico logran, 
tras varias dosis, antisueros con altas titulaciones, 
que han sido utilizados para ensayos inmunológicos 
(FRANTZ y R0BERTS0N,1981; GIANELLA et al.1981). Estos 
autores, por técnicas de radio-inmuno-ensayo pusieron 
en evidencia, la existencia de un determinante antigénico 
común en las toxinas STa sintetizadas por E. coli huma­
nos, porcinos y bovinos, que no existe en las toxinas 
STb.

Las toxinas STa actúan estimulando la guanil- 
ciclasa (HUGHES et al.1978; FIELD,1979; GROSS y ROWE, 
1984), lo que conduce a un aumento intracelular del 
guanosin 3'-5'monofosfato cíclico (GIANELLA et al.1981). 
Esto ocurre únicamente en las células intestinales, no 
produciéndose a nivel de otras líneas celulares, lo 
que sugiere la existencia de un único receptor específi­
co para esta toxina, presente sólo en las células del 
intestino.

La toxina termoestable comienza su acción 
a los pocos minutos, se mantiene 2-3 horas, y cesa si
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se elimina la toxina (RUBINO y GUANDALINI,1984).

La guanil-ciclasa puede adoptar 2 formas: 
Una soluble y otra como partícula única, que es la forma 
predominante en el intestino. La toxina STa activa 
sólo la guanil-ciclasa, en forma de partícula única, 
(RAO et al. 1981), que se encuentra en la membrana baso- 
lateral y en el borde en cepillo de la célula intestinal 
(RUBINO y GUANDALINI,1984).

DREYFUS et al. (1984), tras demostrar que
en la estimulación de la partícula de guanil-ciclasa 
no están implicados ni el metabolismo del ácido araquidó- 
nico, ni la activación de la fosfolipasa A 2 , ni la forma­
ción de prostaglandinas, llegan a la conclusión de que 
los grupos tiol de los receptores para la toxina STa,, 
y sus enlaces disulfuro, juegan un papel crítico en
el mecanismo de acción, de tal forma que el intercambio
de sulfúrico entre la toxina STa y su receptor, puede 
preceder a la activación de la partícula de guanil-
ciclasa. Quedaría por demostrar, si el receptor para 
la toxina STa y la guanil-ciclasa son proteínas separa­
das, o una glicoproteína transmembrañosa, con el receptor 
para la toxina STa en la superficie celular, y la guanil- 
ciclasa en la parte citoplásmica de la membrana.

El mecanismo por el que el aumento de GMPc 
produce un acúmulo neto de agua y electrolitos en la 
luz no es bien conocido, aunque se sabe que dosis máxi­
mas de toxina termoestable producen fundamentalmente 
una abolición de la absorción neta de C1 y Na+  ̂(RAO 
et al^.1981), un aumento de la secreción de CO^H , e 
inducen una secreción neta de C1 , aunque mucho menor 
que la provocada por el AMPc, (RUBINO y GUANDALINI,1984).
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El GMPc mantiene también intacto el acoplamiento entre 
la glucosa o/y los aminoácidos con el sodio,(SACK,1975), 
lo que permite la terapia oral en este tipo de diarreas, 
como ya comentamos anteriormente.

1.3.1.3.- Relación entre serotipos y 
enterotoxigenicidad

Cuando E.C.E.T. comenzó a ser definido 
como un grupo individualizado, distinto a E.C.E.P., 
se hizo evidente que la mayor parte de las cepas aisla­
das no pertenecían a los serotipos considerados clásica­
mente como enteropatógenos, (SACK,1975; ROWE et al.1977). 
Esta variabilidad fue atribuida al modo en que se trans­
mite la enterotoxigenicidad, que al estar controlada 
por plásmidos, permite que cualquier cepa de E. coli, 
enteropatógena o no, pueda adquirir esta propiedad si 
recibe el plásmido apropiado (SACK et al.1971; SACK, 
1980).

Diversos estudios realizados sobre brotes 
diarréicós infantiles en distintos lugares del mundo, 
(GORBACH y KHURANA,1972; GUERRANT et al.1975; SACK et 
al.1975a; GOLDSMITH y DUP0NT,1976), confirman que los 
serotipos enteropatógenos se encuentran con escasa fre­
cuencia entre las cepas toxigénicas. De forma inversa, 
la aplicación de técnicas para la detección de entero- 
toxinas, no obtiene respuesta positiva en la mayor parte 
de los E.C.E.P. estudiados (DEAN et al.1972; SACK,1975; 
GURWITH et al. 1977; ROWE et al. 1977; SCOTLAND et al. 
1981; R0BINS-BR0WNE et al.1982).

Sin embargo, 0RSK0V et al. (1976), examinan
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un gran número de cepas de E.C.E.T., aisladas en niños 
y adultos, en distintos lugares geográficos, y encuen­
tran que un elevado porcentaje de ellas,((72%), pertene­
cen a un número restringido de serotipos, por lo que 
llegan a afirmar, que la detección de ciertos antígenos
0 y H (a veces K), en una cepa determinada, puede signi­
ficar, con gran probabilidad, que se trate de E. coli 
enterotoxigénico (ORSKOV y ORSKOV,1977a)•

Esta correlación fue atribuida por EVANS et 
al. (1977a), a una inusual estabilidad que los plásmidos 
enterotoxigénicos mantienen en ciertos serotipos, ya 
que, según estos autores pudieron comprobar, E. coli 
productores de enterotoxinas con serotipos frecuentes 
entre E.C.E.T., poseen unos fenotipos tóxicos más esta­
bles y permanentes, que las cepas con serotipos menos 
frecuentes.

Los serogrupos 0, que ORSKOV et al. (1976) 
encuentran más a menudo entre las cepas toxigénicas 
son: 06, 08, 015, 025, 078, 0115 y 0128 predominando
los serotipos 06:H16; 08:H9; 015:H11; 025:H42; 078:H";078: 
Hll; y 078:H12. Sugieren que las cepas encontradas pue­
den representar clonos,, que se adaptaron a multiplicarse 
en el intestino delgado y a transportar los plásmidos 
necesarios (ORSKOV y ORSKOV,1977a). Para completar el 
estudio, aplican la técnica de inmunoelectroforesis
a contracorriente, con el fin de detectar los antígenos 
polisacáridos K de las cepas investigadas en el trabajo 
anterior. Observan que, con raras excepciones, cada 
una de las combinaciones 0:H. poseían el mismo tipo 
de antígeno K, o bien carecían de él. Así, todas las 
cepas E.C.E.T. con los serotipos 06:H16 y 06:H , poseían 
el antígeno capsular K15; siete de las ocho con el sero- 
tipo 08:H9, el K 40; los seis con el serotipo 025:H42,
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el K7, y las tres con el serotipo 025:H , el K98. Las 
14 cepas del serogrupo 015, y las 28 capas del 078, 
no presentaban antígeno capsular, siendo por tanto K 
negativas. Este tipo de asociación típica,antígeno 0- 
antígeno K, es encontrada también por BACK et al XI980b).

Por otra parte, en su estudio demuestran 
también,que los E.C.E.T. pertenecientes al mismo seroti­
po 0:K:H se caracterizaban por tener un mismo patrón 
de fermentación de azúcares,, (ORSKOV y ORSKOV, 1977a), 
hallazgo que posteriormente es confirmado por diversos 
investigadores,, (MERS0N et al. 1979; DE BOY II et al. 
1980c; REIS et al.1980), aunque esta característica 
común no diferencie por sí misma, a las cepas toxigé- 
nicas de las no toxigénicas (DE BOY et al.1980c).

Con estos hallazgos, las serogrupación de 
E. coli es esgrimida por muchos autores, como una prueba 
simple para el reconocimiento preliminar de su probable 
capacidad toxigénica en laboratorios clínicos, (ROWE 
et al.1977; MERS0N et al.1980; ROWE et al.1983; GR0SS 
y ROWE,1984).

Sin embargo, no todos los aislamientos de 
E. coli con uno de estos serotipos van a producir nece­
sariamente toxinas. DE BOY II et al. (1980c) pudieron 
comprobar, que entre 111 cepas, aisladas en E.E.U.U. 
desde 1960 a 1977, que poseían alguna de las combinacio­
nes 0:H típicas para los E.C.E.T., solamente el 25% 
eran toxigénicas. Estos mismos autores trataron de 
confirmar, si era necesario que se diera una determinada 
combinación entre los antígenos 0 y H en E. coli, para 
que estos microorganismos fueran toxigénicos. Para ello, 
aplicaron los ensayos utilizados para detectar las ente- 
rotoxinas, en un grupo de 68 cepas que poseían antígenos
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O, pertenecientes a los grupos toxigénicos, pero sin 
los antígenos H asociados comunmente a ellos. Observa­
ron que sólo el 7% producían enterotoxinas, lo que 
corroboraba la opinión de ORSKOV et al. (1976), de que 
E.C.E.T. pertenecen a un reducido número de serotipos, 
con la que coincidirían después muchos autores (ROWE 
et al.1977; MERSON et al.1979; ROWE et al.1983). Entre 
ellos, MERSON et al_. (1979), intentan conocer la rela­
ción existente entre el fenotipo enterotoxigénico y 
el serotipo, estudiando 109 cepas de E. coli aisladas 
de otros tantos pacientes con diarrea colérica, en Ban- 
gladesh. Encuentran que esta correlación se cumple 
para las cepas productoras de toxinas ST y LT, de tal 
forma, que el 90% de ellas pertenecen a alguno delcis.» 
7 serogrupos 0, citados por ORSKOV et al. (1976), de 
las cuales, el 86% se encuentran incluidas en sólo 
4 de ellos (06, 08, 078 y 0115). Por el contrario los 
aislamientos de _E. coli productores de toxina ST ó LT 
exclusivamente, se dispersan en un número mayor de sero­
grupos. Sin embargo, llaman la atención sobre el grupo 
0128, que recoge 5 de las cepas productoras de toxina 
ST, ninguna de las cuales posee el antígeno flagelar 
H 2  típico de las cepas de E.C.E.P. de este serogrupo. 
También destacan , que el serotipo 06:H16 produzca siem­
pre toxinas LT y ST, y el hecho de que 5 cepas produc­
toras de toxina ST tuvieran el mismo biotipo y seroti­
po que 12 de las cepas LT/ST, (078:K :H12), les hace 
apoyar la hipótesis de EVANS et al. (1977a), sobre el 
origen de las cepas productoras de toxina ST a partir 
de cepas ST/LT, que hubieran perdido los plásmidos codi­
ficadores de LT.

En 1980, REIS et al., estudiando 76 cepas 
de E.C.E.T. aisladas en Brasil, confirman la coincidencia

- 56 -



entre el serotipo 0128 y la producción de ST^ (todas 
las cepas que encuentran con esta característica perte­
necen al grupo 0128ac), y aunque corroboran la relación 
entre serotipos y fenotipos toxigénicos, identifican 
unos serotipos, (06:H16; 063:H ; 0139:H28), distintos 
a los publicados previamente por MERSON et al_. (1979 
y 1980a),en Bangladesh.

Del mismo modo, ECHEVARRIA et al. (1982),; plan­
tean el mismo estudio sobre 386 E.C.E.T. aislados en 
Tailandia y Filipinas, coincidiendo en sus resultados 
con el grupo de MERSON et al. (1979), ya que el 83% 
de las cepas ST/LT pertenecían a 4 serogrupos (06; 
08; 025 y 078), y 76% a uno de los 7 serotipos 0:K:H 
asociados con enterotoxigenicidad. Ellos, igual que 
otros investigadores, van confirmando desde entones, 
que en cada área geográfica suelen abundar unos seroti­
pos concretos, distintos a los que componen el espectro 
característico o común para este grupo, (SACK,1980), 
de tal forma, que por ejemplo, los serotipos 06:K15; 
078:H11; 078:H12 y 0128:H (variable) se han encontrado 
distribuidos ampliamente por todo el mundo, mientras., 
que otros, como 0159:H, se han descrito sólo en Japón 
(KUD0H et al.1977), o el 0139:H28, sólo en Brasil (REIS 
et al.1980).

En 1980, apoyados en los resultados observa­
dos hasta ese momento, MERSON et al. intentan detectar 
E.C.E.T., entre los aislamientos de E. coli procedentes 
de pacientes con diarrea colérica, en Bangladesh, utili­
zando antisueros polivalentes, frente a los grupos 0, 
descritos en esa zona. Preparan 2 clases: Uno que inclu­
ye los antisueros 0:K obtenidos frente a cepas de los 
serogruposf)6:KÍ5‘H16; 027:H7; 078:H11; 0148:H28 y 0159:H20,
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y el segundo conteniendo los obtenidos frente a cepas 
de los serotipos 08:K40:H9; 015:H“ ; 020:H"; 020:K79:H11; 
025:K7:H42; 063:H12 y 0115:H40.

Con ellos fueron capaces de detectar 64% de 
los 254 E.C.E.T. ensayados, y 9% de las cepas de E. 
coli no toxigénicas, siendo mayor la efectividad para 
las cepas ST/LT, (detectan el 92% de ellas), que para 
las cepas S T , (sólo el 42%), diferencia comprensible 
dado que el número de los serogrupos 0, a los que perte­
necen las cepas ST/LT, es mucho menor. Además, compara­
ron este método con las pruebas patrones para la detec­
ción de enterotoxinas, apreciando que junto con la sensi­
bilidad del 64% demostrada, los antisueros tienen una 
especificidad del 96%, y una predictibilidad del 89% 
para la identificación de E.C.E.T.

Por todo ello, llegan a la conclusión, que 
los antisueros serían de utilidad en aquellos laborato­
rios no preparados para la detección de enterotoxinas, 
pero propugnan y creen necesario ampliar los ensayos 
a otras zonas geográficas, con el fin de conocer en 
ellas, la distribución de los serotipos enterotoxigéni- 
cos, y ampliar o adaptar así, adecuadamente, el conjunto 
de antisueros a cada una.(MERSON et al.1980a).

Estas precauciones en la generalización, ruti­
naria o indiscriminada, del uso de los antisueros poliva­
lentes, son apoyadas por algunos grupos de investigado­
res.

BERRY et ¡al. (1982) aportan su experiencia 
en la identificación de 58 E.C.E.T., 40 de los cuales 
poseían los antígenos H32 ó 0126 no incluidos dentro
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del conjunto propuesto por MERSON et al. (1980a),, por 
lo que con su utilización, sólo hubieran sido detectados 
3 E. coli toxigénicos.

STOLL et al. (1983), comparan los serotipos 
de 207 E.C.E.T. recogidos en Bangladesh, en el año 1980, 
con los E.C.E.T. obtenidos de controles similares en
1976 y 1978, y pueden comprobar que durante este perio­
do, los serogrupos han ido cambiando significativamente, 
de modo que sólo el 46% de las cepas recogidas en 1980, 
tenían serogrupos incluidos en el antisuero polivalente 
que era capaz de detectar el 66% de E. coli en 1978. 
Algunos serotipos, entre los que se encontraba el terce­
ro en frecuencia de los serogrupos encontrados, (0167), 
no estaban incluidos tampoco en el conjunto.

De aquí se deduce, que en caso de utilizar
antisueros para "selección” de E.C.E.T., estos deben
ser revisados cada cierto tiempo, y adaptados a los 
hallazgos específicos del área geográfica donde se vayan 
a usar (BERRY et. al^.1982; STOLL et al. 1983).

Además, por los datos de los que se dispone, 
para que un sistema serológico de determinación de los
E.C.E.T. fuese fiable, resultaría imprescindible la 
determinación tanto del antígeno 0, como el H (FARMER 
et al.1977; DE BOY et al.1980a; EDELMAN y LEVINE,1983; 
GONZALEZ GARCIA,1984).

Hasta la actualidad, a través de los datos
recogidos por GONZALEZ GARCIA en la revisión que realiza 
en 1984, sabemos que se han aislado cepas de E.C.E.T., 
pertenecientes al menos, a 87 grupos 0 diferentes,entre 
los que se incluyen la práctica totalidad de los conside­
rados clásicamente patógenos.

- 59 -



Sin embargo, excepto en las cepas de los gru­
pos 0114, 0126 y 0128, en el resto de las cepas con 
serotipos E.C.E.P., la producción de enterotoxinas es 
baja. Del mismo modo, las combinaciones típicas, (0:H),
observadas para las cepas E.C.E.T., son infrecuentes
en los E. coli no toxigénicos.

Un resumen de los serogrupos y serotipos más 
frecuentes entre las cepas de E.C.E.T., en el que se
indican sus fenotipos enterotoxigénicos característicos, 
se recoge en la TABLA 6 (GONZALEZ GARCIA,1984).

1.3.1.4.- Detección de las enterotoxinas de E. coli

Dado que ni la identificación de E. coli
en las heces diarreicas, ni su serotipificación, pueden 
informarnos por sí mismas, de su poder virulento, se
hace necesaria la demostración de su capacidad entero- 
toxigénica, o de sus propiedades adherentes, o invasivas, 
(como veremos más adelante), para poder definirlo como 
microorganismo patógeno.

1.3.1.4.1.- Medios de cultivo

Se han ensayado una gran variedad de 
medios de cultivo para facilitar la liberación de las 
enterotoxinas producidas por E. coli. Uno de los prime­
ros en ser aplicado fué el medio de Syncase (FINKELS- 
TEIN jet al.1966), a la vista de sus excelentes resulta­
dos en la producción de enterotoxina colérica (TC).
Es un medio que sirve tanto para la producción de LT, 
como de ST, dependiendo de la aireación a que sea someti­
do (SACK y SACK,1975).

Posteriormente, han sido probados con éxito
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TABLA 6

G r u p o s -0 y S e r o t i p o s  m á s  F r e c u e n t e s  e n t r e  l o s  ECET

GRUPO-O(a) ANTIGENOS H SEROTIPOS MAS FENOTIPO TOXICO PAISES en los que se aislan con
ASOCIADOS FRECUENTES(b) USUAL (c) mayor FRECUENCIA (d)

06 H , Hl,HL6tH51 06:K15:H LT ST TUNEZ y ETIOPIA
06:K15:H16 LT ST Distribución amplia
06:K :H51 LT ST TAILANDIA y FILIPINAS

08 H~,H2,H4,H5,H8 08:K25:H9 LT ST TAILANDIA y FILIPINAS
H9,H11,H21,H30 08:K40:H9 LT ST Distribución amplia

015 H~,H8,H11,H18 015:H“ LTST 90 LT Distribución amplia
015:K?H11 LTST 90 LT BANGLADESH

020 H”,H7,H11,H21,Ĥ 0 020:H~ LT ST Distribución amplia
020:H21 ST TAILANDIA

025 H“,H10,H12,H16,H42 025:H“ LTST 9O LT Distribución amplia
025:K7:H42 LT ST Distribución amplia

027 H",H7,H20 027:H7 ST Distribución amplia
027:H20 ST Distribución amplia

063 H",H10,H12,H30 063:H“ LT ST Distribución amplia

077 H18,H45 077:H18 LT TAILANDIA
077:K13:H45 LT FILIPINAS



TABLA 6 (continuación)

GRUPO-O
(a)

ANTIGENOS H 
ASOCIADOS

SEROTIPOS MAS 
FRECUENTES(b)

FENOTIPO TOXICO 
USUAL (c)

PAISES en los que se aislan 
con mayor FRECUENCIA (d)

078 H",H10,H11,H12,H18 078:K" LTST 0O ST Distribución amplia
078:K :H11 LT ST BANGLADESH
078:K“ :H12 LTST 9O ST BANGLADESH

0114 H~,H16,H21,H49 0114:H" LT TAILANDIA
0114:H49 LT HONDURAS,BANGLADESH,FILIPINAS

0115 H",H6,H21,H28 0115:H40 LT ST BANGLADESH
H40,H51 0115:H50 LT ST BANGLADESH

0128 H“ ,H7,H12,H18 0128:H7 ST Distribución amplia
H21,H27,H49 0128:H12 ST Distribución amplia

0148 H8,H18,H28 0148:K” :H8 LT TAILANDIA
0148:H28 LTST 9O ST Distribución amplia

0159 H” ,H4,H20,H21 0159:H4 LTST o LT Distribución amplia
H34,H37 0159:H20 ST JAPON

0159:H21 LT Distribución amplia
0159:H34 LTST /0 LT Distribución amplia

0167 H4,H5 0167:H5 ST BANGLADESH

(a) Están subrayados los serogrupos a los que pertenecen la mayoría de los ECET.
(b) El serotipo más frecuente dentro de cada serogrupo aparece subrayado.
(c) De la mayoría de las cepas de cada serotipo.
(d) Sólo se especifican los países, cuando alguno de los serotipos es particularmente abundante en ellos y no se 

aislan con frecuencia en otras zonas geográficas.
NOTA: Otros serogrupos de amplia distribución geográfica, aunque con menores frecuencias de aislamiento son 09, 

018, 075, 000, 085, 088 y 0109.
GONZALEZ GARCIA, 1984.



otros, entre los que son utilizados con mayor frecuencia 
los siguientes:

- Medio casaminoácidos con extracto de levadu­
ra y sales (CAYE)(EVANS et al.1973a,b,c; GIANELLA,1976; 
MUNDELL et al.1976; EVANS et al.1977b; SPEIRS et al.1977; 
BRILL et al.1979; BYERS y DUP0NT,1979; SCHEFTEL et al. 
1980; GOLDHAR et al.1980; CRAIG et al.1981; HONDA et 
al.1981a; MORGAN et al.1983).

- Infusión de corazón-cerebro (I.C.C. ),(RUD0Y 
y NELS0N,1975; GURWITH y WILLIAMS,1977; BACK et al.1980a; 
LALLIER et al.1980; MATA et al.1983).

- Caldo soja tripticasa (C.S.T.),(DEAN et al. 
1972; DONTA et al.1974a; SHORE et al.1974; GIANELLA,1976; 
SPEIRS et al.1977; STAVRIC y JEFFREY,1977; MOON et al. 
1978; MAKI et al.1980; SCOTLAND et al.1980a,b; OTNAESS 
y HALVORSEN,1981; BLANCO et al.1983c; DE MOL et al.1983).

- Caldo soja tripticasa con extracto de levadu­
ra (GUERRANT et al.1975; NALIN et al.1975; YOLKEN et 
al.1977a; MERSON et al.1979; BACK et al.1980a; DE BOY 
II et al.1980b; STINTZING et al.1981).

Los cultivos crecen generalmente a 37°C, pues 
aunque a 30°C pueden producir también enterotoxina, 
estas temperaturas bajas, no ofrecen ninguna ventaja, 
(SACK,1975), e incluso se ha podido demostrar que parte 
de la toxina puede no liberarse al medio de cultivo, 
quedando en el interior de la bacteria, o entre sus 
envolturas externas (KUNKEL y R0BERST0N,1979).

La enterotoxina puede ser detectada en el 
medio a las 8 horas, durante la fase aguda de crecimien­
to bacteriano, (SACK et al.1971), aunque las concentra­
ciones máximas se alcanzan a las 24 horas, (GIANELLA,1976)
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manteniéndose desde entonces una meseta durante los 
días siguientes (SACK et al.1971),

1.3.1.4.2.- Factores que influyen en la producción 
de enterotoxina

La producción de enterotoxina va a estar 
influida por una serie de factores.

Algunos favorecerán su liberación, como la 
aireación de los cultivos, que aumenta la producción 
de toxina ST,, (SACK,1975), loque se consigue evitando 
el cierre hermético de los frascos que los contienen 
y sometiéndolos a agitación (DEAN et al.1972; EVANS 
et al.1973a,b; DONTA et al.1974a; GIANELLA,1976; MUNDELL 
et al.1976; KETYI et al.1978; BYERS y DUP0NT,1979; GILLI- 
GAN y ROBERSTON,1979; KUNKEL y ROBERSTON,1979).

Del mismo modo, si se logra una gran relación 
entre la superficie y el volumen de los cultivos, se 
favorece la liberación del toxina LT,, (SACK,1975),cu­
ya producción también aumenta, manteniendo el pH entre 
6 y 8 durante la fase de crecimiento de E. coli (MUNDELL 
et al.1976; KUNKEL y ROBERSTON,1979); por la acción 
de algunas sustancias como la mitomicina C sobre algunas 
cepas, (MUNDELL et al.1976; KETYI £t al.1978),(o como 
la lincomicina y tetraciclina si son añadidas en los
medios de cultivo de E. coli) (YOH et al. 1983) ;o bien por

+3la presencia en el medio de cultivo de iones Fe (GILLI-
GAN y ROBERSTON,1979). Sin embargo, tanto el pH inferior

+2a 6, como la presencia de iones Mn , inhiben su libera­
ción (GILLIGAN y ROBERSTON,1979).

La fuente de carbono que ha proporcionado
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mejores resultados es la glucosa (GILLIGAN y ROBERSTON, 
1979).

1.3.1.A.3.- Conservación de los preparados entero- 
tóxicos y de E.C.EíT.

, Las preparaciones de enterotoxina se 
obtienen a partir de los cultivos por centrifugación, 
diálisis del sobrenadante, liofilización, o concentración 
por filtración de membrana (SACK,1975).

Las preparaciones liofilizadas son estables
en nevera o a temperatura ambiente, durante 6 meses 
por lo menos,(SACK,1975), mientras que los sobrenadantes 
de los cultivos pueden conservarse a +4°C durante al 
menos 3 días, aunque van perdiendo actividad durante 
las siguientes semanas, de modo que a los 15 días, esta 
actividad queda reducida al 50% (MUNDELL et al.1976). 
Para mantener sus propiedades enterotóxicas, estos fil­
trados deben congelarse rápidamente a -20°C (GIANELLA, 
1976), a -70°C (DEAN et al.1972; MUNDELL et al.1976).

Los aislamientos de las cepas de E.C.E.T.,
pueden almacenarse en cultivos inclinados de agar nutri­
tivo, realizando subcultivos, (lo menos frecuentemente 
posibles), durante unos 6 años, sin perder la capacidad 
toxigénica. Sin embargo, esta estabilidad enterotóxica, 
puede no ser constante en todas las cepas (EVANS et
al.1977a).

1.3.1.4.4.- Modelos experimentales para la detección 
de enterotoxinas

Han sido muchos los modelos utilizados 
para demostrar la producción de enterotoxinas por E.
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coli. Al principio, fueron aplicados los mismos que 
se empleaban para la detección de toxina TC, todos de 
experimentación animal, pero posteriormente se incluye­
ron otros específicos para E. coli.

Las pruebas que han demostrado ser de mayor 
utilidad se conocen como "pruebas convencionales de 
enterotoxigenicidad" e incluyen, tanto pruebas in vivo, 
como pruebas in vitro.

1.3.1.4.4.1.- Pruebas in vivo

Existen 2 pruebas básicas:

- Prueba en asas ligadas de intestino de cone­
jos adultos (R.I.L.). Ha sido probablemente el método 
utilizado con mayor frecuencia para investigar la acción 
de la toxina colérica, desde su descripción por DE y 
CHATTERJEE, en 1953. Posteriormente se comprobó, que 
también resultaba adecuado para valorar las enterotoxinas 
LT y ST (SACK et al. 1971; GORBACH et al. 1971; DEAN et 
al.1972; EVANS et al.1972 y 1973c; PIERCE y WALLACE, 
1972; DONTA et al.1974b; CLEMENTS y FINKELSTEIN,1979; 
ZELLER et al.1979).

Consiste en inyectar cultivos bacterianos 
o sobrenadantes libres de bacterias, en segmentos liga­
dos de intestino delgado de conejos, de aproximadamente 
2 Kg de peso. Tras un periodo de incubación de 6, ó 
de 18 horas, se sacrifica al animal, estableciendo enton­
ces la relación entre el volumen acumulado (en mi), 
y la longitud del asa (en cm), conocida como COEFICIENTE 
RIL.

La respuesta a la toxina LT es idéntica a
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la de TC, con una acumulación máxima de líquido a las 
18 horas de iniciada la prueba, y con un coeficiente 
de alrededor de 2 a 2.5, dependiendo del tamaño del 
conejo. Además, la composición del líquido retenido 
es idéntica entre ambas toxinas, (SACK et al.1971; PIERCE 
y WALLACE,1972), y en ambos casos, las secciones de la 
mucosa muestran la falta de reacción inflamatoria.

Si se examinan las asas a las 6-8 h, se puede
cuantificar el efecto transitorio de la toxina ST, (EVANS
et al.1973c), aunque pueden imbricarse respuestas inicia­
les a la toxina LT, lo que dificulta la especificidad 
de su lectura. Del mismo modo, retrasos en esta valora­
ción darían resultados fálsamente negativos, (al reab­
sorberse el líquido acumulado), o detectarían ya, una
respuesta a la toxina LT.

Esta prueba ha ido sufriendo algunas modifica­
ciones, (PIERCE y WALLACE,1972; EVANS et al,1973c), y 
ha sido adaptada a otro tipo de animales: cerdos (SMITH 
y GYLES,1970), perros (NALIN et al.1975), terneros (MYERS 
et al.1975), etc.

- Ensayo en ratones lactantes (I.M.T.). Fue 
descrito por DEAN et al.(1972), surgiendo como alternati­
va al anterior que resultaba caro,(necesidad de un eleva­
do número de conejos adutos), consumía mucho tiempo, 
y proporcionaba resultados variables. La elección de 
este tipo de animales se basó en que carecían de bacte­
rias en sus intestinos, lograban un alto grado de homoge­
neidad en las muestras, y facilitaban su manipulación 
al ser de pequeño tamaño.

Este bioensayo resulta sensible únicamente
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frente a la enterotoxina ST, (variedad STa), no reaccio­
nando frente a la toxina LT,, (GIANELLA,1976; PESTAÑA 
DE CASTRO et al^.1978), verotoxina (VT), hemolisinas 
y colicinas (BLANCO et al.1983c). Además, dadas sus 
ventajas respecto a RIL„ (más barato, seguro, rápido 
y uniforme)(DEAN et al.1972; GIANELLA,1976), en la actua­
lidad, para la detección de esta enterotoxina termoes- 
table, se utiliza casi exclusivamente este método.

Consiste en inocular 0.1 mi de sobrenadante 
de cultivo libre de bacterias a ratones de 1 a 4 días 
de vida, recién separados de sus madres. Para ello, 
se realiza una punción intragástrica, a través de la 
pared abdominal, (DEAN et al.1972; SHORE et al.1974; 
GIANELLA,1976; 0LSS0N,1982), o un sondaje esofágico 
(JACKS y WU.1974; STAVRIC y JEFFREY,1977; M00N et al. 
1978; MULLAN et al.1978; BLANCO et al.1983c).

Tras la inoculación, se mantienen a los rato­
nes en grupos de 3 ó más, por cada una de las cepas 
probadas, a temperatura ambiente, (25 a 28°C), durante 
4 horas, y a continuación, se sacrifican y se extraen 
los intestinos, calculando la relación entre el peso 
de los intestinos y el del resto de los cuerpos de cada 
uno de los lotes.

Desde su descripción se han aportado diversas 
modificaciones,respecto a las condiciones de crecimiento 
de E. coli para favorecer la producción de ST,(GIANELLA, 
1976), a la raza de los animales, (PESTAÑA DE CASTRO 
et al.1978; BLANCO et al.l983c), edad de los mismos 
(M00N et al.1978), o al tiempo de incubación de los 
ratones tras su inoculación, (GIANELLA,1976; STAVRIC
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y JEFFREY,1977; MOON et al.1978); pero quizás, la más 
significativa fue la de BYERS y DUPONT (1979), que 
para facilitar el procesamiento de gran número de cepas, 
inoculan mezclas de los sobrenadantes de cultivo de 
5 cepas de E. coli, en un mismo lote de ratones (que 
en este caso elevan a 6). Esta modificación, trata de 
paliar el principal factor limitante en la realización 
de esta prueba, como es el poder contar con un número 
suficientemente elevado de ratones recién nacidos.

1.3.1.4.4.2.- Pruebas in vitro

Entre las pruebas convencionales a 
llevar a cabo in vitro, destacan las que utilizan líneas 
de cultivo histiotípicos, que resultan sensibles a la 
acción de la enterotoxina LT o/y a la acción de una 
citotoxina excretada por algunas cepas de E.C.E.P., 
conocida como verotoxina (como veremos en el apartado
1.4.3.2.). La enterotoxina termoestable no ejerce ningún 
efecto sobre ellas (DONTA et al.1974a; GUERRANT et al. 
1974; SACK,1975; GROSS y ROWE,1984).

Las líneas celulares más utilizadas son las 
células adrenales de ratón (Y^)(DONTA et al.1974a; KEUSCH 
y DONTA,1975; SACK y SACK,1975; ECHEVARRIA et al.1976; 
MUNDELL et al.1976; EVANS et al.1977a; GURWITH,1977; 
KUNKEL y ROBERSTON, 1979; BACK et al. 1980b; DE BOY II 
et al.1980c; MERSON et al.1980; CALDERON y LEVIN,1981; 
OTNAESS y HALV0RSEN,1981); las células de ovario de 
hámster chino (Chinesse hámster ovary= C.H.O.)(GUERRANT 
et al.1974 y 1975; NALIN et al.1975; HONDA et al.1976; 
K0N0WALCHUCK et al.1977; KETYI et al.1978; NOZAWA et 
al.1978; KETYI y PACSA,1980), y las células de riñón 
de mono verde africano (VER0)(K0N0WALCHUCK et al.1977;
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SPEIRS et al. 1977; SOOHAND et al. 1980&; ELANOO et al. 1983a; 
O'BRIEN y LA VEEK, 1983a).

En estos ensayos, las células seo expuestas a la acción 
de los filtrados de los sobrenadantes de los cultivos de E. coli, 
que cuando contienen enterotoxina van a provocar alteraciones en 
su morfología habitual, fácilmente evaluables al microscopio. Estos 
cambios morfológicos obedecen, en el caso de LT, al incremento intra- 
celular de AMPc, y en el caso de VT (sobre las células VERO), a una 
acción tóxica directa. En todos los casos se ha podido comprobar 
que, con estos métodos, pueden ser detectadas cantidades de toxina 
LT mucho menores que con el RIL, (DONTA et al. 1974a; GUERRANT et 
áL_ 1974; SACK, 1975).

Del mismo modo que sucedió ccxi las técnicas anteriores, 
en este tipo de pruebas se han ido introduciendo también una serie 
de variantes, que han tendido o a facilitar su realización, o a sim­
plificar el método acortando los pasos previos.

Entre las primeras, se incluyen las que utilizan al 
mismo tiempo conjuntos de varias colonias de E. coli de cada paciente, 
(SACK et al. 1977), o las que permiten ensayar a la vez un elevado 
número de muestras, como la técnica del minicultivo celular, (SACK 
y SACK, 1975).

Entre las segundas, se encuentran las que trasfieren 
directamente las colonias de E. coli a las placas de microcultivo, 
(GURWTIH, 1975), las que utilizan directamente las heces, (MERSON 
et al. 1980b), o las que emplean el método de filtración selectiva 
de membrana, (CALDERON y LEVIN, 1981).

En la TABLA 7, se reseña la acción de las enterotoxinas 
LT y ST, (variedad STa), así cano de la citotoxina VT, en' los ensayos 
convencionales de enterotoxigenicidad (GONZALEZ GARCIA, 1984).
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TABLA 7

ENSAYOS DE E N T E R O T O X I G E N I C I D A D

TOXINAS IN VI VO IN VITRO

(a)
R . 1.L.

1MT ^

CELULAS EUCARIOTAS

6 h. 18 h. Y1 CHO VERO

LT - (c) + + + +

ST + - w + - - -

VT _  y  íd )
- - + (e)

(a) Asas ligadas de I. de conejo. Incubación de 6 y 8 
horas.

(b) Ratones lactantes.
(c) Generalmente (-) aunque los filtrados de algunas 

cepas pueden provocar acumulación de líquido.
(d) Resultados variables, por lo que no está bien esta­

blecido el carácter enterotóxico de VT.
(e) Destrucción completa de las células, distinto 

al efecto citopático de LT.

GONZALEZ GARCIA (1984).



Además de estos ensayos convencionales, existen 
otros métodos para detectar la actividad enterotóxica 
de E. coli,, que se han aplicado con mayor o con menor 
éxito. Entre ellos, algunos se basan en la administración 
de cultivos de E. coli, o preparaciones enterotóxicas 
a animales recien destetados, como conejos, (BURGESS 
et al^.1979), ratones, (DUCHET-SUCHAUX, 1980) , hamsters,, 
(FRISK et al.1978), cerdos, terneros etc. (SMITH y HALLS, 
1967). Otros, observan la alteración de la permeabilidad 
vascular, (K0PANIAK at al.1980), tras la inoculación 
intradérmica de filtrados de cultivos, en conejos o 
hamsters, ya sea por la acción de la toxina L T ( (EVANS 
et al.1973a,b; KETYI et al.1978), ST (TAKEDA et al. 
1979; CRAIG et al.1981), o ambas (GORBACH et al.1975). 
Otro grupo, determina la cantidad neta de agua secretada 
en asas intestinales aisladas y perfundidas (RAO et 
al.1981).

Sin embargo, todos los ensayos enumerados, 
necesitan ser realizados en laboratorios muy dotados 
y por un personal experto. Utilizan procedimientos labo­
riosos y delicados, y consumen bastante tiempo (MEHLMAN 
et al.1977; BRILL et al.1979; TSUKAM0T0 et al.1980; 
HONDA et al. 1981a). Por todo ello, a lo largo de los 
últimos años se han tratado de buscar alternativas que 
simplificasen esta detección, acortasen el tiempo y 
permitieran su inclusión en la rutina del laboratorio.

La mayor parte de las investigaciones realiza­
das son de tipo inmunológico, utilizando antisueros 
antitóxicos; de tipo enzimáticó, o de identificación 
directa de genes productores de enterotoxina.
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Entre ellas, enumeramos las que se utilizan 
para la detección de las toxinas LT y de ST, con sus 
referencias bibliográficas:

- Detección de toxina LT

Radioinmunoensayo (R.I.A.)(GREENBERG et 
al.1977).
• Inmunohemólisis (EVANS y EVANS,1977; TSUKA- 
MOTO, et al.1980).
. Inmunoanálisis enzimático (E.L.I.S.A.)(YOL- 

KEN et al.1977a; KETYI y PACSA,1980; BEUTIN 
et al.1984; LEVINE et al.1985).

. Inmunoadsorción a gangliosidos GM^(E.L.I.S.A- 
)(BACK et al.1979; SVENNERHOLM y WIKLUND, 

1983; SEN et al.1984).
Coaglutinación estafilocóccica (BRILL et 

al.1979; HONDA et al.1983; SEN et al.1984).
. Prueba de BIKEN (HONDA et al,1981a,b y 1982;
SEN et al.1984).

. Aglutinación con látex (FINKELSTEIN y YANG,
1983).

. Hibridación del ADN (GEORGES et al.1983; 
HIRST et al.1983; ECHEVARRIA et al.1984).

- Detección de toxina ST

. Radioinmunoensayo (R.I.A.)(FRANTZ y ROBERT- 
S0N,1981; GIANELLA et al.1981).
Inmunoanálisis enzimático (E.L.I.S.A.)(DE 

MOL et al.1983b).
. Hibridación del ADN (MOSELEY et al.1982; 
GEORGES et al.1983; ECHEVARRIA et al.1984).

- 73 -



1.3.2.- Propiedades adhesivas

La adhesión y colonización de la superficie 
de la mucosa intestinal, sin dañar la célula subyacente, 
es una propiedad característica de las cepas de E.C.E.T., 
siendo, al parecer, el primer mecanismo de la diarrea 
secretora.

En la bacteria existen unos determinantes
específicos de estructura filamentosa y de naturaleza 
proteica (GAASTRA y DE GRAAF,1982; B0EDEKER,1984), deno­
minados pili por BRINTON (1959), o fimbriae por DUGUID
et al.(1955), y que son los que les confieren su capaci­
dad adhesiva, así como una actividad hemaglutinante 
característica (GAASTRA y DE GRAAF,1982).

El tipo más común de fimbriae es el pilus 
tipo I, que se encuentra en la mayor parte de las cepas 
de E. coli patógenos o no,,(DUGUID et al.1955), y cuyas 
propiedades adhesivas y aglutinantes son inhibidas por 
el azúcar D-manosa (GAASTRA y DE GRAAF,1982). Existen 
sin embargo, otro tipo de fimbriae, características 
de las cepas de E.C.E.T., que facilitan la adherencia
al epitelio de la mucosa intestinal de ciertas especies 
de animales, y aglutinan sólo, específicamente, a ciertos 
eritrocitos, aglutinación que no es inhibida por la 
D-manosa.

La importancia patogénica de estas estructuras 
fue demostrada por investigadores en el campo de la 
veterinaria, estudiando diarreas de evolución fatal 
en cerditos recién nacidos (WILLIAMS-SMITH y JONES,
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1963). En esta enfermedad, ciertas cepas de E. coli 
colonizaban en gran número la parte proximal del intes­
tino delgado de los animales afectados, mientras que, 
otras cepas avirulentas no se multiplicaban. Al examinar 
con detalle estas cepas, se observó que las cepas viru­
lentas poseían un antígeno de superficie,, (K-88) que 
era capaz de aglutinar eritrocitos, (ORSKOV y ORSKOV,
1966), mientras que las cepas avirulentas carecían de 
él.

Estas investigaciones sugirieron la hipótesis, 
de que el antígeno K-88 era un factor de adherencia 
de E. coli, en cerdos.

Posteriormente, tras el descubrimiento de que 
la información genética para la producción de K-88 y 
enterotoxinas era transportada por plásmidos, (ORSKOV 
y ORSKOV,1966; SMITH y HALLS,1967), SMITH y LINGGOOD 
(1971) pudieron demostrar, que el antígeno fimbrial 
K-88 era un factor patogénico esencial para que E. 
coli causara diarrea en cerditos recién nacidos. Estos 
autores insertaron en distintas cepas de E. coli, el 
plásmido enterotoxigénico y el plásmido portador del 
antígeno K-88, individualmente y en conjunto. La cepa, 
capacitada de esta forma para producir enterotoxinas, 
pero carente del antígeno K-88,(Ent+ , K-88 ),ni coloniza­
ba, ni desencadenaba diarrea, aunque la toxina producida 
por ella, in vitro, pudiera estimular la secreción de 
las células del intestino delgado si se le hacía actuar 
directamente sobre ellas. La cepa no enterotoxigénica 
(Ent ), pero con la fimbria K-88 (K-88+ ), colonizaba 
el intestino desarrollando un cierto grado de diarrea, 
y sólo la cepa Ent+ K-88 + , era capaz de producir una
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enfermedad comparable a la natural.

El antígeno K-88 se encuentra frecuentemente 
en E.C.E.T. de origen porcino en todo el mundo, (GUIÑEE 
y JANSEN,1979; WHO Scientific woorking group,1980). 
Es controlado por un plásmido transferible por conjuga­
ción, (ORSKOV y ORSKOV,1966), y puede ser detectado por 
su habilidad para provocar hemaglutinación, resistente
a la mañosa (HAMR), de los eritrocitos de hámster, 
(GAASTRA y DE GRAAF,1982). Desde su descubrimiento, 
han sido descritos otros antígenos similares como el 
987P, el K-99 ó el F-41, comunes entre E. coli aislados 
de ganado porcino, ovino o bovino, (GUIÑEE y JANSEN, 
1979; CANDY,1980; WHO scientific working group,1980a;
GAASTRA y DE GRAAF,1982).

En E.C.E.T. de origen humano, el primer antíge­
no de superficie de estas características fue descrito 
por EVANS et al^(1975), en la cepa H-10407 aislada 
de las heces líquidas de un paciente en Bangladesh,
y fué denominado factor de colonización CFA/I. Posterior­
mente, en 1978, EVANS y EVANS, describen un nuevo antíge­
no fimbrial al que designan como CFA/II. Ambos son con­
trolados por plásmidos, y pueden perderse con cierta
facilidad originando cepas isogénicas derivadas, sin 
la fimbria en su superficie (EVANS et al.1975).

Desde entonces, numerosos investigadores han 
publicado su presencia en las cepas de E.C.E.T. ais­
ladas de casos de diarrea humana, en distintas partes 
del mundo. (ORSKOV y ORSKOV,1977a; BACK et al.1980b; 
REIS et al.1980; BERGMAN et al.1981; SCOTLAND et al.1981; 
CRAVI0T0 et al.1982; GONZALEZ GARCIA et al.1983).
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El papel desempeñado en la diarrea por el
factor de colonizaciónf CFA/I, fue estudiado por SATTER-
WHITE et al.(1978) en voluntarios, a los que hace ingerir
la cepa H-10407 CFA/I+ , o la cepa H-10407-P CFA”. Sólo
aquellos que recibieron un número elevado de E. coli

+ 8CFA ^(10 organismos), presentaron diarrea, detectándose
el organismo en las heces a lo largo de una semana.
La cepa CFA/I era eliminada, en cambio, rápidamente 
por las heces, demostrándose así su incapacidad para 
colonizar el intestino.

A lo largo de los últimos años, se han ido 
describiendo otras nuevas fimbrias en las cepas de 
E.C.E.T., cuya trascendencia en la colonización intesti­
nal todavía no ha sido establecida. Entre ellas, THORNE 
et al.(1979), descubren una, en la cepa 334 productora 
de las toxinas ST y LT, con capacidad hemaglutinante 
y adhesiva sobre las células bucales humanas, en presen­
cia de D-manosa. En 1983, DENEKE et al., demostrarían 
que esta cepa es capaz de adherirse a las células del 
íleon humano, lo que aboga a favor del papel de la nueva 
fimbriae en la colonización intestinal.

En 1982, THOMAS et al., describen la fimbria 
E-8775, distinta a las conocidas hasta entonces, que 
provoca hemaglutinación resistente a la mañosa de eritro­
citos humanos y bovinos. Esta adhesina,,sólo se ha detec­
tado en E.C.E.T. de los grupos 025, 0115 y 0167, carentes 
de otros CF, y sobre todo en el 025, que engloba aproxima­
damente el 68% de las cepas en las que se halló este 
factor, (THOMAS et al.1982).

El último factor de colonización conocido 
fue descrito por DARFEUILLE et al.(1983), y es el
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CFA/III. Se encontró en una cepa de E.C.E.T. procedente 
de un niño con diarrea en Senegal. Hasta el momento, 
sólo se ha detectado en la cepa 1373, con el serotipo 
0128:K-67 (B12). Posee las mismas propiedades hemagluti- 
nantes que CFA/I, y parece que cuenta con unos recepto­
res específicos para los otros tres tipos de fimbrias.

1.3.2.1.- Asociación entre adhesinas y 
serogrupos 0

La presencia de los antígenos de coloniza­
ción descritos en E.C.E.T., parece relacionarse con 
un número relativamente pequeño de serogrupos 0 (TABLA 
8). Esto contrasta con los pili tipo I que se encuentran 
en la mayor parte de E. coli, patógenos o no (DUGUID 
et al.1955).

Si nos centramos sobre los factores de coloni­
zación CFA, las cepas de E.C.E.T. que las contienen,
son consideradas como las más frecuentemente implicadas
en la diarrea del viajero, sobre todo las portadoras 
de CFA/II, (GONZALEZ GARCIA, 1984), así como en las dia­
rreas de lactantes en países en vías de desarrollo (GAAS- 
TRA y DE GRAAF,1982).

En los E.C.E.T. con CFA/I, el serogrupo más
representativo es el 078, al que pertenecen el 50 y 
60% de los E. coli portadores de este factor de coloniza­
ción, que además, son usualmente productores de LT y 
ST, (0RSK0V y 0RSK0V,1977a; EVANS y EVANS,1978; BACK 
et al.1980b).

La fimbria CFA/II abunda principalemtne en
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TABLA 8

ANTIGENOS ORIGEN SEROGRUPOS (a) ENTEROTOXINAS ERITROCITOS
FIMBRIALES ST LT ST+LT HEMAGLUTINADOS

K88 PORCINO 08,045,0138,0141,
0147,0149,0157 + + + .. HÁMSTER". POLLO

987P PORCINO 09,020,0141 + - - -  (b)

K99 BOVINO-OVINO
PORCINO

08,09,020,0101,
064,0101 + - - CABALLO.CORDERO

F41 BOVINO-PORCINO 09,0101 + - - HUMANOS.HAMSTERS 
CABALLO.CORDERO

CFA/I HUMANO 04,015,020,025,062,
063,078,090,0110,
0114,0126,0128,0153 ++ + +++

HUMANOS.BOVINOS 
POLLO

CFA/II HUMANO 06,08,09,078,080,
085,0115,0128,0139 -+ -+ +++ BOVINOS.POLLO

CFA/III HUMANO 0128 + BOVINOS.POLLO

E8775 HUMANO 025,0115,0167 ++ + ++ HUMANOS.BOVINOS

(a) Los serogrupos subrayados son los más frecuentes.
(b) Falla en la hemaglutinación de eritrocitos de caballo, hamsters, conejos, corderos,cerdos 

y vacas.

GAASTRA y De GRAAF, 1982; GONZALEZ GARCIA, 1984.



los E.C.E.T. con el antígeno somático 06, sobre todo 
los de serotipo 06-.H10, (EVANS y EVANS,1978; CRAVI0T0 
et al,1982)*que representa un 60-65% de las cepas con 
este antígeno de superficie, y que también suelen ser 
productoras de toxinas LT y ST.

Sin embargo, un importante procentaje de cepas 
de E.C.E.T. de origen humano no poseen estos antígenos, 
(EVANS y EVANS,1978; CRAVI0T0 et al.1982), lo que puede 
obedecer a que existen otros mecanismos adhesivos dife­
rentes a los descritos hasta ahora, o bien a que su 
presencia no es un prerrequisito indispensable para 
que E. coli desencadene una diarrea. (SACK, 1980) • A pesar 
de todo, se ha de tener presente que la producción de 
estas adhesinas va a estar influida por las condiciones 
de crecimiento de la bacteria, (GAASTRA y DE GRAAF,1982), 
y según sean éstas, podrían no ser detectadas.

Hasta el momento, se desconoce el motivo por 
el que la producción de adhesinas y enterotoxinas queda 
restringida a un número relativamente pequeño de seroti- 
pos; se especula que pueda deberse a la habilidad de 
ciertas cepas pertenecientes a determinados serotipos, 
para mantener estables los plásmidos que codifican para 
adoptar estos atributos virulentos (GAASTRA y DE GRAAF,
1982).

1.3.2.2.- Relación entre la producción de entero- 
toxinas y de antígenos de colonización

A medida que fueron describiéndose los 
distintos tipos de antígenos fimbriales, se trató de 
buscar una correlación entre su existencia en una
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determinada cepa y sus propiedades enterotoxigénicas.

Tanto la presencia de CFA/I, como de CFA/II, 
se detecta más frecuentemente en cepas productoras de 
las enterotoxinas ST y LTf (EVANS y EVANS, 1978; REIS 
et al.1980; CRAVI0T0 et al.1982). Sin embargo, CFA/I 
se encuentra también, con relativa frecuencia, en cepas 
productoras sólo de toxina ST,(EVANS y EVANS,1978; REIS 
et al.1980; CRAVI0T0 et al.1982).

Las razones para explicar esta correlación
se encuentran, en la existencia de plásmidos codificado­
res, al mismo tiempo, parala producción de enterotoxinas, 
y para los factores de adherencia, lo que no ocurre sin 
embargo, cuando se trata de los antígenos K-88 y K-99, 
pues sus determinantes genéticos se encuentran localiza­
dos en distintos plásmidos.

En la TABLA 8 quedan reflejadas las entero-
toxinas, que suelen encontrarse en las cepas portadoras
de los distintos factores de colonización.

1.3.2.3.- Capacidad hemaglutinante

La hemaglutinación fue la primera manifes­
tación de las propiedades adhesivas de las bacterias 
entéricas (DUGUID et al.1955).

La mayor parte de E. coli muestran un patrón 
similar de actividad aglutinante con los eritrocitos
de varias especies de animales. Es una hemaglutinación 
sensible a la acción del azúcar D-manosa, y se correla­
ciona con la presencia de los pili tipo I (DUGUID et
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al.1955; BRINT0N,1959).

Por el contrario, la mayoría de los antígenos 
fimbriales de colonización intestinal presentes en 
los E.C.E.T., tanto de origen humano, (CFA/I; CFA/II; 
CFA/III? E-8775), como animal, (K-88, K-99, F-41), se 
correlacionan con una actividad aglutinante frente a 
eritrocitos de distintas especies, caracterizada por 
ser resistente a la D-manosa (EVANS y EVANS,1978).

En la mayor parte de trabajos publicados 
se ha encontrado, que un elevado porcentaje de cepas 
de E.C.E.T. portadoras de la fimbria CFA/I, provocan 
hemaglutinación mañosa resistente (HAMR) de eritrocitos 
humanos del grupo A, así como de eritrocitos bovinos 
y de pollo. Las cepas de E.C.E.T. CFA/II, aglutinan 
eritrocitos bovinos y de pollo, pero no hematíes humanos 
(ORSKOV et al.1976; ORSKOV y ORSKOV,1977a; EVANS y EVANS, 
1978; EVANS et al.1979; BACK et al.1980b; CRAVI0T0 et 
jal.1982; DENEKE et al.1983). Lo mismo ocurre con las 
cepas portadoras de CFA/III (DARFEUILLE et al.1983).

En un trabajo llevado a cabo por EVANS et 
al.(1980), sobre 1334 cepas de Escherichia coli de 
distinta procedencia,en el que llegan a proponer 7 grupos 
distintos según el comportamiento aglutinante, estos 
investigadores comprueban que los patrones típicos 
de H.A.M.R., comentados anteriormente para las cepas 
toxigénicas con factores de colonización, sólo fueron 
compartidos por el 0.7% de las cepas de E.C.E.P. y E. 
coli no enteropatógenos que carecían de dichos antígenos. 
También observaron que,aunque los aislamientos de Esche­
richia coli con propiedades H.A.M.R. eran relativamente 
abundantes entre las cepas no enterotoxigénicas, ni
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enteropatógenas, se encontraban en cambio en escaso 
número entre los E.C.E.T. carentes de CFA, (alrededor 
del 6%)(EVANS et al.1979), y entre los E.C.E.P. (alrede­
dor del 10%). Sin embargo, algunos investigadores (BERG- 
MAN et al_.1981; THOMAS et al. 1982) aportan en sus publi­
caciones bastantes cepas de E.C.E.T. con propiedades
H.A.M.R., pero sin antígenos de colonización. Por este 
motivo, CRAVI0T0 et al.(1982), consideran que a pesar 
de que la H.A.M.R. es una prueba útil para demostrar 
la existencia de CFA, se hace necesaria la utilización 
de antisueros específicos que corroboren su presencia.

En la TABLA 8 se expone el tipo de aglutina­
ción de los distintos eritrocitos, que caracteriza a 
cada uno de los factores de colonización.



1.3.3.- Transmisión genética

1.3.3.1.- Plásmidos Ent.

En Escherichiá coli enterotoxigénico (E.C.E.T) 
tanto las propiedades enterotóxicas, como las adhesivas, 
están reguladas por plásmidos (GORBACH et al.1971; SKER- 
MAN et al.1972; GYLES et al.1974; GAASTRA y DE GRAAF,
1984).

Este modo de transmisión genética fue sugerido 
por vez primera por SMITH y HALLS (1967) y corroborado
por SMITH y GYLES (1972), en cepas de E. coli, patógenos
para animales, productoras de toxinas LT ó ST.

Paralelamente a estos estudios, tanto SMITH
y LINGGOOD (1971), como SKERMAN et al.(1972), demuestran 
que los plásmidos son también los mediadores de la capa­
cidad enterotoxigénica en E. coli de origen humano. 
A >eátos elementos genéticos extracromosómicos se les
conoce desde entonces como" plásmidos Ent (MINIATS y
GYLES,1972; SKERMAN et al.1972).

Existen plásmidos Ent, codificados para la
producción de la enterotoxina LT (Plásmidos Ent-LT) 
(DALLAS y FALK0W,1979). Otros codificados para la ST 
que se caracterizan por su heterogeneidad, (Plásmidos 
Ent-ST),(GYLES et aj^.1974),y un tercer grupo que determi­
nan al mismo tiempo la producción de LT y de ST,(Plásmi­
dos Ent-LT-ST), caracterizados por su homogeneidad.
(ECHEVARRIA y MURPHY,1980f STIEGLITZ et al.1980; FRANKLIN 
et al.1981; LEKS0MB00N et al.1981).

La estructura determinante de la biosíntesis

- 84 -



tóxica ocupa una pequeña porción del genoma plasmídico 
total, (GYLES et al.1974; DE BOY II et al.l980b) que 
es compartido también por genes codificadores para 
los factores de colonización (CFs), resistencia a los 
antibióticos (R)̂ ( GYLES et al.1974; REIS et al. 1980; 
LEKS0MB00N et al.1981; WACHSMUTH et al.1983), o para 
una entidad termolábil hemolítica (HLy),(SMITH y HALLS,
1967).

Las cepas de E.C.E.T., productoras tanto de 
la enterotoxina termolábil como de la toxina termoesta- 
ble, pueden transportar plásmidos que transfieran separa­
damente cada una de estas enterotoxinas, o^ bien un sólo 
plásmido que contenga genes responsables de la síntesis 
de ambas. (LEKS0MB00N et al.1981; LEVINE et al.1983; 
MURRAY et al.1983; SILVA et al.1983; WACHSMUTH et al. 
1983).

Los plásmidos LT-ST no pueden ser transferidos 
por conjugación, por lo que suelen hacerlo con los facto­
res R que,de igual forma, pueden unirse a los plásmidos 
CFA, (ECHEVARRIA y MURPHY,1980; MURRAY et al.1983; SILVA 
et al̂ . 1983; WACHSMUTH et al. 1983). De este modo se 
han encontrado plásmidos, que además de ser responsables 
de la síntesis de las toxinas LT y ST, transfieren la 
resistencia a tetraciclinas» (ECHEVARRIA y MURPHY,1980), 
ampicilina (STIEGLITZ et al.1980), sulfadiacina y estrep­
tomicina (SILVA et al.1983).

La heterogeneidad de los plásmidos Ent-ST 
puede ser explicada porque el gen específico para la 
toxina ST puede integrarse en diversos plásmidos codi­
ficadores de otras tantas características fenotípicas.
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En general, su transmisión no va unida a la de resisten­
cias a los antibióticos.

Las cepas de E.C.E.T. portadoras de plásmidos 
Ent-LT, son poco frecuentes^(MURRAY et al.1983), y tampo­
co es común que transfieran al mismo tiempo resistencia 
a antibióticos.

1.3.3.2.- Plásmidos CFA

Los antígenos fimbriales CFA/I y CFA/II,
también son mediados por plásmidos,, (MOON et al.1979;
CRAVIOTO et al.1982; THOMAS et al.1982; RUBINO y GUANDA- 
LINI,1984), con la característica de que son los mismos 
que regulan la capacidad enterotoxigénica.

Todas las cepas que poseen el factor de coloni­
zación CFA/I producen toxina ST, (EVANS y EVANS,1978), 
ya que el mismo plásmido tranporta genéticamente ambas 
propiedades (plásmidos CFA/I-ST). Esto va a suceder, 
independientemente de que la cepa pueda además producir 
toxina LT, aunque lo más frecuente sea lo anterior,
(EVANS et al.1975; REIS et al.1980; CRAVIOTO et al.
1982; LEVINE et al.1983; MURRAY et al.1983).

El antígeno CFA/II es codificado conjuntamente 
con la capacidad para producir toxinas ST y LT (plásmidos 
CFA/II-LT-ST),(THOMAS et al.1982; SMITH et al.1983a).

THOMAS et al.(1982) sugieren que la fimbria 
E-8775 también está mediada por plásmidos, que no parecen 
estar ligados a los que codifican las toxinas ST y LT.
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1.3.3.3.- Plásmidos R

Este tipo de plásmidos, transmisores de 
la resistencia a determinados antibióticos, existen 
tanto en E. coli toxigénicos, como en los no toxigénicos, 
y aunque en general son más abundantes entre los segundos 
(ORSKOV et al.1976; DE BOY II et al.1980b; ECHEVARRIA 
et al.1980), adquieren especial interés entre las cepas 
productoras de enterotoxinas, al poder servir de vehículo 
para la cesión de ambas propiisdád^s:(SCDIIAND et <al. 1979), 
Sin embargo, los factores R no suelen formar parte del 
mismo plásmido que regula la síntesis de enterotoxinas 
(Ent ST y/o LT)^(SACK,1978; ECHEVARRIA y MURPHY,1980; 
MURRAY et al.1983; WACHSMUTH et al.1983), aunque en 
ocasiones, ambos plásmidos* (Ent y R), puedan formar una 
molécula única, . (ECHEVARRIA y MURPHY,1980; STIEGLITZ 
et al.1980; SILVA et al.1983).

La resistencia a los antibióticos por parte 
de E.C.E.T. es variable,dependiendo de la zona geográfica 
o país de donde proceda la cepa, (ORSKOV eít al. 1976; 
DE BOY II et al.1980b; ECHEVARRIA y MURPHY,1980; ECHEVA­
RRIA et al.1981; LEKS0MB00N et al.1981; MAIDIN,1983) 
y de la utilización de antibióticos, de forma más o 
menos indiscriminada (ECHEVARRIA y MURPHY,1980; LEKS0M- 
B00N et al. 1981). Aún así, incluso en estas zonas, los 
plásmidos R siguen predominando en E. coli no entero- 
toxigénico, lo que podría abogar a favor de una cierta 
incompatibilidad entre plásmidos R y Ent, en una misma 
bacteria (DE BOY II,1981b).
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1.3.A.- Epidemiología

Las infecciones debidas a E.C.E.T. pueden 
ser clasificadas en varias categorías. En aquellas 
zonas donde la población goza de un buen nivel higiéni- 
co-sanitario y nutritivo, las diarreas por E.C.E.T. 
son infrecuentes,, (ECHEVARRIA et al.1975; KAPIKIAN et 
al. 1976; BACK et al. 1977; GURWITH y WILLIAMS, 1977; 
BRUNTON et al. 1980; MAKI et al.1980; ALBOUY et al.1981; 
BLANCO et al.1983a; K00PAN et al.1984), pero pueden
ocasionar esporádicamente brotes diarreicos en guarde­
rías o salas de hospitalización infantil, (RYDER et 
al. 1976a y 1979; GROSS y R0WE,1984; ESPINOSA et al.
1983), o en individuos de cualquier edad en la comuni­
dad (ROSEMBERG et al. 1977; KUDOH et al. 1977; LUMISH 
et al. 1980; TAYLOR et al. 1982; W00D et al. 1983).
En estas zonas constituyen además la causa más común 
de diarrea entre las personas que viajan a países con 
baja higiene, sobre todo de clima tropical, (SHORE
et al. 1974; GORBACH et al. 1975; SACK et al. 1975b;
SACK,1978; ROWE et al. 1983; TAYLOR et al. 1983).

En países en vías de desarrollo los E.C.E.T. 
son responsables de una elevada proporción de diarreas 
agudas, contribuyendo de forma significativa, junto 
a la malnutrición subyacente, a elevar la tasa de morta­
lidad infantil, (HARRIS,1972; RODHE y NORTHRUP,1976).

De igual modo, ciertas poblaciones de los 
países desarrollados con bajo nivel socio-económico, 
sobre todo si son de clima caluroso, tienen una alta 
incidencia de infecciones por este microorganismo,
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similar a la de los trópicos, (SACK et al. 1975a).

1.3.4.1.- Diarreas en los países en vías de
desarrollo

No hay duda de que E.C.E.T. constituye 
en estos países una causa primordial de diarrea en 
todos los grupos de edad, particularmente en regiones 
tropicales, (NALIN et al. 1975; SACK,1975; WHO Scientific 
working group,1980a; BLACK et al. 1981; STINTZING
et al. 1981).

Antes del descubrimiento de E.C.E.T. la
proporción de pacientes con diarrea colérica, en los 
que no se aislaba V. cholerae como agente causal, era 
significativa, (CARPENTER,1980). Desde que SACK et al. 
(1971), usando el asa intestinal ligada de conejo,
demostraron la producción de toxina LT por un E. coli 
aislado en cuatro pacientes adultos con cólera clínico 
en Calcuta, han sido muchos los investigadores que 
han corroborado y ampliado estos hallazgos, poniendo 
en evidencia, que E.C.E.T. se encuentra con gran fre­
cuencia en las heces diarreicas de niños y adultos,
con porcentajes de aislamientos que oscilan generalmente 
entre el 3 y 65% (GUERRANT et al. 1975, (67%); NALIN 
et al. 1975,(19%); RYDER et al. 1976,(17%); WADSTROM 
et al. 1976,(37%); DONTA et al. 1977,(16%); EVANS et 
al. 1977b, (47%); ECHEVARRIA et al. 1977,(16%); MERSON 
et al. 1979,(62%); LEKS0MB00N et al. 198L (18%); STINT- 
ZING et al. 1981,(12%); MAIDIN et al. 1983,(8%); GEORGES 
et al. 1983, (3%); DE MOL et al. 1983a, (9%); MATA et 
al. 1983,(18%); TOLEDO et al. 1983,(7%)).
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Sin embargo, para valorar adecuadamente estos 
porcentajes, se ha de tener en cuenta el tipo de pobla­
ción sobre la que se realizó el estudio,;(rural o urbana, 
hospitalizados o no), su edad, etc., así como las técni­
cas utilizadas para demostrar la producción de toxinas, 
el tipo de toxinas detectadas, (LT, ST ó ST/LT), y el 
número de colonias de E. coli estudiadas por cada mues­
tra de heces. Sólo así son comparables los resultados 
expuestos.

No obstante, llaman la atención varios aspec­
tos:

- En algunos de estos países, fundamentalmente 
en los situados en las zonas tropicales „ (Bangladesh, 
Tailandia, India...), la tasa de aislamientos de 
E.C.E.T.,en los individuos control, no afectos de dia­
rrea, ya sean contactos familiares o no, es también 
muy alta,(entre 1 y 32% de los casos estudiadosKECHEVA- 
RRIA et al. 1977; BLACK et al. 1981; LEKSOMBOON et 
al. 1981), no existiendo, en ocasiones, diferencias 
significativas respecto a los pacientes diarreicos 
(LEKSOMBOON et al. 1981). Ello indica que en estos 
países la infección es endémica, favorecida y mantenida 
por las malas condiciones del agua o/y de los alimentos, 
(BLACK et al. 1983a).

En ocasiones, como en un estudio realizado 
en Brasil por REIS et al. (1982), ciertos tipos de 
EL coli enterotoxigénico, como los productores de toxina 
LT aislada , llegaron a ser más frecuentes entre
los controles que entre los enfermos de diarrea.

- Es llamativa también la mayor afectación
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en estas zonas, (India y Bangladesh), de individuos 
adultos, respecto a la que E.C.E.T. produce en países 
desarrollados, (SACK,1975; RYDER et al. 1976; EVANS 
et al. 1977; SACK et al. 1977; SACK, 1980). Esto podría 
atribuirse a las altas titulaciones de anticuerpos 
que son alcanzadas por la población joven frente 
a la toxina colérica, que al poseer inmunidad cruzada 
frente a las toxinas de E. coli van a ejercer un efecto 
protector.

- En los países donde el cólera es endémico la 
diarrea desencadenada por E.C.E.T. es en todo similar 
a la producida por cholerae, sea cual sea el tipo 
de toxinas que produzca. (SACK et al. 1971; NALIN 
et al. 1975; RYDER et al. 1976a; SACK,1978; GROSS 
y ROWE,1984). Suelen tener un comienzo brusco condu­
ciendo rápidamente a una deshidratación grave, aunque 
su duración suele ser más corta, (GORBACH et al. 1971; 
SACK,1975; RYDER et al. 1976a).

1.3.4.2.- Diarrea del viajero

Es una entidad perfectamente definida 
que afecta con relativa frecuencia a las personas 
que viajan desde países con clima templado y buena 
higiene, a otros con malas condiciones higiénicas 
y clima caluroso.

ROWE et al. fueron los primeros que demos­
traron la relación de E. coli y este tipo de diarrea* 
en un estudio realizado sobre 540 soldados británicos 
desplazados al sur de Arabia, en 1970 (ROWE et al.
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1970). En el 54% de los afectados por diarrea se aisló 
E. coli 0148:K?:H28. Posteriormente descubrieron 
que esta cepa era productora de toxina termoestablei, 
(ROWE et al. 1983). Este mismo serogrupo de E. coli, 
fue también encontrado en las heces diarreicas de 
soldados estadounidenses en Vietnam, (DUPONT et al.
1971), y a partir de entonces han sido varios los 
serotipos implicados en brotes diarréicos, que afectan 
a personal militar de E.E.U.U, en Tailandia, (ECHEVARRIA 
et al. 1981; TAYLOR et al. 1985), o a civiles que 
viajaron a estos países (SHORE et al. 1974).

En este sentido, son varias las publicacio­
nes en las que se pone en evidencia a E.C.E.T. como 
agente causal de procesos diarréicos, algunos de extra­
ordinaria gravedad, desarrollados en personas durante 
su estancia en Méjico, tanto en investigaciones retros­
pectivas , (SACK et al. 1975b; FINKELSTEIN et al. 1976), 
como prospectivas. En este último caso, GORBACH et 
al. pudieron demostrar, que el porcentaje de afectados 
entre los turistas era del 29%, y de ellos, E.C.E.T. 
se aisló en el 72% de los casos, (GORBACH et al. 1975).

Del mismo modo, esta misma patología afecta 
también a europeos en el transcurso de viajes a países 
tropicales, o incluso mediterráneos. BACK et al.(1977), 
por ejemplo, encuentran que en el 11% de los pacientes 
diarréicos que habían regresado a Suecia tras una 
estancia en el extranjero se encontraba E.C.E.T., 
lo que a su vez constituía el 70% del total de aisla­
mientos de este patógeno, en su estudio.
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1.3.4.3.- Diarreas en los países desarrollados

1.3.4.3.1.- Diarreas en la comunidad

Aunque no son muchas las investigaciones
llevadas a cabo sobre la incidencia de E. coli toxigé-
nico entre los casos esporádicos de diarrea en los
países industrializados*' se ha podido demostrar que
en la mayor parte de ellos este microorganismo tiene
escasa importancia como agente causal, llegando a
no detectarse en ciertas áreas urbanas,(DEAN et al.
1972; ECHEVARRIA et al. 1975; KAPIKIAN et al. 1976;

/

GUIÑEE y JANSEN,1979), y no superando, en general 
en ellos una tasa de aislamientos del 3%, (BACK et 
al. 1977; PICKERING et al. 1978; BRUNTON et al. 1980; 
MAKI et al. 1980; BLANCO et al. 1983a).

En la TABLA 9 resumimos las características 
de los estudios realizados por los distintos investi­
gadores, reflejando los datos referentes al lugar,
las características de los pacientes incluidos en
el estudio, la duración del mismo, el número de colo­
nias ensayadas, y el tipo de pruebas aplicadas para 
la detección de enterotoxinas.

Entre los resultados expuestos, destacan 
los elevados porcentajes de aislamientos obtenidos 
por GORBACH y KHURANA (1972), en Chicago, y por RUDOY 
y NELSON en Boston, (1972), de 82 y 86% respectivamen­
te, que contrastan con la baja incidencia que E.C.E.T. 
muestra en zonas similares. Estos resultados no han
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TABLA 9

INCIDENC IA  DE ECET EN PAIS E S DESARROLLADOS

PAIS
(localidad)

Periodo de estudio NQ colonias investi- 
Tipo de paciente,edad gadas por paciente

Método
aplicado

Ns de pacientes con ECET/ 
nQ investigados (%)

AUTORES

EEUU
(Honolulú)

Enero-Julio 1971 
Niños <7 años 7 IMT (D)(a) 0/37 DEAN et al. 1972

EEUU
(Chicago) Niños

Conejo
lactante (D) 24/29 (82.75%)

GORBACH y KHURANA 
1972

EEUU
(Boston)

Julio 1974-Junio 1975 
Niños <5 años 5-10 RIL fe h

(D) 0/61 
(C)(b) 0/30

ECHEVARRIA et al. 
1975

EEUU
(Dallas) Niños 5

IMT, . (c) (D) 31/36 (86%) 
(C) 7/17 (41%)

KUDÜY y NELSON, 
1975

EEUU
(Arizona)

Verano de 1971 y 1972 
Niños <4 años. Reserva 
India

10 RIL h  h 
IMT

(D) 10/59 (16.9%) SACK et al. 1975

EEUU
(Colunibia)

Enero 1974-Abril 1975 
Niños de 1 a 27 meses 7-10 Y1 (D) 0/32

KAPUdAN et al. 
1976

SUECIA,Cd) Julio-Diciembre 1975 
Niños y adultos 6 Y1

(D) 27/648 (4.2%)(e) 
(C) 0/440 BACK et al. 1977

CANADA
(Manitoba)

Diciembre 1973-Nov. 1975 
Niños <16 años 5-10 & (D) 3/276 (1.07%)

GURWTIH y 
WUIIAMS, 1977



TABLA 9 (continuación)

PAIS
(localidad)

Periodo de estudio 
Tipo de paciente,edad

NQ colonias investi­
gadas por paciente

■ Método 
aplicado

NQ de pacientes con ECET/ 
n9 investigados (%)

AUTORES

EEUU
(Houston)

Dic. 1975-Sept. 1977 
Niños>21 meses 5 & (D) 10/255 (3.92%) 

(C) 2/112 (1.78%)
P1CKERING et al. 

1978

SUECIA^ Enero 1976-Jullo 1979 
Niños y adultos 6 n¿(£) (D) 73/3510 (2%) (g)

BACK et al. 
1980,a

CANADA
(Manitoba)

Mayo 1974-Nov. 1975 
Nov. 1976-Enero 1979 1 ®\h) (D) 16/945 (1.7%) 

(C) 4/1282 (0.3%)
BRUNICN et al. 

1980

ISRAEL
(Tel-Aviv)

Verano de 1977, 78 y 79 
Niños y adultos 34 &

^(Er)

(D) 69/335 (20.5%) 
(C) 2/10 (20%) GOLDUAR et al. 

1980

FINLANDIA
(Tampere)

Dic. 1977-Nov. 1978 
Niños <15 años 5 •H

s«/

(D) 5/283 (1.76%) 
(C) 0/88 MAH et al. 1980

FRANCIA
(Burdeos)

Dic. 1979-Abril 1980 
Niños <2 años

? Vero
Permeabilidad
cutánea

(D) 1/159 (0.62%)(j)
ALB0UY et al. 

1981

NORUEGA
(Oslo)

Nov. 1979-Julio 1900 
Niños 1 Y1EUSA-GM^ (D) 7/40 (17.5%)

OINAESS y HAL- 
VCRSEN, 1981

ESPAÑA
(Madrid)

Oct. 1981-Febrero 1982 
Niños <2 años 1 m (D) 1/155 (0.64%)

LOPEZ EREA 
et al. 1982



TABLA 9 (continuación)

PAIS
(localidad)

Periodo de estudio 
Tipo de paciente,edad

NQ colonias investi­
gadas por paciente

Método
aplicado

Ne de pacientes cotí ECET/ 
nQ investigados (%)

AUTORES

ESPAÑA
(Galicia)

Nov. 1979-Julio 1900 
Niños <3 años 1 a 2

IMT

(D) 5/190 (2.63%) 
(C) 0/35

BLANCO et al. 
1983, a

EEUU
(Michigan)

Sep. 1978-Abril 1981 
Niños <16 años ? & (D) 3/763 (0.4%)

KD0PAN et al. 
1984

(a) Tasa de aislamientos en pacientes con diarrea.
(b) Tasa de aislamientos en controles sanos.
(c) Valoración para coeficiente IMT ̂  0.072.
(d) Los pacientes procedían de distintos lugares del país.
(e) 70% de los pacientes habían regresado del extranjero.
(f) Sólo fueron ensayados en IMT las cepas LT(+).
(g) Alrededor del 90% de los adultos acababan de regresar del extranjero.
(h) Sólo fueron ensayadas en IMT 294 muestras.
(i) Sólo fueron ensayadas en IMT las colonias LT(+) y las que tenían un serotipo considerado

ECEP clásico, o ECEI.
(j) El niño con ECET LT(+) acababa de regresar de Irak.



sido aceptados por la mayor parte de los autores dado, 
que en el primer caso, fue empleada la técnica del 
conejo lactante para la detección de las toxinas LT 
y ST, técnica que no se utiliza como ensayo convencio­
nal ni está suficientemente estandarizada. En el segun­
do caso, la valoración del ensayo IMT se realizó
utilizando un coeficiente inferior al comúnmente acep­
tado ,(0.071), sin que los resultados obtenidos fueran 
corroborados por otros centros de investigación (SACK, 
1975; GURWITH y WILLIAMS,1977; GANGAR0SA,1978).

Otro elevado porcentaje de aislamientos 
es el obtenido por SACK £t al., (1975a). En esta oca­
sión se aplicaron técnicas adecuadas, y el resultado 
se explica por el tipo de población sobre la que
se realizó el estudio al tratarse de niños indios, 
de una reserva Apache, donde las condiciones ambienta­
les eran deficitarias. Esto demuestra, que aún en 
países con alto nivel de vida, ciertos estamentos
sociales, o ciertas zonas con mala infraestructura
sanitaria, pueden verse afectados con la misma intensi­
dad que los habitantes de países subdesarrollados.

No existe una explicación en cambio, para
la alta frecuencia con que E.C.E.T. es detectado
en todos los grupos de edad en Israel, sobre todo
teniendo en cuenta que la mayor parte de pacientes
procedían de una zona urbana y de un buen nivel socio­
económico (GOLDHAR et_ al_. 1980). Sin embargo, se trata 
de un estudio realizado durante 3 periodos veraniegos 
consecutivos, en la época más calurosa, en un país 
mediterráneo.
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Por último, es llamativa también la frecuen­
cia con que los aislamientos de E.C.E.T. encontrados 
en países de clima templado-frío, se relacionan con 
diarreas sufridas por pacientes recién llegados de 
zonas cálidas, o con malas condiciones higiénicas 
(BACK et al. 1977, 1980a; ALBOUY et al. 1981).

Las diferencias que hasta aquí hemos podido 
constatar respecto a la importancia de E.C.E.T. como 
agente etiológico en las diarreas de países con alto 
o bajo nivel socio-económico, pueden entenderse recor­
dando el mecanismo patogénico de las bacterias toxigé- 
nicas. Estos microorganismos para inducir diarrea 
precisan de la ingestión de un gran inoculo infectante, 
(10^ -10^ organismos), (DUPON et al. 1971; LEVINE et 
al. 1977), que sólo podía obtenerse desde una fuente 
o ambiente altamente contaminado. Esto explica su 
prevalencia en zonas del tercer mundo, y la posibilidad 
de que en países con buenas condiciones sanitarias 
las diarreas puedan producirse en forma de brotes 
ocasionales, a partir de un foco contaminante (alimen­
tario o acuoso),(GANGAR0SA, 1978), o más raramente por 
contacto persona-persona (WHO Scientific working group, 
1980).

1.3.4.3.2.- Brotes diarréicos en niños y adultos

Escherichia coli enterotoxigénico es 
una causa ocasional de brotes de diarrea acuosa en 
guarderías o salas de neonatos y lactantes, así como 
contaminante frecuente de aguas o alimentos, que en 
ciertos lugares provocarán diarreas masivas en adultos.
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En estos últimos, el primer brote conocido 
fue el producido en Crater-Lake (E.E.U.U.), en el 
verano de 1975, entre más de 200 miembros del personal 
que atendía este Parque Nacional y unos 2000 visitan­
tes que bebieron agua contaminada. Fue aislado E. 
coli 06:K15:H16 productor de toxinas LT y ST, (R0SEMBERG 
et al. 1977). Esta misma cepa fue encontrada también 
por KIIDOH et al. (1977), como agente causal de 5 de 
los 38 brotes diarréicos producidos a lo largo de 
los 8 años anteriores en Tokio. Seis más fueron produ­
cidos por E. coli 059:H20 ST+ y uno por E. coli 011:H27 
ST+.

TAYLOR et al̂ . (1982) vuelven a identificar 
E. coli 06:H16 ST/LT, en 20 de las 37 heces diarréicas 
investigadas en otro brote producido entre los clientes 
de un restaurante en el área mejicana de Wisconsin 
(E.E.U.U.). En este caso se dedujo, que el responsable 
de la infección era un manipulador de alimentos.

Esta cepa se ha encontrado implicada no 
sólo en este tipo de problemas, sino en la diarrea 
del viajero y en diarreas coléricas,, (EVANS et al. 
1977a; EVANS y EVANS,1978; MERS0N et al. 1979; BACK 
et al. 1980a; ROWE et al. 1983).

Otros brotes han sido descritos entre perso­
nal sanitario, (W00D et al. 1983), pasajeros de cruceros, 
(LUMISH et al̂ . 1980), o entre niños pequeños acogidos 
en guarderías o salas pediátricas. En la TABLA 10, 
hemos expuesto las características de los casos publi­
cados en niños hasta la actualidad.
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TABLA 10

B r o t e s  D i a r r é i c o s  I n f a n t i l e s  C a u s a d o s  p o r  ECET

Localidad
(PAIS)

NQ Brotes 
Año

Ubicación del Brote 
(N° de afectados)

Transmisión Serotipo Entero-
toxinas

AUTORES

Glasgow 
(R. UNIDO) 2 brotes

Sala de neonatología 
(25 niños) p_p(̂ D 01594120 ST GROSS y ROWE, (1984)

Gloucester 
(R. UNIDO)

Unidad neonatal de cuida­
dos especiales 

(10/18 niños)
p-p(b) 06:H16 ST/LT GROSS y ROWE,(1984)

Biimngham
(EEUU)

Agosto 1971 Sala de neonatología 
(24 niños)

? 0128:H7 ST RYDER et al. (1979)

Maricopa
(EEUU)

Houston
(EEUU)

Varios brotes 
durante 9 me­
ses de 1972 
Dic. 1974- 
Agos. 1975

Unidad cuidados intensivos 
neonatales

Unidad neonatal de cui­
dados especiales

p_p(a)

leche

0142:K86:H6

078:K80:H12

No especi­
fican cual

ST

BOYER et al.(1975) 

RYDER et al.(1976,b)



TABLA 10 (continuación)

Brotes Diarréicos Infantiles Causados por ECET

Localidad
(PAIS)

NQ Brotes 
Año

Ubicación del Brote 
(NQ de afectados)

Transmisión Serotipo Entero- 
toxinas

AUTORES

Louisiana
(EEUU)

1980 lactantes ? 0128:H7 ST WACHMJIH et al.(1983)

Madrid
(ESPAÑA)

Nov.-Dic.1982 Sala de neonatología 
(7 niños)

? LT
(no se estUT 

dia ST)

ESPINOSA et al.(1983)

Burgos
(ESPAÑA)

Nov. 1982 Sala de neonatología 
(8 niños)

? LT
(no se estu­

dia ST)

ESPINOSA et al. (1983)

(a) No se encontró fuente contaminante. Por las características de la diseminación se piensa 
que se debe a contactos persona-persona.
(b) A partir de un bebé pretérmino que desarrolló diarrea a los 4 días de vida.



En general, la diarrea desencadenada por 
E.C.E.T. en este tipo de epidemias se caracteriza 
por ser de grado moderado, (RYDER et al. 1976b), care­
ciendo de la gravedad y agudeza que caracteriza a 
la diarrea colérica, y al contrario de lo que ocurre 
en ésta, suele tener una duración más prolongada,(R0- 
SEMBERG et al. 1977). E.C.E.T. por tanto, puede dar 
lugar a manifestaciones clínicas muy variables, aún 
tratándose de microorganismos con el mismo serotipo 
o fenotipo toxigénico (EVANS et al. 1977a; EVANS y 
EVANS,1978; MERSON et al. 1979; BLACK et al. 1981).
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1.4.- ESCHERICHIA COLI ENTEROPATOGENO

1.4.1.- Concepto. Serogrupación

El término Escherichia coli enteropatógeno 
(E.C.E.P.) designa actualmente, según fue acordado 
por 15 investigadores de 8 países en el Simposium 
Internacional que sobre este tema fue organizado 
en Septiembre de 1982, por el Instituto Nacional de 
Alergia y Enfermedades Infecciosas, en E.E.U.U., a 
las cepas de E. coli capaces de producir una diarrea, 
pertenecientes a los serogrupos epidemiológicamente 
considerados como patógenos, pero sin poseer las carac­
terísticas de las cepas enterotoxigénicas,(productoras 
de las toxinas ST o/y LT), ni las propiedades de las 
cepas enteroinvasivas (GANGAROSA,1978; EDELMAN y 
LEVINE,1983; EDITORIAL Lancet,1983; TOLEDO et al. 
1983; SANSONETTI,1985).

Esta definición por exclusión, recoge proba­
blemente un grupo heterogéneo de cepas que sobrepasan 
el estricto margen impuesto por los criterios seroló- 
gicos clásicos, que consideran como enteropatógenos 
a los siguientes serogrupos: 020; 026; 044; 055; 086; 
0111; 0114; 0119; 0124; 0125; 0126; 0127; 0128; 0142; 
0144; 0158; 0159. SANSONETTI (1985) diferencia ya,
un nuevo tipo de E. coli, que denomina E. coli entero- 
hemorrágico, del que hablaremos más adelante, y es
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probable que en el futuro surjan nuevos grupos distin­
tos, a medida que se conozcan factores específicos 
de patogenicidad.

A pesar de todo^ esta definición de E.C.E.P. 
tiene algunas excepciones, de tal forma que diversas 
investigaciones planteadas en países desarrollados 
sobre cepas enteropatógenas coinciden en demostrar 
que sólo una, perteneciente al grupo 0119, de las 
más de 600 cepas estudiadas producía la toxina LT, 
y ninguna era invasiva (GOLDSCHMIDT y DUPONT,1976; 
EVANS et al. 1977b; GURWITH et al. 1977 y 1978; SC0T- 
TLAND et al. 1980a; R0BINS-BR0WNE et al. 1982; ROTHBAUM 
et al. 1981).

Sin embargo, en países en vías de desarrollo algunas 
publicaciones indican lo contrario, existiendo un pequeño número 
de E.C.E.P. (044; 0114; 0119 y 0128), que también son enterotoxigé- 
nicos(MERSQM et al.1979; REIS et al.1980 y 1982; TOLEDO et al.1983).

Para valorar estas diferencias SC0TTLAND 
et al. (1981) decidieron plantear un estudio sobre 
cepas que, perteneciendo a estos serogrupos, tuvieran 
distintas procedencias. En él corroboran esta discre­
pancia x al comprobar que el 31% de las cepas de origen 
asiático producían enterotoxinas, mientras que sólo 
ocurría en el 3% de las recogidas en el Reino Unido. 
Incluso en estas últimas, 2 de las 3 cepas entero- 
toxigénicas encontradas habían sido aisladas de pa­
cientes diarreicos recien llegados de un viaje a países 
tropicales.

Ahora bien, analizando estos resultados
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SANSONETTI observa que,la mayor parte de los serotipos 
flagelares, (H), de estas cepas no corresponden a los 
E.C.E.P., siendo tan sólo compatible la especificidad 
0. Por ello sugiere que probablemente no se traten 
de E.C.E.P. en sentido estricto, sino de E.C.E.T. 
(SANSONETTI,1985).

Esta solapación serológica apoya la importan­
cia de la determinación de antígeno H, sobre todo 
en los casos esporádicos de diarrea, debiendo huir 
de la identificación simplificada de E.C.E.P. a través 
de la aglutinación exclusiva de las mezclas de anti­
sueros A y B, que es un método inadecuado de detección 
de E.C.E.P., (FARMER et al. 1977), a la que sin embargo 
se recurre frecuentemente, contribuyendo con ello, 
a crear falsos conceptos y malentendidos.

La especificidad de la seroagrupación correc­
ta es corroborada en el Simposium Internacional sobre 
E.C.E.P.* (EDELMAN y LEVINE,1983). En él, SECHTER (de 
Jerusalen, Israel), afirmaba que sólo un número muy 
limitado de serotipos (0:H),(la lista no es mayor de 
25), causa brotes diarreicos en todo el mundo, lo 
que confirmaban a su vez WACHSMUTH, (de Atlanta, 
E.E.U.U.), y 0RSK0V, (de Copenhague, Dinamarca), refi- 
rie'ndose a los E.C.E.P. aislados en sus países respec­
tivos* desde 1948 a 1980 en el primer caso, y desde 
1959 a 1968 en el segundo. En E.E.U.U. todas las 
cepas quedaban incluidas en 34 serotipos, y en Dinamar­
ca 99% de ellas pertenecían a sólo 9 serobiotipos. 
0RSK0V concluye por ello que existen unos serotipos 
básicos distribuidos por todo el mundo, que representan 
probablemente clonos bacterianos; por eso, cuando
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se investigan las propiedades fisiopatológicas de 
los E.C.E.P., la búsqueda debe concentrarse en los 
serotipos más prevalentes (EDELMAN y LEVINE,1983).

1.4.2.- Aspectos epidemiológicos y patogénicos

La negatividad que el grupo de E.C.E.P. 
muestra respecto a los mecanismos de acción que carac­
terizan hasta este momento, a los E. coli virulentos, 
ha hecho que en algunos sectores se hayan planteado 
dudas sobre su poder patógeno, llegando a negar el 
valor de la serotipificación, (ECHEVARRIA et al, 1976; 
GOLDSMIDT y DUP0NT,1976; NETER,1976; GANGAROSA y
MERS0N,1977; CANDY y NEISH,1984). A eso se une el 
hecho, de que si bien hasta 1970 E.C.E.P. se encontra­
ba asociado a numerosas epidemias de diarrea de grave­
dad variable, (BRAY,1945; GILES et al. 1947; TAYLOR 
et al. 1949; BRAUN,1967; EDWARDS y EWING,1972), en 
la actualidad, en áreas templadas y con buena higiene, 
estos brotes no sólo han disminuido en frecuencia 
sino también en gravedad,(SOUTH,1971; EDELMAN y LEVINE, 
1983; EDITORIAL Lancet,1983b), aunque sigan producién­
dose, (EDELMAN y LEVINE,1983). Al mismo tiempo, su 
papel en los casos esporádicos de diarrea es descono­
cido , (Editorial Annals. Intern, Med. 1981), pues son 
muchos los laboratorios que decidieron abandonar la 
serotipificación rutinaria, (EDELMAN y LEVINE,1983). 
Con ello, muchos procesos diarreicos han podido y 
pueden ser catalogados fálsamente como "diarrea inespe- 
cífica" o "no bacteriana " (GURWITH et al. 1978).
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En los casos en los que se ha planteado su 
búsqueda, E.C.E.P. sigue aislándose como uno de los
agentes etiológicos más importantes. GURWITH et al. 
por ejemplo, en una investigación llevada a cabo en 
1977, en Canadá, encuentran que es el patógeno más 
frecuente en los niños diarreicos no hospitalizados, 
menores de 1 año, observando que la enfermedad que 
produce en ellos, es tan grave como la desencadenada 
por Shigella sonnei, y más grave que las enteritis 
de causa no bacteriana. Posteriormente, en 1978, en 
un estudio prospectivo sobre enfermos y controles sanos, 
vuelven a demostrar que su asociación con la enfermedad
diarreica en los niños pequeños, es significativa
(GURWITH et al. 1978) aunque señala que los serotipos, 
en estos casos, cambian de año en año.

Estos hallazgos contrastan sin embargo con
el elevado porcentaje, (15%), de E.C.E.P. aislados 
en portadores sanos por LEVEQUE et al. (1977), lo que 
contribuye a mantener las dudas existentes en nuestras 
áreas sobre el valor del aislamiento de E.C.E.P. en 
casos esporádicos de diarrea. Estas dudas, que ciertos 
autores tratan de resolver proponiendo la realización 
de nuevos estudios que intenten clarificar los hechos, 
(SMITH, 1976; FARMER et al. 1977), no existen en cambio 
en los países subdesarrollados, donde su incidencia, 
tanto en casos esporádicos como en brotes epidémicos, 
es alta, (DONTA et al. 1977; EVANS et al. 1977b; BACK 
et al. 1980b; STINTZING et al. 1982; TOLEDO et al. 
1983), afectando a niños de edad superior a 6 meses, 
y sobre todo a mayores de 2 años, cuando abandonan 
la lactancia materna (SOUTH, 1971).
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1.4.3.- Mecanismos patogénicos

Existen numerosas experiencias que avalan 
la virulencia de E.C.E.P.:

- La admisión en una sala de neonatos sanos 
de un enfermo o convaleciente, eliminando por sus 
heces una de estas cepasf va a desencadenar, a lo 
largo de la siguiente semana, una epidemia de diarrea> 
con la peculiaridad de que de las heces diarreicas 
de los demás recién nacidos va a aislarse en cultivo 
puro una cepa del mismo serogrupo que la original,
y que en el suero de los enfermos se va a producir
una elevación de la tasa de anticuerpos específicos.

- Se ha podido demostrar que tanto en el
niño,(NETER y SHUMWAY,1950), como en el adulto,(FERGU- 
SON y JUNE, 1952; JUNE et al. 1953; KOYA et al. 1954; 
LEVINE et al. 1978), la administración oral de un
elevado inoculo de E.C.E.P. desencadena una diarrea.

Estas demostraciones ponen en evidencia
que E.C.E.P. produce diarrea a través de unos mecanis­
mos distintos a los descritos para E.C.E.T. o E.C.E.I..

1.4.3.1.- Adhesividad

Las investigaciones post mortem y las
técnicas de intubación indicaban» que la capacidad 
de colonizar la mucosa epitelial del intestino delgado
era importante en la patogenia de la diarrea por

- 108 -



E.C.E.P., (EDITORIAL Lancet,1983b). Sin embargo, en 
contraste con lo que ocurre con E.C.E.T. el mecanismo 
de esta colonización es desconocido. Los investigadores 
trataban por ello de encontrar alguna forma de adhe­
sión, que como primer paso, facilitase la proliferación 
posterior. Así, MCNEISH et al. (1975) destacan ya 
la adhesión que ciertas cepas de E.C.E.P. muestran 
sobre un modelo de mucosa de intestino delgado de 
feto humano.

CANTEY y BLAKE, (1976) tratan de investigar 
un nuevo mecanismo de acción en Escherichia coli 
utilizando para ello, la cepa RDEC-1 con enteropatoge- 
nicidad específica para el conejo, (equiparable a lo 
que E.C.E.P. es para el neonato). Tras su inoculación, 
por vía orogástrica, observan que produce la destruc­
ción del microvilli y la adherencia de la bacteria 
a las microvellosidades intactas del intestino, en 
ausencia de invasión de la célula intestinal y de 
producción de enterotoxinas. (CANTEY y BLAKE,1977).

En 1979, CRAVIOTO et al. describen un método 
in vitro que evidencia la capacidad de E.C.E.P. para 
adherirse a las células HEp-2 en cultivo tisular, 
propiedad que no poseen las cepas de E.C.E.T., ni 
de E. coli no patógenas.

Posteriormente, diversos estudios clínicos 
corroboran in vivo la importancia de esta adhesión:

- ULSHEN y ROLLO (1980), describen las mismas 
alteraciones histológicas y ultraestructurales que CAN­
TEY y BLAKE (1977), en un niño de 7 semanas, con 
diarrea intratable y sobrecrecimiento de E. coli
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0125ac:H21 en el intestino delgado.

- CLAUSEN y CHRISTIE (1982), encuentran
que la cepa de E. coli 0111, (no enterotoxigénica,✓
ni invasiva), aislada del intestino delgado de dos 
niños con diarrea, era capaz de adherirse in vitro 
al cultivo de células HEp-2, del mismo modo que in
vivo se observa adherencia al epitelio intestinal 
biopsiado. Este mismo serogrupo de E.C.E.P. es aislado 
como único agente causal, en 15 niños con diarrea
grave intratable, por LACROIX et al. (1984). Todas
las cepas eran del serotipo 0111:K58:H2, no enterotoxi- 
génicas, ni invasivas, resistentes a la mayor parte 
de los antibióticos ensayados, y con la capacidad 
de adherirse a las células HeLa.

- ROTHBAUM et al., en dos estudios sucesivos 
(1981 y 1982), presentan los resultados clínico-patoló­
gicos de 18 casos de enteritis por E. coli enteropató- 
geno 0119, en recién nacidos, a los que practican
biopsia yeyunal. En ella se aprecia una marcada atrofia 
vellositaria, con disolución del glicocalix y se obser­
van las bacterias adheridas en racimos al enterocito.

Todas estas investigaciones apoyan la hipó­
tesis de que la adhesión a la célula intestinal por 
parte de E.C.E.P., es un elemento esencial de su viru­
lencia, y puede representar un nuevo mecanismo de 
acción, aunque todavía se desconoce si es suficiente 
por sí mismo, o precisa de otros factores.
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1.4.3.2.- Citotoxicidad

Varios estudios han podido demostrar 
que E.C.E.P. causa acumulación de líquido, tanto en 
el asa ileal ligada de conejo, (SMITH y GYLES,1970;
GOUHHdir y DUP0NT,1976), como en el intestino de 
rata aislado y perfundido iri vi tro j (KLIPSTEIN et al. 
1978). Estos resultados sugerían que E.C.E.P. era 
capaz de producir enterotoxinas, que afectarían el 
transporte intestinal de agua y electrolitos. Sin 
embargo estas enterotoxinas no eran detectadas por 
los métodos habituales aplicados sobre E.C.E.T., a 
pesar de lo cual existían publicaciones que apoyaban la 
existencia de sustancias tóxicas distintas de las 
toxinas LT y ST.

GOLDSCHMIDT y DUPONT (1976), analizando
2 cepas enteropatógenas que habían causado acumulo 
de líquido en las asas intestinales de conejo, observa­
ron que producían una toxina termolábil, diferente 
de la toxina LT, pues no alteraba las células Y^.

LEVINE et al. (1978), sospechan también 
la liberación de enterotoxinas por parte de 2 de las
3 cepas de E.C.E.P., ensayadas por ellos en volunta­
rios, pertenecientes a los serogrupos 0127 y 0142, 
comprobando que un filtrado concentrado de la cepa 
0142 ?(no ensayan la cepa 0127), causa un descenso 
de la absorción intestinal en perros.

KLIPSTEIN et al_. (1978), descubren en los 
Usados bacterianos de 10 cepas enteropatógenas una
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toxina termolábil de alto peso molecular, y otra termo- 
estable con bajo peso molecular, capaces de aumentar 
la secreción de agua a la luz industrial de ratas.

En 1977, KONOWALCHUK et al. muestran que 
los filtrados de cultivo de ciertas cepas de E. coli, 
tenían un efecto citotóxico irreversible sobre monoca- 
pas de células VERO, distinto al efecto citopático 
reversible, producido por la enterotoxina LT. Esta 
nueva toxina fue denominada verotoxina (VT), (SCOTLAND 
et al. 1980a).

La toxina VT es distinta de las toxinas 
LT y ST, ya que no actúa sobre las líneas celulares 

y CHO, ni provoca acumulación de líquido en la 
prueba del ratón lactante. Sin embargo parcialmente 
purificada, induce cierta acumulación de líquido en 
el ensayo RIL.

En el estudio inicial, KONOWALCHUK et al. 
(1977) identifican 7 cepas productoras de toxina VT 
entre las 26 cepas de E.C.E.P. investigadas (27%). 
3 de ellas pertenecían al serogrupo 026. En el estudio 
de SCOTLAND et al. (1980a), de 253 cepas de E.C.E.P. 
pertenecientes a 11 serogrupos 0, aisladas en el curso 
de epidemias de diarrea infantil en el Reino Unido, 
25,,(10%), fueron VT(+), de las que 23 pertenecían 
al serogrupo 026. De estas, 20 eran del serotipo 
026:H11.

Es evidente por tanto, que existe una clara 
relación entre la toxina VT y el serogrupo 026, como 
corroboran también otros autores (WADE et al. 1979;
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WILSON y BETTELHEIM, 1980; SMITH et al. 1983b).

El interés por esta toxina ha ido en aumento 
desde su descubrimiento por varias razones:

- KARMALI et: al. (1983), demuestran la pre­
sencia significativa de E. coli VT(+) en las heces 
de 11 de 15 niños con síndrome hemolítico-urémico, 
internados en un hospital canadiense, desde 1980 a 
1982. Este hallazgo podría ser de gran importancia 
al tratarse de un síndrome de etiología desconocida 
considerado como una de las causas más frecuentes 
de insuficiencia renal aguda en el niño. Las cepas 
de E. coli VT(+) encontradas, pertenecen al menos 
a 4 serogrupos diferentes 026, 0111, 0113 y 0157:H7, 
siendo los 2 primeros serogrupos enteropatógenos.

- En el curso de una epidemia de diarrea 
acuosa primero y hemorrágica después, desencadenada 
en Michigan y Oregón en 1982, fue identificada una 
cepa de E. coli perteneciente a un serogrupo no entero- 
patógeno, pero tampoco invasivo, ni enterotoxigénico, 
el 0157:H7, capaz en cambio de producir toxina VT 
(RILEY et al. 1983). Esta misma cepa fue también 
la causante de otro brote epidémico en Canadá (J0NHS0N 
et al. 1983).

SANSONETTI (1985) considera que este tipo 
de E. coli puede desglosarse del grupo de E.C.E.P. 
al poseer un serogrupo no incluido entre los patógenos 
clásicos y unas características clinico-patológicas 
específicas, constituyendo el grupo de E. coli entero- 
hemorrágico.
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- Por último, los trabajos recientes de 
O'BRIEN vienen a precisar la naturaleza de la verotoxi- 
na. Una publicación previa de este autor, esgrimía
la posibilidad de que ciertas cepas de E. coli, aisla­
das de heces diarréicas, no enterotoxigénicas ni ente- 
roinvasivas, fueran capaces de producir toxina disenté­
rica (O'BRIEN et al. 1977). Sin embargo, esta hipótesis 
no había podido ser confirmada, hasta que gracias 
a unas modificaciones introducidas en las condiciones 
de crecimiento de las cepas,(cultivo en medio alcalino 
y presencia de una resina intercambiadora de Fe),
se consiguió aumentar su producción (0' BRIEN et al. 
1982).

Al estudiar 5 cepas, una de las cuales co­
rrespondía a la cepa del serogrupo 026 identificada 
por KONOWALCHUK et al. (1977) como productora de toxina 
VT(+), (cepa H-30), comprobaron que los filtrados 
de dicha cepa, al igual que los de la cepa 60R de 
Shigella dysenteriae tipo 1, eran citotóxicas sobre 
las células HeLa, letales para ratones adultos inocula­
dos intraperitonealmente y enterotóxicas en asas liga­
das de intestino de conejo, (O'BRIEN y LAVECK,1983). 
Ambas tienen una gran semejanza en su estructura mole­
cular, y el antisuero específico contra la toxina 
de Shigella, neutraliza el efecto citotóxico que la
toxina VT, sintetizada por la cepa H-30, ejerce so­
bre las células VERO.

En una de estas investigaciones 0' BRIEN
et al. (1983a) muestran que las cepas de E. coli ente- 
rohemorrágico 0157:H7, eran más citotóxicas para
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las células VERO que para las HeLa, citotoxicidad que 
era neutralizada por un antisuero preparado contra 
la toxina de Shigella.

Tanto la toxina de Shigella, como la toxina 
purificada a partir de la cepa 0157:H7, o la obtenida 
de la cepa H-30, son estructural, fisiológica e inmu- 
nológicamente idénticas (O'BRIEN et al. 1983b).

A pesar de estas aportaciones clarificadoras, 
son numerosas las cepas de E.C.E.P. que no presentan 
ninguno de los mecanismos patogénicos expuestos, y 
a la inversa, existen cepas no enteropatógenas que 
pueden presentar estas propiedades (SANSONETTI, 1985).

Por los datos aportados parece también claro 
que, dentro del grupo de E.C.E.P. existe una gran 
diversidad, a pesar de haber sido considerado desde 
siempre como un grupo homogéneo. Queda por determinar 
sin embargo, el tipo de relación existente entre las 
cepas productoras de VT y las cepas adherentes, y 
es seguro que quedan por descubrir también otras toxi­
nas y otros sistemas de adhesión.
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1.5.- ESCHERICHIA COLI ENTEROINVASIVO

Ciertos grupos de E. coli pueden desencadenar 
una enfermedad semejante a la disentería. Se trata 
de los denominados E. coli enteroinvasivos (E.C.E.I.) 
que se caracterizan por su capacidad para penetrar 
en las células epiteliales del intestino,, (DUPONT et 
al. 1971; DESJEUX et al. 1979; MOON et al. 1979), 
multiplicarse en su interior, y dar lugar a una intensa 
reacción inflamatoria que conducirá a la destrucción 
de la mucosa intestinal y a la formación de micro- 
úlceras y escaras en su superficie (LABREC et al. 
1964; KEUSCH, 1981c). Todo ello ha sido comprobado 
experimentalmente, por DUPONT et al., en voluntarios 
adultos a los que administraron por vía oral, cepas 
de E. coli invasivo,, (0124, 0136 y 0143), y por FRISK 
et al. (1981), con la cepa 1056, en hamsters recien 
destetados.

La similitud patogénica entre este tipo 
de 12. coli y el género Shigella, es corroborada por 
el hecho de poseer ambos antígenos somáticos comunes 
(WHO Scientific working group,1980a; KEUSCH,1981c; 
GR0SS y R0WE,1984), y porque aunque bioquímicamente 
E.C.E.I. son E. coli típicos, un porcentaje de ellos 
son incapaces de fermentar la lactosa, de decarboxilar 
la lisina y carecen de antígeno H (SILVA et al. 1980; 
KEUSCH,1981c; TOLEDO y TRABULSI,1983), lo que unido
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a su comportamiento invasivo, puede dar lugar en oca­
siones a confusiones diagnósticas (WHO Scientific 
working group,1980a; EDITORIAL Lancet,1981; KEUSCH, 
1981c; GROSS y R0WE,1984).

De igual forma, para -diagnosticar la capaci­
dad invasiva de E. coli y Shigella son utilizadas 
las mismas pruebas diagnósticas, tanto in vivo como 
in vitro. Las primeras están representadas por la 
prueba de SERENY (1955), que se considera positiva 
cuando la inoculación de 1 gota de un cultivo puro 
de E. coli en el saco conjuntival de un conejo o coba­
ya provoca una queratoconjuntivitis. en la que puede 
detectarse, y posteriormente aislarse de nuevo, el 
microorganismo ensayado. El segundo grupo, utiliza 
los cultivos celulares, ya sea con células HeLa,-(DUPONT 
et al. 1971; STINTZING et al. 1982), como HEp-2,(RUD0Y 
y NELS0N,1975; MEHLMAN et al. 1977; MAKI et al. 1980; 
DAY et al. 1981). Aunque con ambos se obtienen resul­
tados similares, la prueba de SERENY resulta más costo­
sa, existe en ella posibilidad de contagio del perso­
nal manipulador, o de interferencias con la microflora 
indígena, mientras que los cultivos celulares tienen 
una mayor posibilidad de estandarización y adaptación 
a la rutina microbiológica del laboratorio, menor 
costo y mayor rapidez en la obtención de resultados 
(MELHMAN et al. 1977).

Los serotipos que hasta este momento se 
han relacionado con E.C.E.I. pertenecen a un grupo 
reducido, distinto al de los patógenos clásicos(DUPONT 
et al. 1971; SILVA et al. 1980; WHO working group, 
1980a; KEUSCH,1981c; TOLEDO y TRABULSI,1983), y quedan
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reflejados en la TABLA 11. En ella, quedan indicados 
entre paréntesis al lado de cada serogrupo de E. 
coli, los serotipos de Shigella antigenicamente rela­
cionados con ellos, (EDWARDS y EWING,1972b; KEUSCH, 
1981c).

El mejor conocido de todos es el 0124, aisla­
do por primera vez en las heces diarréicas de soldados 
estadounidenses desplazados al Mediterráneo entre 
1943-1945, e identificado también como agente causal 
de un brote diarréico en una escuela del Reino Unido 
en 1947, (WHO Scientific working group,1980a; GROSS 
y R0WE,1984). Ha sido citado además como responsable 
de casos esporádicos y de brotes en adultos, en Ingla­
terra, Hungría, E.E.U.U., transmitido por el agua 
y los alimentos, (KEUSCH,1981c; GROSS y R0WE,1984). 
No obstante, se trata de un agente etiológico muy 
poco frecuente en la diarrea infantil,, (GANGAROSA y 
MERSON,1977; PIKERING et al. 1978), y aunque son pocos 
los estudios existentes para determinar su prevalencia 
en la comunidad, en la mayor parte de ellos no se 
llega a detectar en ningún caso,y(SH0RE et al. 1974; 
ECHEVARRIA et al. 1976 y 1977; EVANS et al. 1977b; 
GURWITH y WILLIAMS,1977), o se hace con escasa frecuen­
cia (MAKI et al. 1980; STINTZING et al. 1982; TOLEDO 
et al. 1983).

Tan sólo se encuentra una tasa de aisla­
miento mayor en 2 estudios realizados en BrasiL 
(GUERRANT et al. 1975; TOLEDO y TRABULSI,1983), y 
en una investigación llevada a cabo por RUDOY y NELSON 
en 1975, en Dallas (Texas), sobre 36 niños con diarrea 
y 17 niños sanos. Estos autores encuentran, en cada

- 118 -



TABLA 11

S e r o t i p o s  d e  £ .  c o l  i e n t e r o  i n v a s i  v o s

028 ac: K73 (ÍS. Boydii 13)

029:

042:

0112 ac: K66 (£>. dysenteriae 2)

0115: (S. boydii 10)

0124: K72 (í3. dysenteriae 3)

0136: K78 (?)

0143: K (S. boydii 8)

0144: (ÍS. dysenteriae 10)

0152:

0164:

0167:

(DUPONT et_ al. 1971; SILVA et al. 1980; WHO Scientific 

working group, 1980a; KEUSCH, 1981c; TOLEDO y TRA- 

BULSI, 1983).



uno de estos grupos, 11 y 2 E.C.E.I. respectivamente. 
Sin embargo, algunos de estos aislamientos eran nega­
tivos en la prueba de SERENY, y dado que en el mismo 
estudio fueron encontrados Shigella y Salmonella en 
15 enfermos, es difícil determinar el papel invasivo 
de los E. coli aislados (GROSS y R0WE,1984).

Aunque la correlación entre patogenicidad 
y serogrupación no está claramente establecida, en 
un trabajo reciente TOLEDO y TRABULSI (1983) relacio­
nan de forma Altamente específica las características 
bioquímicas y serológicas de E. coli, con los resulta­
dos de la prueba de SERENY. En 325 cepas de E. coli 
lisina-decarboxilasa negativos, observan que 138 
reaccionan frente a un conjunto de antisueros que 
reunía los serogrupos de E.C.E.I. más frecuentes, 
y que de ellos, 137 dan positiva la prueba de SERENY.

Basándose en estos resultados, recomiendan 
una pauta que facilitaría en su opinión la detección 
de este tipo de E. coli:

- Todas las cepas de E. coli inmóviles y 
lisin-decarboxilasa negativas deberían ser sometidas 
a seroaglutinación frente a un antisuero polivalente» 
(serogrupos enteroinvasivos).

- Las cepas de E. coli que hubieran agluti­
nado se enfrentarían al antisuero monovalente corres­
pondiente.

Si aglutinaban, se ensayaría en ellas la 
prueba de SERENY.
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H IP O T E S IS  DE TRABAJO



A pesar de la importancia y frecuencia de 
las diarreas agudas infecciosas en la edad pediátrica, 
hasta hace unos años ha existido un gran desconocimiento 
de la mayor parte de los agentes que la producían.

La identificación en las heces de partículas 
víricas, y la demostración de su papel patogénico en 
la mayor parte de las diarreas infantiles supuso un 
extraordinario avance. Sin embargo todavía hoy son 
varios los aspectos que permanecen oscuros en la etiolo­
gía de la enfermedad, fundamentalmente los referidos 
a Escherichia coli, saprofito intestinal habitual, 
que no obstante, aparece relacionado con un gran número 
de brotes diarréicos en niños menores de 2 años de 
edad.

En la última década se ha dedicado una aten­
ción especial al estudio de la patogenia de este micro­
organismo, intentando dilucidar el papel de los distin­
tos mecanismos por él desarrollados.

Se sabe que E. coli es un importante patóge­
no, cuya virulencia está relacionada en unas cepas 
con su capacidad para adherirse al epitelio intestinal 
y para sintetizar toxinas, y en otras, con la posibili­
dad de penetrar a través de la mucosa intestinal inva­
diendo la célula.
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La actividad de algunas toxinas de E. coli, 
(LT y ST), han sido estudiadas con detalle, mientras 
que existen dudas respecto al comportamiento entero- 
tóxico de otras, como VT, así como sobre los mecanismos 
de acción de E. coli enteropatógeno, relacionado clási­
camente con la enfermedad diarreica, y cuya detección 
es discutida en la actualidad.

Por tales motivos, nos proponemos conocer 
el papel que este microorganismo desempeña en nuestro 
medio respecto a otras etiologías, bacterianas y vira­
les, de la diarrea infantil.

Para detectar las propiedades tóxicas, pon­
dremos a punto y evaluaremos diversos ensayos in vivo 
e in vitro, en los que se analizará la actividad de 
las toxinas LT, ST y VT, con el fin de comprobar su 
reproductibilidad y posible utilización práctica en 
nuestro laboratorio.

Para la valoración etiológica de E.C.E.T. 
y E.C.E.P. en la edad pediátrica, se estudiarán prospec­
tivamente las heces líquidas de niños afectos de diarrea 
aguda, con los siguientes objetivos:

- Conocer la incidencia de E.C.E.T. y E.C.E.P 
en la diarrea infantil en nuestro medio.

- Analizar tanto la enfermedad que producen 
como las características de los pacientes afectos, 
observando si existen en ambos, rasgos propios que 
los distingan de otras etiologías.

- Caracterizar los aislamientos de E. coli
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enterotoxigénicos, comparándolos con los descubiertos 
hasta la actualidad por otros investigadores.

- Tratar de conocer el interés clínico y 
microbiológico de identificar E.C.E.P.

- Tratar de conocer si se puede diagnosticar 
de forma rutinaria E.C.E.T. serológicamente, como se 
hace con E.C.E.P.

- Tratar de conocer la utilidad de detectar 
de forma rutinaria E.C.E.T. en nuestros hospitales.

- Conocer la incidencia de otros patógenos 
entéricos, bacterianos y virales, evaluando su importan­
cia respecto a E. coli.
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MATERIAL Y METODOS



3.1.- MUESTRAS DE HECES ESTUDIADAS

3.1.1.- Procedencia de las heces

Con intención pragmática, y ante la ausencia 
de criterios unívocos para definir el signo diarrea 
hemos aceptado como tal la disminución de la consisten­
cia de las heces o/y el aumento del número de deposi­
ciones, a extremos que los familiares o/y el médico 
consideren fuera de la norma habitual del niño concreto.

Sin embargo, dado que el fin primordial de 
nuestro estudio es conocer la incidencia e importancia 
de E. coli enterotoxigénico como agente etiológico 
en la diarrea infantil en nuestro medio, se han selec­
cionado, entre los niños afectos de diarrea aguda, 
atendidos por tal motivo en el Departamento de Pediatría 
del Hospital Clínico Universitario de Valencia, a aque­
llos que llevando al menos 12 horas de evolución, pre­
sentaran unas heces exclusiva o predominantemente lí­
quidas, con o sin moco o sangre, tomando este dato, 
como la expresión patognomónica del mecanismo toxigé- 
nico.

El periodo de estudio abarca 8 meses, compren­
didos desde enero hasta agosto de 1984.

3.1.1.1.- Características de los pacientes

El número de niños estudiados ha sido
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de 101 de los cuales, 6, presentaron dos episodios 
diarreicos totalmente distintos entre sí, a lo largo 
del periodo que duró la recogida de muestras, por lo 
que se han incluido como casos independientes.

Las edades de estos niños están comprendidas 
entre el periodo neonatal y los 14 años, siendo los 
menores de 1 año los que constituyen el grupo mayor 
(70 casos). La distribución por edades queda reflejada 
en la Figura 5.

El número total de pacientes se divide en
3 grupos:

Grupo A.- Constituido por 33 niños, que tuvieron que
ser ingresados en el Departamento de Pediatría
a causa de su proceso diarreico.

Grupo B.- Integrado por 33 pacientes que presentaron 
diarrea en algún momento de su estancia en 
el hospital donde permanecían ingresados 
por procesos patológicos diversos. Todos 
los niños de este grupo, excepto uno, eran 
menores de 1 año de edad, y se encontraban 
en salas de lactantes, neonatos o prematuros.

Grupo C.- Formado por 35 niños, cuyo proceso diarreico 
pudo ser controlado ambulatoriamente.

La distribución de los pacientes, en cada
uno de los 3 grupos se realizó al azar.

3.1.1.2.- Características de las muestras recogidas

Se han realizado en total 104 estudios 
coprológicos, ya que en 3 niños se practicaron 2
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estudios sucesivos, a consecuencia de la persistencia 
de los síntomas o de recaídas tras la mejoría del proce­
so anterior.

En 58 de los 101 niños estudiados (57.4% 
del total), las muestras de heces líquidas obtenidas 
fueron conservadas por congelación a -70°C, para reali­
zar una investigación virológica posterior.

3.1.2.- Recogida de heces

Para realizar el estudio coprológico, las 
heces fueron recogidas en un frasco estéril de boca 
ancha cuando se trataba de niños mayores, o en una 
bolsa estéril, adherida alrededor del ano, cuando se 
trataba de niños pequeños o de lactantes. No se procesa­
ron muestras obtenidas mediante escobillón rectal.

Tras la recogida, las heces fueron remitidas 
al Servicio de Microbiología y procesadas inmediata­
mente para aislamientos bacterianos, fúngicos o exámen 
parasitológico.
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3.2.- INVESTIGACION DE BACTERIAS ENTEROPATOGENAS

Sobre las muestras de heces, se ha planteado 
un estudio global, para identificar cualquiera de los 
microorganismos enteropatógenos presuntos responsables 
de la diarrea. Para ello, hemos desarrollado una pauta 
diagnóstica general, seguida de la identificación de 
cada microorganismo concreto. E. coli, ha sido motivo 
de una investigación complementaria planteada para 
conocer su capacidad enterotoxigénica, lo que nos ha 
obligado a conservar los aislamientos de E. coli de 
cada uno de los coprocultivos realizados.

3.2.1.- Procedimiento diagnóstico general

En la realización del coprocultivo (TABLA 12) 
se han utilizado medios líquidos de enriquecimiento 
(Muller-Kauffman y Leifson al selenito), en los que 
se suspende una pequeña cantidad de heces, y medios 
sólidos de aislamiento (MacConkey, Salmonella-Shigella), 
sobre los que se siembran las heces según su consisten­
cia, bien directamente, o bien previa emulsión en solu­
ción salina fisiológica estéril.

Una vez realizadas las siembras, se incuban 
a 37°C durante 18-24 horas y transcurrido-este tiempo 
se realizaron subcultivos a partir de los medios de
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enriquecimiento a los medios de aislamiento. Paralela­
mente, a partir de las colonias crecidas en los medios 
de aislamiento, se realizan una serie de pruebas de 
identificación bioquímica para la identificación bacte­
riana y un estudio de sensibilidad, incubándose a 37°C 
durante 18-24 horas.

Transcurrido ese tiempo, se efectúa la lectura 
de las pruebas de identificación bioquímica, y si sobre 
el segundo grupo de placas de aislamiento han aparecido 
colonias bacterianas sospechosas de ser distintas a 
las obtenidas anteriormente, vuelve a realizarse una 
nueva batería bioquímica, centrándose el estudio, en 
este caso de forma preferente, sobre las colonias ter­
mentadoras de la lactosa, si queremos identificar 
E. coli.

Por último, se realiza el estudio antigénico.



3.2.2.- Medios de cultivo

3.2.2.1.- Medios de enriquecimiento

Los medios de enriquecimiento se caracteri­
zan por ser líquidos y llevar incorporados determinados 
productos químicos, que detienen o dificultan el creci­
miento de los comensales, facilitando por ello la proli­
feración y posterior recuperación de los patógenos 
buscados.

Hemos utilizado:
- Medio de MULLER-KAUFFMANN
- Medio de LEIFSON al selenito
- Agua peptonada alcalina
- Agua hipersalina

3.2.2.1.1.- Medio de MULLER-KAUFFMANN

Es un medio de enriquecimiento selectivo 
que se usa paralelamente al aislamiento directo sobre 
un medio sólido selectivo (agar SS) para la búsqueda 
de Salmonella en heces.

A partir de la siembra en el medio MULLER- 
KAUFFMANN (M-K) se realizaron resiembras a las 24-48 
horas en el medio de MacConkey y Salmonella-Shigella 
(S-S).

Su composición es la siguiente:

. Caldo de carne (Difeo 0126-02) - - - - - -  --- 900ml

. Carbonato de calcio (Mallinckrodt works, 4072) - 50g
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. Tiosulfato de sodio al 50% (Merck, 6512) -   lOOral

. Solución iodo-iodurada: - - -  ----     20ml
(Iodo 20% (Probus, 3008)-ioduro potásico al 25% (Pan- 
reac))

. Verde brillante (Difeo, 0192-15) - ---------    O.Olg

. Bilis (Merck, 4054) - - -  ----      50ml

Este medio se esteriliza por filtración y se 
dispensan 10 mi en tubos.

Para su siembra se introducen en él 2 mi de 
la suspensión de heces, y se incuba a 37°C, durante 24- 
48 h. Posteriormente se resiembra en medios selectivos 
de aislamiento.

3.2.2.1.2.- Medio de LEIFS0N al selenito

Al igual que el anterior, se siembra para­
lelamente al aislamiento directo sobre un medio sólido 
selectivo.

Se prepara disolviendo en un litro de agua 
destilada, 23 g de polvo del medio Selenito (Difeo, 0275- 
01) y haciendo hervir la mezcla. No se introduce en auto­
clave. Se reparte en tubos, a razón de 10 mi en cada 
tubo.

3.2.2.1.3.- Agua de peptona alcalina

Similar en su utilización a los anterio­
res.

De la siembra realizada en este medio, se hacen 
resiembras en los medios de MacCONKEY y T.C.B.S. agar 
(selectivo para vibriones).
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Composición:

. Peptona (Difeo,0149-01)           15g

. Cloruro sódico (Merck, 6400) - - -  - -  - -  - -  - -  5g

. Agua destilada              lOOOml

. pH=8-8.4

Se calienta hasta la ebullición durante 10 
minutos y se esteriliza posteriormente en autoclave duran­
te 20 minutos a 115°C, siendo necesario comprobar enton­
ces nuevamente el pH del medio, pues la peptona puede 
acidificarlo.

3.2.2.1.4.- Agua hipersalina

Su composición es la siguiente:

. Peptona (Difeo,0149-01)            30g
• Cloruro sódico (Merck,6400) - - - - - - - - - - -  30g
. Agua destilada c.s.p.  ----    lOOOml
. pH=8.6

Se disuelve sin hervir, se distribuye en tubos 
cerrados con tapón de rosca de 16x160, y se esteriliza 
posteriormente en autoclave.

3.2.2.2.- Medios de aislamiento

Entre los medios de aislamiento idóneos 
para las enterobacterias, hemos utilizado:

- Agar lactosado de MacCONKEY
- Agar SALMONELLA-SHIGELLA

3.2.2.2.1.- Agar lactosado de MacCONKEY 
(Instituto Pasteur,69087)

Su composición es la siguiente:
. Peptona (Difeo,0149-01)             20g
. Sales biliares (Merck,4054) -  ----     1.5g
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. Lactosa (Difeo, 0156-15) - - -  - -  - -  - -  - -  - 10g 

. Cloruro sódico (Merck, 6400) - - - -  - -  - -  - -  5g
* Rojo neutro (Difeo, 0208-15) - -  ------   0.03g
• Cristal violeta (Merck, 10127) - - - - - - - -  O.OOlg
. Bacto agar (Difeo, 0140-01) - -       15g
. Agua destilada            lOOOml
. pH=7.4

Se esteriliza en autoclave durante 15 minutos, 
a 121°C, dispensándose luego 20 mi en cada placa de Petri.

Las placas, una vez secas, se siembran e incu­
ban durante 18-24 horas en estufa a 37°C.

Las colonias correspondientes a las bacterias 
que utilizan la lactosa, aparecen de color rojo con un 
halo turbio alrededor, debido al descenso del pH, que 
producen en el medio y la precipitación de los ácidos 
biliares. Por el contrario, las colonias de las bacterias 
que no degradan la lactosa se observan de color blanque- 
cino-amarillento.

3.2.2.2.2.- Agar SALMONELLA-SHIGELLA 
(Instituto Pasteur, 64517)

Es un medio selectivo para el aislamiento 
de los géneros SALMONELLA y SHIGELLA. El verde brillante 
que lleva incorporado inhibe totalmente el crecimiento 
de bacterias Gram positivas y de numerosas enterobacte- 
rias.

Su composición es la siguiente:

. Extracto de carne (Difeo, 0126-02) - - - - - - -  5g

. Proteosa peptona (Difeo, 0120-01-4) - - - - - - -  5g

. Lactosa (Difeo, 0156-15) - - -  - -  - -  - -  - -  - 10g
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- - 8.5g
- - 8.5g
- - 8.5g 
■ - - lg
- 13.5g 

0.00033g
- 0.025g
- lOOOml

Se dispensa en placas de Petri, en la misma 
proporción que el medio de MacCONKEY. Una vez secas, 
las placas se siembran a 37°C durante 24 horas.

Al igual que en el caso anterior las colonias 
que utilizan la lactosa presentan un color rojo, mientras 
que las que no lo hacen, aparecen incoloras y trasparen­
tes. Otras colonias pueden presentarse con un punteado 
negro, que se debe a la producción de ácido sulfhídrico.

3.2.2.3.- Medios utilizados para la identificación

Con las colonias aisladas obtenidas en 
los medios de cultivo anteriormente citados, tanto a 
partir de la siembra, como de las resiembras, se realizan 
las siguientes pruebas para llegar al diagnóstico bioquí­
mico:

3.2.2.3.1.- Investigación de la movilidad

La investigación de la movilidad se ha 
de realizar siempre a partir de cultivos jóvenes, pues 
es una característica que se puede perder con el tiempo.

El método utilizado ha sido la investigación 
en medio semisólido,utilizando para ello el medio manitol-
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• Citrato de sodio (Mallinckrodt, 0754)
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. Citrato de hierro (Merck, 3759) - - • 
. Agar (Difeo, 0140-01) -------   -
. Verde brillante (Difeo, 0192-15) --- -
. Rojo neutro (Difeo, 0208-15) --------
- Agua destilada  ---------------------
. pH=7



movilidad (Instituto Pasteur, 64877), y solamente en 
casos dudosos se efectuó en fresco, observándola al mi­
croscopio sobre portaobjetos.

El medio se prepara disolviendo 28 g en 1000 
mi de agua destilada; se distribuye en tubos de forma 
que quede una columna de unos 50 mm, esterilizándolos 
en autoclave durante 15 minutos a 120°C.

Se inocula por punción, procurando seguir esta 
línea al retirar el asa de platino.

Los tubos se incuban a 37°C durante 24 horas. 
La reacción positiva viene indicada por la aparición 
de turbidez o de líneas de crecimiento visibles que se 
apartan de la estría de la siembra.

3.2.2.3.2.- Enzimas respiratorios

3.2.2.3.2.1.- Catalasas

La investigación de las catalasas se 
basa en la reducción del peróxido de hidrógeno y libera­
ción de oxígeno (DAGUET,1977). Se utiliza como reactivo 
el agua oxigenada de 10 volúmenes (3%), del que se toma 
una gota en la que se emulsiona una parte de la colonia 
a estudiar, sobre el portaobjetos; si el microorganismo 
posee una catalasa, se observa un desprendimiento de 
burbujas de oxígeno, que no aparecerán en caso contrario.

3.2.2.3.2.2.- Citocromooxidasas

Las oxidasas son enzimas capaces de 
activar el oxígeno gaseoso, de trasferir dos electrones 
para producir agua oxigenada, o de fijar el oxígeno sobre 
un sustrato (BRIS0U,1971).

La citocromooxidasa es un enzima ferroporfirí- 
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nico, presente en toda célula en la que funcione el siste­
ma respiratorio de los citocromos.

Para su detección se utilizaron tiras de papel 
absorbente impregnado con los reactivos que se indican 
a continuación, y sobre los cuales, se extiende la colo­
nia a estudiar. El método está basado en las descripcio­
nes de GORDON y MacLEOD (1928), y modificado por KOVACS 
(1956).

Reactivos:
- Clorhidrato de NN-dimetil-parafenil-diamina (Sigma,D- 
4139) en solución acuosa al 1%.
- Alfa-naftol (Merck,6223), en solución alcohólica de 
95% al 1%

En el caso de que el microorganismo posea un 
citocromo oxidasa, aparece una coloración azul intensa 
debida a la formación de azul de indofenol.

3.2.2.3.2.3.- Prueba de inhibición enzimática (C.N.K.)

Para el estudio de la sensibilidad 
al cianuro potásico (C.N.K.), como inhibidor enzimático 
se ha utilizado la técnica de BRAUN (1932), modificada 
por MOLLER (1954).

El medio está compuesto por agua peptonada 
tamponada, a la que se añade 0.5% de CNK (Mallinckrodt, 
6881), hasta conseguir una concentración final del 1.5%.

Se distribuye en tubos, a razón de 1 mi por 
tubo. La siembra se realiza a partir de un cultivo de 
18-24 horas. La reacción positiva se manifiesta por la 
inhibición del crecimiento bacteriano en 24 horas a 37°C.
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3.2.2.3.3.- Metabolismo de los hidratos de carbono

3,2.2.3.3.1.- Vía de degradación de los hidratos de 
carbono (Prueba de Hugh-Leifson)

Para determinar si la bacteria degrada 
los glúcidos por vía oxidativa o fermentativa, se ha uti­
lizado el medio de Hugh y Leifson, cuya composición es
la siguiente:
. Triptona (Difeo,0123-01) - - -  - -  - -  - -  - 2g
. Cloruro sódico (Merck, 6400) - - -  - -  - -  - -  - -  5g
. Fosfato bipotásico (Merck,5099)    ----    0.3g
. Agar (líLfco, 0140-01) - - - - -  - -  - -  - -  - -  - -  2.5g 
. Azul de bromotimol (Merck,3026) - - - - - - -  0.03g
. Agua destilada              lOOOml
. pH=7.1

Una vez distribuido en tubos a razón de 10
mi, se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Para su utilización se regenera el medio en
baño a 100°C, añadiéndose el glúcido a estudiar de forma 
que queda a una concentración del 1%, y se solidifica 
después en agua fría.

Para estudiar el metabolismo oxidativo o fer­
mentativo de la glucosa, seguimos las indicaciones de 
HUGH y LEIFSON (HUGH y LEIFSON,1953), tomando 2 tubos 
de este medio adicionados de glucosa y sembrándolos por
picadura vertical a partir de un cultivo de 18-24 horas.
Uno de ellos se cubre de una capa de parafina estéril 
y ambos se incuban a continuación a 37°C, examinándolos 
diariamente.

La producción de ácido se traduce por el virado 
del indicador de pH, pasando la coloración del medio
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a amarillo. De esta forma se pueden distinguir:

- bacterias fermentativas, que dan reacción ácida en
los 2 tubos, con o sin producción de gas.
- bacterias oxidativas, que dan reacción ácida sólo en
el tubo abierto, mientras que en el tubo cerrado no se 
modifica el pH.
- bacterias inertes o inactivas, que no modifican el
pH en ninguno de los dos tubos.

HUGH y LEIFSON (1953), demostraron que los 
microorganismos que oxidan la glucosa sin fermentarla, 
son incapaces de fermentar cualquier otro azúcar, siendo 
suficiente estudiar el metabolismo de los otros azúcares 
sólo en los tubos abiertos.

3.2.2.3.3.2.- Fermentación butilenglicola (R. de Voges- 
Proskauer)

Esta reacción, descrita por Voges-Proska- 
uer, permite descubrir en los cultivos microbianos la 
presencia de acetil-metil-carbinol, o acetona, metabolito 
intermediario de la fermentación butilenglicólica.

Se ha utilizado el medio Clark y Lubs (RMVP), 
cuya composición es:

• Peptona (Difeo,0149-01) - - -  - -  - -  - -  - -  - -  7g
. Fosfato bipotásico (Merck, 5099) - - -  - -  - -  - -  5g
. Glucosa (Difeo,0155-17) - - -  - -  - -  - -  - -  - -  5g
. Agua destilada              lOOOml
. pH=7.0

El reactivo utilizado en la lectura de la reac­
ción es:
- Alfa-naftol (Merck,6223), al 6% en alcohol de 96°
- Hidróxido sódico (Panreac), o potásico (Panreac Cod 
131515) al 16%
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El método utilizado en la reacción V.P., ha
sido el descrito por RICHARD (RICHARD,1970 y 1972).

Se colocan 0.5 mi de medio base en un tubo
de 22x220 mm. Se inocula e incuba a 37°C durante 18 h, 
tras lo cual se añaden 0.5 mi de alfa-naftol, y 0.5 mi
de NaOH, se calienta hasta la ebullición, y luego se
agita durante 1 minuto. La reacción positiva se manifiesta 
por un color franco.

3.2.2.3.3.3.- Fermentación ácida mixta (R. de rojo 
de metilo)

Se ha utilizado, como en el caso ante­
rior, el medio de Clark y Lubs.

El reactivo que se utiliza para su lectura
es el siguiente:
. Rojo de metilo (Difeo,0207-13) - - -  - -  - -  - -  O.lg 
. Alcohol de 96° - -  - - - - - - - - - - - - - - -  300ml
. Agua destilada - - -    ----- -  ----   200ml

Para la reacción del rojo de metilo, se colocan 
0.5 mi del medio base en un tubo de 11x110 mm. Se inocu­
lan e incuban durante un mínimo de 48 horas, al cabo 
de las cuales se realiza la lectura, añadiendo 1-2 gotas 
de indicador de rojo de metilo. La reacción positiva 
se traduce por una coloración roja (pH ácido).

3.2.2.3.3.4.- Medio de Kligler

Se utiliza en la identificación de baci­
los Gram negativos, basándose en la fermentación de la 
lactosa y de la glucosa (con o sin producción de gas), 
y la producción de sulfuro de hidrógeno.

El medio de Kligler, (Difeo,0086-01), se prepara 
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diluyendo 55 g ‘en 1000 mi de agua destilada, haciéndolo
/hervir y esterilizándolo en autoclave.

Debe de solidificar inclinado, de forma que 
aproximadamente 2/3 del medio quede en pendiente (pico 
de flauta).

Se siembra, a partir de una colonia, el fondo 
por picadura y la pendiente en estrías centrales, y se 
incuba a 37°C durante 18-24 horas.

La utilización de este medio nos da 5 respues­
tas (LE MIN0R,1972):
- Si la base del medio aparece de color amarillo, indica 
que la glucosa ha sido fermentada; en caso contrario 
el medio no cambia de color .
- Cuando el microorganismo tiene capacidad para fermentar 
la lactosa, aparece un color amarillo en la base del 
medio.
- La producción de sulfhídrico se verá en el apartado 
de enzimas diversos.
- También se puede averiguar si la cepa posee o no una 
lisina-decarboxilasa, mediante la técnica de CARLQUIST 
(CARLQUIST,1956).

3.2.2.3.3.5.- Prueba de beta galactosidasa (&N.P.G.)

Sirve para diferenciar las bacterias
con actividad lenta sobre la lactosa de aquellas que 
carecen absolutamente de actividad (BULL0W,1956; LE MINOR 
y BEN HAMIDA,1962).

Par que la lactosa sea fermentada por una bac­
teria es necesario que penetre en el interior de la célu­
la bacteriana, lo que va a depender de una enzima (galac-
topermeasa), y que otra enzima intracelular, beta-galac-
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tosidasa, desdoble la molécula en glucosa y galactosa.

Un microorganismo puede ser lactosa negativo 
porque carezca de galactopermeasa, a pesar de que posea 
beta galactosidasa.

Sin embargo, el orto-nitrofenilgalactósido 
(ONPG) se difunde fácilmente en la célula, donde es escin­
dido por la misma enzima betagalactosidasa en orto-nitro- 
fenil (que al quedar libre se traduce por una coloración 
amarilla) y en beta-galacto-piranósido.

El material necesario para realizar la prueba
e s :
- Solución salina fisiológica estéril.
- Discos de papel absorbente impregnados en ONPG (Inc., 
17038).
- Cultivo del microorganismo de 18-24 horas.

En un tubo de hemólisis se colocan 0.25 mi 
de solución salina fisiológica estéril. Se realiza una 
emulsión densa del microorganismo, y se añade un disco 
de ONPG. Se examina a los 20 minutos, y tras 1,2,3 y 
24 horas (BALLIVEAU et al. 1968). La existencia de una 
beta-galactosidasa se traduce, como ya se ha comentado 
anteriormente, por la aparición de una coloración amari­
lla.

3.2.2.3.3.6.- Medio manitol movilidad

La utilización de este medio nos permite
conocer : *
- la movilidad del microorganismo
- la fermentación del manitol
- la existencia o no de una nitratasa
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Su composición y forma de uso ya ha quedado 
descrita en el apartado 3.2.2.3.I.

La fermentación del manitol por el microorga­
nismo se demuestra por el cambio de pH? (acidificación) 
que sufre el medio, que hace cambiar su color rojo a 
amarillo.

3.2.2.3.3.7.- Medio base para azúcares

Se utiliza, tras la adición de los glúci- 
dos correspondientes, para diferenciar los microorganis­
mos que fermentan los hidratos de carbono, de los que 
no los fermentan, y para detectar los productos resultan­
tes de dichas fermentaciones.

El medio base utilizado es el denominado agua 
de peptona con azul de bromotimol, cuya composición es:
. Peptona (Difeo,0149-01) - - -  - -  - -  - -  - -- - - 15g
. Cloruro sódico (Merck, 6400) - - -  - -  - -  - -  - -  5g
.. Agua destilada -  ---       lOOOml
. pH= 7.5-7.6

Esta mezcla se calienta hasta la ebullición 
durante 1 a 2 minutos, y tras comprobar el pH, se añade 
el indicador: 12 mi de solución de azul de bromotimol
al 1/500, que se prepara de la siguiente forma:
. Azul de bromotimol (Merck,3026) - - -  - -  - -  - -  lg
. NaOH N/10 (Panreac, 131687)-----------------------  25ml
. Agua destilada - - -             - - 475ml

Posteriormente se distribuye en tubos, a razón 
de 5 a 10 mi y se esteriliza en autoclave a 115°C, duran­
te 30 minutos.

Una vez preparado el medio base, el azúcar 
se añade de forma que quede a una concentración final
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de 0.5-1%.

Los azúcares que se utilizan deben ser esteri­
lizados por filtración. Entre ellos se han utilizado: 

Pentosas = xilosa 
Hexosas = glucosa 
Disacáridos = trealosa, lactosa 
Polialcoholes = dulcitol, inositol 
Glicósidos = salicina

La reacción positiva se traduce por un virado 
del indicador de pH, de azul a amarillo, no debiendo 
darse como positiva hasta que no se produzca un cambio 
evidente y total de todo el medio.

3.2.2.3.A.- Catabolismo de las sustancias nitrogenadas

3.2.2.3.A.1.- Investigación de decarboxilasas y de 
hidrolasas

Lisina decarboxilasa (LDC), ornitina 
decarboxilasa (ODC) y arginina dehidrolasa (ADH), son 
enzimas inducidos elaborados durante la fase logarítmica 
del crecimiento bacteriano, que actúan sobre los amino­
ácidos correspondientes dando lugar a aminas terminales, 
en las cuales reside el interés desde el punto de vista 
de la identificación del microorganismo. La síntesis 
de estos enzimas se ve favorecida por el pH ácido (WOLFE 
y AMSTERDAM,1968), precisándose que el sustrato esté 
en el medio de cultivo para que el microorganismo pueda 
realizarla.

El medio utilizado ha sido el medio de Falkow 
(FALK0W,1958) sin peptona (RICHARD,1970; THIBAULT y LE 
MIN0R,1957), adicionándose los aminoácidos correspondien­
tes. Su fundamento es el siguiente:
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- En una primera fase la cepa a investigar fermenta la 
glucosa existente en el cultivo y el medio se acidifica 
tomando color amarillo.
- En una segunda fase, y favorecido por el pH ácido, 
en presencia del sustrato, el microorganismo realiza 
la biosíntesis del enzima que actúa sobre aquel, dando 
lugar a la amina terminal, y a la alcalinización del 
medio, que volverá a tomar coloración violeta.

La composición del medio es la siguiente:
. L-lisina (Merck,5700)(o L-ornitina, o L-arginina) 2.5g 
. Extracto de levadura (Difeo,0127-01) - - - - - - 1 . 5 g
. Glucosa (Difeo,0155-17) ------------------------  0,5g
. Bromocresol púrpura (Difco,0201-ll)(1.6% en

alcohol de 9 5 ° ) --------------  0.5ml
. Agua destilada - - - --------         500ml
. pH= 6 . 3 - 6 . A

Se esteriliza a 120°C, durante 15 minutos, 
distribuyéndose en tubos.

La siembra se realiza a partir de una suspen­
sión de la cepa a estudiar en solución salina fisioló­
gica estéril de forma que quede a una concentración de 

8 910 -10 bacterias/ml. La cepa debe proceder de un cultivo 
en agar nutritivo.

Los tubos con el medio de Falkow se inoculan 
a razón de 5 gotas por tubo, recubriéndose su superficie 
con 1 mi de parafina líquida estéril.

Junto a estos tubos de racción, se debe utili­
zar siempre un tubo testigo sin sustrato. Se incuban. a37°C 
y deben examinarse durante 4 días.
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La reacción positiva se manifestará por el 
virado del medio a violeta-púrpura, mientras que en caso 
de reacción negativa el medio permanecerá amarillo. El 
tubo testigo deberá quedar también amarillo, en caso 
contrario el resultado de la reacción no es válido.

3.2.2.3.4.2.- Proteolisis de la gelatina

El método utilizado para investigar 
la hidrólisis de la gelatina, ha sido el preconizado 
por LE MINORy PIECHAUD (1963), basado en la utilización 
de una película fotográfica previamente velada.

Para la búsqueda de la gelatinasa, se realiza 
una suspensión de bacterias en aproximadamente 0.5 mi 
de solución salina fisiológica estéril. Después se coloca 
una tira de la película, de forma que una parte queda 
sumergida y la otra no, sirviendo esta última como testi­
go de la reacción. Se le añaden 1-2 gotas de tolueno 
(Panreac,141745) para acelerar la reacción y se tapa 
el tubo para evitar la evaporación, llevándose seguidamen­
te a incubar a 37°C, debiéndose leer durante 4 días conse­
cutivos.

La reacción positiva» (presencia de gelatinasa)» 
se manifiesta por la liberación de las sales de plata 
de la película en la zona sumergida» quedando el soporte 
transparente.

3.2.2.3.4.3.- Investigación de la ureasa

La ureolisis es una propiedad muy exten­
dida entre los microorganismos. Se pone de manifiesto 
por una alcalinización del medio que contenga el sustrato 
específico (STUART et al. 1945)•

El medio base utilizado es el medio urearindoLde
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FERGUSON modificado por ROLLAND, et al. 1947, que sirve 
para valorar tres tipos de reacciones: búsqueda de la 
presencia de ureasa, producción de indol y determinación 
de la presencia de triptófano desaminasa.

La composición del medio es la siguiente:
. L-triptófano (Merck,8374) - - -  - -  - -  - -  - -  - 3g 
. Fosfato monopotásico (Panreac,141509) - - - - - -  lg
. Fosfato bipotásico (Merck,5099) - - -  - -  - -  - -  lg 
. Cloruro sódico (Merck, 6400) - - -  - -  - -  - -  - -  5g
. Urea (Merck,8488)             20g
. Alcohol de 95° - - -  - -  - -  - -  - -  - -  - -  - -  lOml
. Rojo de fenol (Flow 16-900-49)           25mg
. Agua destilada    ----      lOOOml

La esterilización se realiza por filtración 
y se conserva a +4°C.

La siembra se realiza añadiendo unas gotas 
de la suspensión bacteriana espesa sobre 0.5 mi del me­
dio. En la reacción positiva la enzima ureasa hidroliza 
la urea en amoníaco y anhídrido carbónico. Por producción 
de amoníaco se alcaliniza el medio, con lo que éste toma 
un tinte rojizo.

3.2.2.3.4.4.- Producción de indol

La detección de la presencia de indol 
se realiza mediante la adición de reactivo de K0VACS 
(K0VACS,1928), que producirá una coloración rojiza en 
la superficie del medio.

El medio base utilizado es el urea-indol ante­
riormente citado.

El reactivo de K0VACS está compuesto por:
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. Paradimetil-amino-benzaldehido (Merck,3058) - - - 5g

. Alcohol amílico (Merck,975) -  ----     75ml

. Ac. clorhídrico concentrado (PRS,141019) - - - 25ml

3.2.2*3.4.5.- Fenilalanin-desaminasa

El medio utilizado ha sido el agar 
fenilalanina, en el cual la fenilalanina es transformada 
en ácido fenil-pirúvico por la enzima fenilalanina-desami- 
nasa. Como revelador de la reacción se utiliza cloruro 
férrico, al 10% en agua destilada.

El medio agar de fenilalanina está compuesto
de:
. Extracto de levadura (Difeo,0127-01) - - - - - -  3g
. Fosfato bipotásico (Merck,5099) - - -  - -  - -  - -  lg 
. Cloruro sódico (Merck, 6400) - - -  - -  - -  - -  - -  5g 
• D-L-fenilalanina (Merck,7256) - - -  - -  - -  - -  - 2g
. Agar (Difeo,0140-01)-------------------------------- 12g
. Agua destilada - - -  - -  - -  - -  - -  - -  - -  lOOOml

Para su utilización se distribuye en tubos 
y se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Una vez sacado del autoclave, los tubos se 
colocan de forma que la solidificación del medio sea en 
pendiente.

La siembra se realiza por estría en superficie, 
que se incuba en estufa a 37°C durante 18-24 horas.

Para la lectura se le añaden 4-5 gotas de la 
solución de cloruro férrico, manifestándose la presencia 
de ácido fenil-pirúvico, por la aparición inmediata de 
una coloración verde intenso.
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3.2.2.3.5.- Acción sobre las sales de ácidos orgánicos

3.2.2.3.5.1.- Utilización del citrato

Se investiga la capacidad que presentan 
ciertas bacterias de utilizar el citrato como fuente 
de carbono (SIMM0NS,1926).

El medio utilizado es el agar citrato de Sim- 
mons; es un medio sintético, que tiene como fuente de 
nitrógeno el fosfato de amonio, y como única fuente de 
carbono el citrato de sodio.

La composición del medio es la siguiente:
. Sulfato de magnesio (Merck,5886) - - - - - - - - 0 . 2 g
. Fosfato de amonio (Merck, 1126) - - -  - -  - -  - -  lg 
• Fosfato bipotásico (Merck,5099) - - -  - -  - -  - -  lg 
. Citrato de sodio (Mallinckrodt,0754) - - - - - -  2g
. Cloruro sódico (Merck, 6400) - - -  - -  - -  - -  - -  5g
. Agar (Difeo,0140-01)-------------------------------- 15g
. Azul de bromotimol (Merck,3026)-----------------  0.08g
. Agua destilada  ----       lOOOml

Una vez preparado el medio se distribuye en 
tubos y se esteriliza a 121°C, durante 15 minutos. A 
continuación, se colocan los tubos de forma que el medio 
solidifique en pendiente.

La siembra del microorganismo a estudiar se 
realiza a partir de un medio sólido, y la utilización 
del citrato se manifiesta por el cambio de coloración 
que sufre el medio, pasando de verde a azul.

3.2.2.3.5.2.- Utilización del malonato

Se utiliza un medio líquido cuya compo­
sición es la siguiente:
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. Extracto de levadura (Difeo,0127-01) - - - - - -  lg

. Sulfato de amonio (Merck, 1217) - - -  - -  - -  - -  2g

. Fosfato bipotásico (Merck,5099) - -  -------   0.6g

. Fosfato monopotásico (Panreac,141509) - - - —  0.4g 

. Cloruro sódico (Merck,6400) - - -  - -  - -  - -  - -  2g 

. Malonato de sodio (Merck,6527) - - -  --. - - -  - 6g

. Azul de bromotimol, a 1/500 (Merck,3026) - - --- 12.5ml

. Agua destilada  ----  - -       lOOOml

. pH= 6.1

Una vez preparado el medio se reparte en tubos 
a razón de 5 mi, y se esteriliza en autoclave a 120°C 
durante 15 minutos.

La siembra se realiza por emulsión espesa del 
microorganismo en el medio, y se incuba a 37°C, durante 
72 horas.

Si el microorganismo utiliza el malonato de 
sodio como única fuente de carbono, el medio sufre un 
cambio de coloración pasando de amarillo verdoso a azul 
intenso (EWING et al. 1957; LE MIN0R y BEN HAMIDA, 1962).

3.2.2.3.5.3.- Utilización del tartrato

Se utiliza un medio líquido compuesto
por:
. D-Tartrato (Merck, 6663)             lOg
. Peptona (Difeo, 0149-01)             - - lOg
. Hidróxido sódico N/10 (Panreac,131687) - - - - -  8.5ml 
. Azul de bromotimol al 1/500 (Merck,3026) - - - - 12ml
. Agua destilada - - - - - - - - -  --- - -    - -  lOOOml
. pH= 7.4

Se reparten en tubos a razón de 3 mi esterili­
zándose en autoclave a 115°C, durante 15 minutos.
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La siembra se realiza por emulsión espesa, 
siendo preferible sembrar dos tubos para así, poder reali­
zar una lectura precoz (a los dos días), y otra tardía 
(a los 7 días).

Para la lectura, se añaden 0.5 mi de solución 
saturada de acetato de plomo. Si la reacción es positiva 
se formará un precipitado que ocupa las dos terceras 
partes del tubo (LE MINOR,1972).

3.2.2.3.5.4.- Utilización del mucato

El medio base utilizado es el agua 
peptonada al azul de bromotimol cuya composición es la
siguiente:
. Peptona (Difeo,0149-01) - - -  - -  - -  - -  - -  - -  15g 
. Cloruro de sodio (Merck,6400) - - -  - -  - -  - -  - 5g 
. Agua destilada - - - - - - - - - - - - - - - - -  lOOOml
. pH= 7.5-7.6

La mezcla, se calienta hasta la ebullición 
durante 1-2 minutos, y tras comprobar el pH, se le añade 
el indicador: 12 mi de azul de bromotimol al 1/500 que
se prepara de la siguiente manera:
. Azul de bromotimol (Merck,3026) - - -  - -  - -  - -  lg
. NaOH N/10 (Panreac, 131687)-----------------------  25ml
. Agua destilada - - - - - - - - - - - - - - - - -  475ml

Una vez preparado el medio base, el mucato 
se añade de forma que quede a una concentración de 0.5 
a 1%.

Posteriormente se distribuye en tubos a razón 
de 3 mi, y se esteriliza en autoclave a 115°C durante 
30 minutos.
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La siembra se realiza por emulsión a partir 
de un cultivo de 18-24 horas.

3.2.2.3.6.- Investigación de enzimas diversos 

3 . 2 . 2 . 3 . 6 . 1 Nitratasa

Esta prueba trata de poner en avidencia 
la propiedad que tienen ciertos microorganismos de redu­
cir los nitratos en nitritos (WALLACE y MEAVE,1927), 
para lo cual es necesaria la adición de los reactivos 
A y B de Griess al medio empleado, que es el de manitol- 
movilidad (ya descrito en el apartado 3.2.2.3.1.).

La composición de los reactivos es la siguien­
te:

Reactivo A
. Acido sulfanílico (Mallinckrodt,2864) - - ----- - 0.8g
. Acido acético 5N (Panreac,131008) - -  ---  ----- - lOOml

Reactivo B
. Alfa naftilamina (Merck,6245) -  ----  0.5g
. Acido acético 5N (Panreac,131008) - --- --- _ _ _  lOOml

La preparación del ácido acético 5N se realiza 
agregando una parte de ácido acético glacial a 2.5 partes 
de agua.

Para la lectura se añaden los reactivos A y 
B a partes iguales. La reducción de los nitratos a nitri­
tos se pone de manifiesto por el cambio de coloración, 
apareciendo el medio con un color rojo fuerte en 1 a 
2 minutos.

Si la reacción es negativa (medio coloreado 
de amarillo), puede ser debido a que los nitratos no se 
hayan reducido, o a que la reducción haya sido completa,
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sobrepasando el estadio de nitritos,, transformándose en 
amoníaco o nitrógeno. Para discernir entre ambas posibi­
lidades se añadirá un poco de zinc en polvo, con lo cual, 
si los nitratos no han sido metabolizados, se reducirán 
quimicamente al contacto con el zinc, apareciendo una 
coloración rojiza alrededor de las partículas de Zn. 
Si los nitratos habían pasado a amoníaco o nitrógeno, 
el medio permanece invariable, siendo considerada enton­
ces la reacción como positiva.

3.2.2.3.6.2.- Producción de sulfhídrico

La producción de sulfhídrico testimonia 
la desintegración de las peptonas y de sus aminoácidos 
azufrados (ZOBELL y FELTHAM,1934; CLARKE,1953).

El medio utilizado para su estudio ha sido 
el agar de Kligler,ya descrito en el apartado 3.2.2.3.3.4.

La producción de sulfhídrico se traduce por 
un ennegrecimiento del medio en la zona de unión entre 
la base y la porción inclinada.

3.2.2.3.6.3.- Tetrationato-reductasa

La investigación de la tetrationato 
reductasa tiene especial interés en las bacterias Gram- 
negativas anaerobias facultativas (LE MINOR y PIECHAUD, 
1963), y sobre todo en Salmonella (LE MINOR,1967).

Se ha utilizado un método simplificado sobre 
medio líquido (LE MINOR,1972) cuya composición es la 
siguiente:
. Tetrationato de potasio (Merck,5169) - - * - - - -  5g
. Azul de bromotimol al 1/50 (Merck,3026) -  --- 25ml
. Agua peptonada    -------------------- - -   lOOOml
. pH= 7.4
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Se esteriliza por filtración y se reparte en
tubos estériles a razón de 3 mi. Este medio puede ser
conservado durante varias semanas a 4°C.

Se siembra por emulsión de la cepa a estudiar, 
que se incuba en estufa a 37°C.

La reacción positiva se manifiesta por el vira­
do de color del medio, que pasa a amarillo en 1-3 días,
mientras que será negativa si no se produce el cambio 
de coloración en 5 días. Pasado este tiempo, puede produ­
cirse una acidificación espontánea del medio con el con­
siguiente cambio de color, por lo que ya no es válida 
la lectura (LE MINOR y PICHIN0TY,1963; NICOLLE y LE MI- 
N0R,1965).
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3.2.3.- Diferenciación general de las entero- 
bacteriaceas

Los componentes de esta familia se definen 
como cocobacilos Gram-negativos, oxidasa negativos y 
no formadores de esporas. Son móviles, por flagelos perí- 
tricos o inmóviles; son aerobios-anaerobios facultativos, 
fermentan la glucosa, son catalasa positivos (excepto 
en el caso de S. dysenteriae 1) y reducen los nitratos 
a nitritos (excepto algunas especies de Erwiniae)(MARTIN 
y WASHINGTON,1980; 0RSK0V y 0RSK0V,1981).

Se clasifican en 5 tribus en base a las siguien­
tes características (tabla 13):

- Patrón de fermentación
- Rojo de metilo
- Voges-Proskauer
- Fenil-alanina-desaminasa
- Reducción de los nitratos
- Hidrólisis de la urea
- Crecimiento en KCN

Los componentes de las tribus I, IV y V utili­
zan la vía ácido-mixta. La tribu Erwiniae (tribu V) tam­
bién puede fermentar los carbohidratos produciendo 2- 
3 butanediol, mientras que los componentes de la tribu 
II sólo pueden utilizar esta última vía para realizar 
el proceso de fermentación.

Los microorganismos de las tribus I, III y 
IV y algunas especies de la tribu II son rojo metilo 
positivos.

Algunas especies de las tribus II, III y V 
pueden dar positiva la reacción de Voges-Proskauer.
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TABLA 13

C A R A C T E R E S  D I F E R E N C I A L E S  DE L A S  E N T E R O B A C T E R I  A C E A E

TRIBU 1

Escherichieae
TRIBU I I

Klebsielleae
TRIBU I I I

Proteeae
TRIBU IV

Yersinieae
TRIBU V

Erwinieae

Patrón fermentación Acido-mixta 2-3 butanediol Acido-mixta Acido-mixta y 
2-3 butanediol

R.M. + D + +
V.P. - D D - D
F.A. desaminasa - - + - D
Reducción nitratos + + + + D
Ureasa - D D D -

Crecimiento en KCN D + + - D

D: diferentes reacciones por diferentes especies de un género. 
BUCHANAN y GIBBONS, 1974 (tomado de ORSKOV, F, 1981).



La tribu Proteeae posee una fenil-alanina desa- 
minasa, del mismo modo que algunas especies de Erwiniae.

Todos reducen los nitratos en nitritos, excepto 
algunos tipos de Erwiniae, como ya señalábamos con ante­
rioridad. Esta tribu y la tribu Escherichieae no producen 
nunca hidrólisis de la urea. Por otro lado, los microorga­
nismos de la tribu Yersinieae no son capaces de crecer 
en medio de KCN.
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3.2.4.- Estudio general de las principales etiologías 
bacterianas de las gastroenteritis infantiles

3.2.4.1.- Aislamiento de Salmonella

3.2.4.1.1.- Identificación bioquímica de Salmonella

La identificación química se ha realiza­
do siguiendo una serie de estadios:

3.2.4.1.1.1.- Primer estadio

Se utiliza una batería de pruebas com­
puesta por:

- Medio de Kligler
- Medio de manitol-movilidad
- Medio de citrato de Simmons
- Medio de fenil-alanina
- Medio de urea-indol
- Prueba de ONPG

Posteriormente, a partir del cultivo en medio 
de Kligler, se investiga la presencia de citocromo-oxida- 
sa.

3.2.4.1.1.2.- Segundo estadio

En él investigamos la L.D.C., O.D.H. 
y A.D.H., así como la acetoína y rojo de metilo mediante:

- Medio de Fallcow con aminoácidos
- Medio MR-VP

3.2.4.1.1.3.- Tercer estadio

En este tercer estadio incluimos las 
pruebas bioquímicas para la clasificación de Salmonella, 
dentro de los subgéneros de Kauffmann, así como para 
los biotipos de Í5. typhimurium y Í5. typhi.
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3.2. 4. 1.1.3.I.- Subgéneros de Kauffmann (tabla 14)

- Utilización del malonato de sodio
- Fermentación del dulcitol
- Fermentación de la salicina
- Fermentación de la lactosa
- Proteolisis de la gelatina
- Utilización de D-tartratos
- Utilización del mucato
- Prueba de la ONPG, que ya se realiza en el 

primer estadio. Crecimiento del KCN.

3.2.4.1.1.3.2.- Biotipos de Í3. typhi (tabla 15)

Para el estudio de los biotipos Su 
typhimurium, se ha seguido el esquema de clasificación 
propuesto por CORDANO et al.1971, según el cual, las 
pruebas bioquímicas necesarias son: (tabla 16)

- Fermentación del inositol
- Fermentación de la trehalosa
- Presencia de la tetrationato reductasa
- Fermentación de D-tartratos ya utilizados 

en la investigación de los subgéneros de KAUFFMANN.

3.2.4.1.2.- Estudio de la estructura antigénica

Nos hemos basado en el esquema antigénico 
de KAUFFMANN, que agrupa los serotipos de las especies 
del género Salmonella, de acuerdo al factor antigénico 
del grupo.

Dicho esquema está dividido en columnas, en 
la primera de las cuales se indica el nombre del serotipo 
de Salmonella, y en las siguientes, la estructura antigé­
nica (la segunda para Antígenos 0, la tercera y cuarta 
para los Antígenos H, en su primera y segunda fase respec­
tivamente) (tabla 17).
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TABLA 14

SUBGENEROS DE KAUFFMAN

S.G. 1 S . G .11 S . G .111 S.G.IV

DULCITOL + + - -

LACTOSA - - + /X -

O .N .P .G . - - /x + -

SAL I C 1 NA - - - +

GELAT1 NA - + + +

MALONATO - + + -

D-tartrato + - /x -/x -/x

KCN - - - +

MUCATO + + ♦/- -

+ Reacción positiva 

- Reacción negativa

x Reacción tardía irregularmente positiva



TABLA 15 

B i o t i p o s  d e  S a l m o n e l l a  T y p h i

b i o t i p o  I b i o t i p o  I I

X I  LOSA +

TABLA 16

B i o t i p o s  d e  S a l m o n e l l a  T y p h i m u r i u m

TTR I NOS I T O L TREHALO SA D - T A R T R A T O

a + + + +

b + - + +

c + + - +

d + + + -

e + - + -

f - + + +

g - + - +

h — — + +



1

TABLA 17

ESQUEMA A N T I G É N I C O  DE KAUFFMAN (r e d u c i  d o )

FORMULA ANTIGENICA

AgO AgH

ESPECIE GRUPO FASE I FASE II

S. Paratyphi A A 1 2,12 a —

S. paratyphi B B 1 4*5,12 b 1,2,
S. Stanley 1 4,5,12 d 1,2,
S. derby 1 4,5,12 f »g (1,2)
S. california 4 12. g,m,t -
S. typhimurium 1 4,5,12 i 1,2,
S. typhimurium var.

copenhagen 1 4,12 i 1,2,
S. bredeney 1 4,12,27 l,v 1,7,
S. heidelberg 1 4,5,12 r 1,2,
S. colera suis C1 6 7,, (c) 1,5.
S. montevideo 6 7, g,m,(p).3 -
S. oranienburg 6 7, n, t , -
S . muenchen C2 6 8, d 1,2,
S. newport 6 8, e,h, 1,2,
S. miami D 1 9,12 a 1,5,
S. typhi 9 12,(*.) d -

S. enteritidis 1 9,12 g,m, -
S. berta 1 9,12 f,g,t, -

S. dublin 1 9,12 g»P» -
S . panama 1 9,12 l,v, 1,5,
S. gallinarum-pullorum 1 9,12 - -
S . anatum E1 3 10, e,h, 1,6,
S. newington E2 3 15, e,h, 1,6,
S. illonis E3 3 15,34 z10 1,5,
S . poona G 1 13,22 z 1,6,
S. worthington 1 13,23 z l,w,
S. cubana 1, 13,23 Z29 —



El esquema de KAUFFMANN es revisado y comple­
tado por el Centro Internacional de Salmonella mediante 
suplementos anuales, referentes a' las cepas aisladas 
en el año anterior y que presentaban estructura antigé- 
nica nueva (KAUFFMANN,1975; LE MINOR et al. 1975,1976, 
1977,1978; LE MINOR et al. 1979).

La clasificación serológica del Género Salmone­
lla se ha realizado mediante el estudio de los siguientes 
antígenos:
- Antígeno capsular (Vi): Antígeno de superficie descrito 
por FELIX y PITT, al que atribuyeron la virulencia. Sólo 
existe en tres serotipos conocidos: j3. typhi, S. paraty- 
phi c_. y S. dublin.
- Antígeno somático (0): Es el antígeno más importante 
en el diagnóstico de los grupos serológicos, KAUFFMANN 
y WHITE demostraron que los antígenos 0 de Salmonella 
están compuestos por diversos factores antigénicos, que 
son designados por dígitos (dell al 67). Alguno de estos 
factores son comunes a diversos serotipos siendo reunidos 
en serogrupos (tabla 18).
- Antígeno flagelar (H): Dentro de él se han observado 
serotipos mono y difásicos, e incluso se han descrito 
algunos serotipos trifásicos y cuadrifásicos aunque son 
extremadamente raros.

3.2.4.1.2.1.- Descripción de los inmunosueros

Los sueros aglutinantes anti-Salmonella 
se preparan por inmunización de conejos, por medio de 
suspensiones bacterianas de cepas seleccionadas. Para 
su conservación y posterior uso se esterilizan por filtra­
ción y se les añade solución de methiolate al uno por 
mil.
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TABLA 18

SEROGRUPOS " 0 "

GRUPO FACTORES GRUPO FACTORES

A 1,2,12 Q 39
B 1,4,5,12 R 40

C1 6,7, S 41

C2 6,8, T 42

S (8),20 U 43

"l 1,9,12 V 44

»2 9,46, W 45
E 1,3,10,15,19,34 X 47

E1
oHen Y 48

E2 3,15, Z 50

E3 (3),(15),34 51 51

E4 1,3,19 52 52
F 11./ 53 53
G 13,22,23,(36),(37) 54 54

G1 13,22,(36), 55 55

G2 1,13,23,(37), 56 56
H 1,6,14,24,25 57 57
I 16, 58 58
J 17, 59 59
K 18»/ 60 60
L 21», 61 61
M 28,, 64 64
N 30,. 65 65
0 35,. 66 66
P 38, 67 67



3.2.4.1.2.1.1.- Sueros polivalentes de orientación 
diagnóstica:

3.2.4.1.2.1.1.1.- Mezclas (aglutininas anti-0)

- OMA: compuesta por aglutininas anti-0, de los grupos
A.B.D.E.L.

- OMB: aglutininas anti-0 de los grupos C.F.G.H.
- OMC: aglutininas anti-0, de los grupos I.J.K.M.N.O.P.
- OMD: aglutininas anti-0, de los grupos Q.R.S.T.U.V.W.
- OME: aglutininas anti-0, de los grupos X.Y.Z.+51,+52,+53
- OMF: aglutininas anti-0, de los grupos +54,+55,+56,+57,

+58,+59
- OMG: aglutininas anti-0, de los grupos +60,+61,+62,+63,

+64,+65,+66,+67

Todo cultivo de Salmonella 0-aglutinable, será 
inmediatamente aglutinado por una de ellas.

La mayor parte de Salmonella de origen humano 
poseen un antígeno 0 correspondiente a las aglutininas 
contenidas en las mezclas OMA y OMB.

3.2.4.1.2.1.1.2.- Mezclas flagelares (aglutininas
anti-H)

- HMA: a + b + c + d + i +
h Ó  z29

- HMB: e,h + en (.) +  G (.)
- HMC: k  + y + z + L (.) + z4 (.) + r
- HMD: z35+ z36+ z38+ z39+ z41+ z42+ z44
- HME: z33+ z37+ z43+ z45+ z46+ 1 (•)
- HMF: z4?+ z48+ z49+ z50+ z52
- HMG: z 5 3 + z 5 4 + z55+ z56+ z 5 7 +  z58+ ^ 9

A S U vez los sueros H marcados
mezclas compuestas por los siguientes sueros
-  H: 1 =  1.2 +  1 .5 +  1.6 + 1.7 +  zA
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- H: L = L,v + L,w + L,z^+ L,z2g+ ^*z^q
- H: en = e,n,x +*e,n,z^

" H: z^ = z^,z23+ z^,z24+ 24*232
- H: G = f,g, + g,p + g,m,s + g,m + m,t

3.2.4.1.2.1.2.- Sueros monovalentes destinados al 
estudio de la fórmula antigénica

3.2.4.1.2.1.2.1Sueros monovalentes anti-0

1,2 8 13,22 21 40 46 53 59
4 9 13,23 28 41 47 54 60
5 3,10 6,14,24 30 42 48 55 61
6,7 3,15 16 35 43 50 56 62
7 1,3,19 17 38 44 51 57 63
6,8 11 18 39 45 52 58 64
65
66 
67
Suero Vi

3.2.4.1.2.2.2.- Sueros Mononovalentes anti-H

a k v Z15 z36 z44 2
b m w Z23 z37 z45 5
c P X z24 z38 z46 6
d q y z27 z39 z47 7
eh r z z28 z40 z48
f s zb z29 Z41 Z49
h t Z10 Z32 Z42 Z51
i u Z13 Z35 Z43 Z52

3.2.4.1.2.1.3.- Sueros polivalentes anti-H para inver­
sión de fases (método de SVEN-GARD)

- SG1 = aglutininas anti a + b + c
- SG2 = aglutininas anti d + i + e,h
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- SG3 = aglutininas anti k + y + L,v + L,w + L,z^ +

L,z28
- SG4 = aglutininas anti r + z
- SG5 = aglutininas anti e + n,x + e,n,z^
- SG6 = aglutininas anti 1,2 + 1,5 + 1,6 + 1,7

3,2.4.1.2.2.- Pauta seguida para la investigación
de la fórmula antigénica

El estudio de la fórmula de Salmonella se ha 
realizado según las indicaciones de LE MINOR (1972), 
mediante aglutinación directa sobre porta-objetos.

La cepa que previamente había sido calificada 
bioquímicamente como especie de Salmonella se procesa 
del siguiente modo:

1. Se inocula a partir del cultivo en el medio 
de Kligler, en agar semisólido dispensado en placa de 
Petri, por simple contacto en el centro del medio, para 
exaltar la movilidad y se incuba en estufa a 37°C durante 
18-24 horas, con lo que se obtiene una difusión del culti­
vo por la superficie del medio.

2. La aglutinación somática se efectúa a partir 
de la zona central del cultivo, para lo cual y en primer 
lugar, se realiza una suspensión en suero fisiológico, 
para detectar la eventual autoaglutinación de la cepa, 
fenómeno que ocurre .excepcionalmente, procediéndose des­
pués a ensayar el suero anti-Vi y los polivalentes somá­
ticos (OMA, OMB, etc...). En los casos en que se detecta 
una cepa "0” inaglutinable y "Vi" aglutinable, se efectúa 
una suspensión densa en solución salina fisiológica del 
microorganismo en cuestión, y se mantiene a 60°C durante 
1 hora, volviendo de nuevo a aglutinar con los polivalen­
tes somáticos.

3. Una vez aglutinada la cepa con uno de los 
antisueros polivalentes somáticos, se continúa el estudio
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con cada uno de los sueros monovalentes incluidos en 
dicha mezcla.

4. La aglutinación flagelar fase I, se realiza
a partir de la periferia del cultivo, de forma similar
a la descrita para la investigación de los antígenos
somáticos, es decir, ensayando en primer lugar los anti­
sueros flagelares polivalentes, y a continuación los mono­
valentes que integran la mezcla reactora.

5. Una vez conocida la fórmula flagelar fase
I, se realiza la inversión según el método de SVEN-GARD 
para poner de manifiesto los antígenos flagelares fase
II, para lo cual a 30 mi de agar semisólido (7.5%ode 
agar) fundido y mantenido a 45°C, se le añaden 1 gota, 
o de la mezcla inversora de la fase correspondiente, 
o del suero específico monovalente fase I dispensándose 
sobre una placa de Petri. Una vez solidificado el medio, 
la cepa problema se siembra por simple contacto con el 
centro del medio y se incuba en estufa a 37°C durante 
18-24 horas. Finalmente, tras el periodo de incubación, 
se comienza de nuevo la investigación de los antígenos 
polivalentes, y en último lugar, de los monovalentes 
correspondientes.



3.2.4.2.- Aislamiento de Shigella

3.2.4.2.1.- Identificación bioquímica de Shigella

Para ello, se ha planteado una serie 
corta de pruebas, descritas por DOUGLAS et al. (1966), 
con algunas modificaciones.

Esta batería consta de :
- Urea-Indol (Ferguson)
- Kligler
- Manitol-movilidad
- Beta-galactosidasa
- Fenil-alanina-desaminasa
- Citrato de Simmons
- Gelatinasa (método del film)
- Medio de Falkow.

0 bien, la sustitución de todos ellos por una 
tira del sistema API 20E.

Los caracteres bioquímicos que permiten estable­
cer que el germen estudiado es una Shigella, se expresan 
en las tablas 19 y 20 (LE MINOR,1972; COWAN y STEEL,1974).

3.2.4.2.2.- Determinación del subgrupo y serotipo

Para la separación de los diversos sub- 
grupos se utilizan, como indicó THIBAULT (1958), crite­
rios bioquímicos y serológicos.

Cada serotipo posee una serie de caracteres bio­
químicos que lo definen, pero además debe ser confirmado 
por serología, mediante la técnica de aglutinación en 
portaobjetos.

El diagnóstico bioquímico de los subgrupos y
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TABLA 19

Siembra en 
Me. o S.S.

Colonias 
lactosa (-)

Batería

UREA (+) 
MOVILIDAD (-)

DIAGNÓSTICO BIOQUIMICO DEL GRUPO ShIGELLA

LACTOSA (+) 
O.N.P.G. (+)

LACTOSA (-) 
O.N.P.G. (-)

INDOL (+)-*-MANITOL (-)-*-SH2(-

INDOL (-)
^ M A N I T O L  (-)_^SH2(-

X MANITOL (+)_**SH (■

INDOL (+)—►MANITOL (+)-*~SH2(-)-^LDC (-

INDOL (-)
MANITOL (-)—» S H 2(-

MANITOL (+)-^SH2(-

-LDC (-0 — ►SHIGELLA 

►LDC (-)—►SHIGELLA 

►LDC ( - ) - ► SHIGELLA

"SHIGELLA 

jDC (-)- ►SHIGELLA 

— ►LDC (+')— ► SHIGELLA



TABLA 20

S H 1G E L L A / R E A C C I O N E S  B I O Q U I M I C A S  DE LOS 

D I V E R S O S  S E R O T I P O S

Serotipos Indol Mani- Dulci- Ramnosa Maltosa Arabi- Xilosa Sorbi-
tol tol nasa tol

Shigella 1 _ _ _ _ X _ _ _

Dvsenteriae 2 + - - + - -(+) - + - X
3 - - - - X + - - X
4 - - - - X X - X
5 - - (+) - - + - +(+)-
6 - - - - - + - X
7 + - - (+) (+) + - -
8 + - - + - + + + X
9 - - - - (+) + + -
10 — — — — (+) + + +

Shigella 1 - + + _ X X X
flexneri 2 - + + - X + - + - - - +

3 + — + - + - + - + - - +(+)-
4 + - d • - X +(+>- + - - + + -
5 + - + - X X + - - -
6 d + - - + + - X — —

Shigella 1 + X + + - +
bovdii 2 - + - - +(+) + - + X

3 - + -K+) - - + + +
4 - + -  + - + - + - -

5 + + - - - (+) (+) -

6 - + (+) - - + (+) -

7 + + - - (+)- + + + -
8 - + - - (+) + (+) -K+)
9 + + - (+) (+) -  + - +
10 - + (+) - (+) + (+) +
11 + + - + (+) + - X

12 - + - - - + - -

13 + + - — - + - +
14 - + - - - + - - (+) +
15 + + — — — + —

Shigella
sonnei

'
+ * + + + d

"

+ = positivo en 2Ah; (+) = positivo pasadas 48h; d = diferentes 
tipos; - = negativo durante 30 dias; x = tardíamente positivo o 
negativo. Los signos están dispuestos según el orden de su frecuencia 
decreciente.



serotipos queda resumido en las tablas 21,22,23 y 24 
(0LIVIER,1963; LE MINOR,1972; COWAN y STEEL,1974; DAGUET, 
1977).

El diagnóstico diferencial entre Sh. sonnei y 
los demás subgrupos de Shigella, viene indicado en la 
tabla 25 (0LIVIER,1963; LE MINOR,1972; COWAN y STEEL, 
1974; DAGUET,1977).
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TABLA 21

( + )— ►INDOL (-)— ►ODC (+)— **Sh. sonnei (biotipos a,e,f,g)
^(+)-*-Sh. bovdii (5,7,9,11,13,15) y Sh. flexneri (1,2,3,4,5)

(-)— ►INDOL f+)—►Sh. sonnei (biotipo d)
\(_)_^0DC

N (_)>^Sh. bovdii (1,2,3,4,6,8,10,12,14) y Llgam (6)

(+) O.N.P.G.

MANITOL

(+)— ►INDOL (-)-^Sh. dvsenteriae (1,6)

(-) O.N.P.G. (+)— ►Sh. dvsenteriae (2,7,8)

(-1—^Sh. dvsenteriae (3,4,5,9,10) y Sh. flexneri, (6 var. Newcastle)



INDOL

TABLA 22

D I A G N Ó S T I C O  B I O Q U Í M I C O  DE LOS S EROT I POS DEL SUBGRUPO A

>(-) Shigella dvsenteriae 1 /(-) Arabinasa ^ Shigella dvsenteriae 3

\ ^ Shigella dvsenteriae 4
/ y Shigella dvsenteriae 5

/ * Shigella dysenteriae 9(+) Xilosa

^ Shigella dvsenteriae 9 
V Shigella dvsenteriae 10

^(+) Shigella dvsenteriae 8 

(+) Xilosa tívsenter:*-ae ^
^ ^ C - )  ArabinasaV^(+) Shigella dvsenteriae 7



TABLA 73

DIAGNÓSTICO BIOQUÍMICO DE LOS SEROTIPOS DEL SUBGRUPO B

.( + )

INDOL

^Xilosa (+): biotipo 1U3 de Boyd 
'VXi losa (-): variedad Saigón

(-) Shigella flexneri 6 Glucosa Manitol Dulcitol
Boyd 88 + + +
Manchester + gas + gas + gas
Mewcastle + gas - + gas



TABLA 24

D I A G N Ó S T I C O  B I O Q U Í M I C O  DE LOS SE ROT I POS DEL SUBGRUPO C

Xilosa
14 (variedad gasógena)

(+) Dulcitol

INDOL

(-)
(-) Sorbitol

Xilosa
(+) Maltosa

(+) Ramnosa
Xilosa biotipo ONPG (+) 

biotipo ONPG (-)
■(+)



TABLA 25

D I A G N O S T I C O  D I F E R E N C I A L  ENTRE S H I G E L L A  SONNEI  

Y OTRAS S H I G E L L A

Carácter Sh. sonnei Otras Shigella

Indol ................... — d
ONPG .................... d d
Lisina descarboxilasa ... - -
Arginina dihidrolasa .... - d
Ornitina descarboxilasa.. + -

Glucosa ....... ......... + +
Gas de glucosa ......... - - (1)
Ac. beta-fenil propiónico + - (2)
Acetato de sodio ....... - -
Tartratos ............... + d
Movilidad ............... - -
Manitol ................. + d
Arabinosa...... . + d

(1) Existen algunas excepciones
(2) Pequeño porcentaje de positividades 
+ = reacción positiva
d = diferentes cepas 
- = reacción negativa



3.2.4.3,- Aislamiento de E. coli

De los 104 coprocultivos realizados a los 
101 niños estudiados (ver apartado 3.1.1.1.), se obtuvie­
ron 96 aislamientos de E. coli. De cada uno de estos 
aislamientos se tomaron de 5 a 10 colonias distintas con la 
morfología típica de E. coli. En total se aislaron 506 
colonias que fueron identificadas como E. coli por los 
métodos bacteriológicos que se describen a continuación.

3.2.4.3.1.- Identificación de E. coli

Tras la dilución de las heces y su siem­
bra posterior en medios de aislamiento, e incubación 
de los mismos, se procede a la diferenciación de este 
tipo de microorganismos según la siguiente pauta:

3.2.4.3.1.1.- Estadio uno: Diagnóstico de familia

Se procede de igual forma que para 
Salmonella y Shigella.

3.2.4.3.1.2.- Estadio dos: Diagnóstico de tribu

Se sigue el mismo método que para Salmo­
nella y Shigella (ver apartado 3.2.1.3.1.1.2.).

3.2.4.3.1.3.- Estadio tres: Diagnóstico de género

Se estudian las siguientes caracterís­
ticas:

- Movilidad
- Producción de SI^
- Presencia de yS- galactosidasa
- Utilización de citrato de Simmons como única 

fuente de hidrato de carbono

E. coli, es móvil, no produce SI^ , tiene beta-
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galactosidasa y no es capaz de utilizar el citrato como 
única fuente de carbono para crecer (ver tabla 26).

3.2.4.3.1.4.- Estadio cuatro: Diagnóstico de especie 

E. coli es la única especie de este
género.

La serología es el método mas comúnmente utili­
zado para realizar la subdivisión de E. coli. La base
para la realización de este método la constituyen las
estructuras de superficie:

- el lipopolisacárido de la pared (antígeno 0)
- el polisacárido capsular (antígeno K)
- la proteína flagelar (antígeno H)

Estos microorganismos presentan más de 160 antí- 
genos 0, unos 80 antígenos K y 50 antígenos H. Para su 
clasificación, se aglutinan las cepas con antisueros 
(0:K) polivalentes A,B y C (Difeo), así como con anti­
sueros monovalentes (0 y 0:K), incluidos en los poliva­
lentes anteriormente mencionados.

El serotipado se realizó siguiendo las instruc­
ciones de EDWARDS y EWING (EDWARDS y EWING,1972a).

3.2.4.3.1.4.1.- Serogrupado presuntivo

Cada una de las cepas de E. coli se 
resiembran en medio MUELLER-HINTON (Inst. Pasteur,11438)» 
e incuban a 37°C durante 18 horas.

Cada una de las cepas de E. coli se suspende 
en solución salina fisiológica sobre un portaobjetos 
(CINa al 0.85%). Sobre cada gota de suspensión bacteriana 
se añade 1 gota de antisuero 0:K polivalente, se mantiene
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TABLA 26

ESTADIO TRES: DIAGNÓSTICO DE GÉNERO

ESCHERICHIA EDWÁRSIELLA CITROBACTER SHIGELLA SALMONELLA

MOVILIDAD + + + - +

s h2 0 + D 0 +

Beta-galactosidasa 0 + D D

Citrato 0 0 + 0 +



a temperatura ambiente durante 1 minuto y se comprueba 
la aglutinación. Cada uno de los antisueros polivalentes 
se ha de probar por separado.

A continuación, se repite la prueba con cada 
antisuero 0:K monovalente que forma parte del antisuero 
(o antisueros) polivalente (s), que haya aglutinado al 
cultivo. Si hay aglutinación con alguno de los antisueros 
0:K monovalentes, la suspensión bacteriana se calienta 
en un baño a 100°C, durante 60 minutos, y se vuelve a 
realizar la aglutinación en portaobjetos con el anticuer­
po monovalente específico.

3.2.4.3.1.4.2.- Confirmación del antígeno 0

Se calienta la suspensión bacteriana, 
diluyéndola a continuación en solución salina hasta lo­
grar una turbidez similar a la del tubo 3 de la escala 
de Me. Farland (TRABULSI ejt al. 1967), aproximadamenteg
9x10 bacterias/ml.

A continuación, se añade formol, hasta alcanzar 
una concentración final de 0.5% (v/v).

Se han preparado soluciones (de 1/20 a 1/1280) 
del antisuero 0 en tubos serológicos de 12mmx75mm, utili­
zando solución salina fisiológica, dejando 0.5 mi por 
tubo y teniendo en cuenta, que al rehidratar los anti­
sueros 0, quedan diluidos a la mitad.

Se han añadido 0.5 mi de la suspensión bacteriana 
ajustada y formolizada, a cada tubo, quedando de esta 
forma el antisuero diluido de 1/40 a 1/2560. Se han incu­
bado a 50°C, durante 18 a 20 horas, en un baño de agua.
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Las cepas cuyas suspensiones aglutinan con el 
antisuero diluido, al menos hasta 1/320 tienen el mismo 
antígeno 0, que la cepa contra la que se obtuvo.

3.2.4.3.2.- Conservación de las cepas de E. coli

Todos los aislamientos de E. coli de los 
niños estudiados en nuestro medio, fueron conservados 
a 4°C y a -70°C, de forma individualizada, evitando la 
conservación de los mismos formando conjuntos con las 
5 a 10 colonias de E. coli procedentes de un mismo pacien­
te. Con ello, se ha tratado de impedir la posible inhi­
bición, dentro del conjunto, de las propiedades entero- 
toxigénicas de cualquiera de las cepas conservadas, por 
parte de alguna cepa de E. coli no enterotoxigénica, 
productora de colicinas, tal como describen MURRAY _et 
al. (1981), en un estudio en el que demuestran que la 
conservación de 9 cepas de ECET, con cepas de E, coli 
no enterotoxigénicas pero productoras de colicinas, condu­
cía a la negativización de 51 de los 96 conjuntos así
formados, en la prueba del ratón lactante, (IMT), y de
17 de 52 conjuntos en la prueba para la detección de
toxina LT, sobre células Y^.

La conservación a 4°C se ha realizado tras hacer 
crecer los cultivos de E. coli, durante 18 a 24 horas 
a 37°C, en tubos inclinados, cerrados con tapón de rosca, 
con agar soja tripticasa (AST),(Difeo,0369-01-4). Este 
medio se preparó con 40 g de agar soja tripticasa, disuel­
tos en 1 litro de agua destilada, junto con 5 g de Bacto- 
agar, (Difeo,0140-01), para obtener una concentración
final del mismo al 2%. Se ha disuelto mediante ebulli­
ción, y se ha esterilizado en autoclave a 120°C, durante 
15 minutos.

Una vez preparado el medio, se ha distribuido
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volúmenes iguales en tubos inclinados, dejándolos enfriar 
para que se solidifiquen.

Para la conservación de E. coli, los tubos se 
han mantenido cerrados, realizando resiembras periódicas 
cada 6 meses.

La conservación a -70°C, se ha llevado a cabo 
utilizando cultivos de 18 a 24 h, en un medio que se 
preparó mezclando 850ml de caldo corazón-cerebro (OXOID, 
C.M.375) con 150ral de glicerina (Merck,4091), distribuyén­
dolo en tubos y esterilizándolo en autoclave.

- 185 -



3.2.4.4.- Aislamiento de Campylobacter sp

El aislamiento de Campylobacter sp. requiere 
la utilización de medios selectivos que favorezcan su 
crecimiento.

3.2.4.4.1.- Medios de cultivo

Se ha utilizado el medio de Skirrow modifi­
cado, que al llevar incorporados una serie de antibióti­
cos selectivos inhibe el crecimiento de otras bacterias, 
y consigue mejores resultados que el método de filtración 
previa de la muestra (BÜIZLER y SHRKCW, 1979; PAITO et al. 1981).

Su composición y forma de preparación es la si­
guiente:

Agar columbia (Difeo Ref. 0792-01-1) - - - - - - -  44g
Agua destilada -               950ml

Se disuelve y esteriliza posteriormente en auto­
clave, durante 15 minutos, enfriándolo a continuación
a 50°C y añadiendo entonces 70ml de sangre de caballo 
lisada estéril, (MR. Ref.,0,98491102) y los siguientes
antibióticos:

Vancomicina (Sigma,V-2002) - - -  - -  - -  - -  - -  - 10mg
Colimicina 50 (Latino,735001)         15mg
Trimethroprim (Sigma,T-7833) - - -  - -  - -  - -  - -  5mg

Una vez preparado, se distribuye en placas como 
es habitual en bacteriología.

La sangre de caballo se lisa, sometiéndola a 
sucesivas congelaciones y descongelaciones, con lo que 
se asegura la neutralización de los antagonistas del 
Trimethroprim (BUTZLER y SKIRROW,1979).
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3.2.4.4.2.- Identificación

Las colonias de Campylobacter son típica­
mente planas y brillantes, tendiendo a extenderse siguien­
do la dirección del trazo dejado por el asa inoculadora. 
Presentan el aspecto de gotas planas que hubieran sido 
salpicadas sobre la superficie del agar.

3.2.4.4.2.1.- Diagnóstico de género

A partir de las colonias sospechosas, 
se han realizado las siguientes pruebas:

- Valoración de los caracteres morfológicos y 
de movilidad.

- Presencia de citocromo-oxidasa.
- Producción de catalasa.

3.2.4.4.2.1.1.- Caracteres morfológicos y movilidad:

Al examen microscópico, previa tin­
ción con fucsina, las especies de Campylobacter se presen­
tan como microorganismos delgados (0.2-0.4yuim) Gram nega­
tivos, con forma de S o espiral, y con extremos afilados. 
En alguna ocasión tienen formas bacilares.

A los 5 días de cultivo presentan una morfología 
cocoide, sobre todo si crecen en medios sólidos poseyendo 
entonces menor movilidad y no siendo capaces de crecer 
en subcultivos.

3.2.4.4.2.1.2.- Citocromo-oxidasa

Estos microorganismos poseen este 
enzima respiratorio, tal como vimos en el apartado 3.2.2.
3.2.2.

3.2.4.4.2.1.3.- Catalasas

La producción de catalasas divide
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a los componentes de este género en 2 grupos:

- Campylobacter catalasa negativos - no demostrados como 
patógenos para el hombre.
- Campylobacter catalasa positivos - al que pertenecen 
las especies causantes de patología humana.

3.2.4.4.2.2.- Diagnostico de especie

El diagnóstico diferencial entre las 
diversas especies de Campylobacter productores de catala­
sas, se realiza en base a su comportamiento frente a 
diversas temperaturas de incubación, así como a su creci­
miento en agar de cloruro de tripheniltetrazolium (TTC).

Campylobacter fetus se diferencia de otras espe­
cies en que no crece a 42°C y sí, a 25°C, siendo inhibido 
por el TTC (a concentración de 400yhg/ml),( Tabla 27),(BUTZ- 
LER y SKIRROW,1979).

Una vez realizada la distinción entre las espe­
cies catalasa positiva y catalasa negativas, la distin­
ción entre las especies patógenas para el hombre se reali­
za por el crecimiento a 25°, 30.5°, 37°, 42° y 45°C, 
y la sensibilidad al disco de 40 yUg de ácido nalidixico 
y 30 n g de cefalotina como se muestra en la TABLA 28.7
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TABLA 27

DIAGNÓSTICO D IFER E N C IA L DE ESPECIES DE CAMPYLOBACTER

C. FETUS OTROS CAMPYLOBACTER

Crecimiento a 42°C - +
Crecimiento a 25°C + -
Crecimiento en TTC-agar - +

TABLA 28

TEMPERATURA de CREdMEENIO SENSIBILIDAD al DISCO de

25°C 30.5°C 37°C 42°C 45°C

C. jejuni/Coli - - + + V

C. fetus + + + -

40 Mg 30^ g
Ac. nalidixico Cefalotina

- ss no crecimiento 
+ = crecimiento 
V = crecimiento según cepas 
S = sensible 
R = resistente



3.2.4.5.- Aislamiento de Yersinia enterocolitica

Para el aislamiento de este tipo de microor­
ganismo, se ha recurrido a la utilización de un medio 
de enriquecimiento, el propugnado por GREENWOOI) et al. 
(1975), dado el escaso crecimiento que se obtiene tras 
siembra directa en los medios de agar convencionales 
(BOTTONE y ROBIN,1977).

3.2.4.5.1.- Medio de enriquecimiento

Se ha utilizado el agua peptonada, cuya 
composición ya ha quedado indicada en el apartado 3.2.2. 
1.3. En este medio se siembra una porción de las heces, 
manteniéndose desde entonces en nevera a +4°C, durante 
15 días (PATERSON y C00K,1963). Bajo estas condiciones, se 
consigue un significativo incremento en la recuperación 
de Yersinia; cuando no se han obtenido aislamientos por 
métodos habituales (EISS,1975; GREENWOOD et al_. 1975; 
WEISSFELD A.S„1980; BOTTONE,1981).

3.2.4.5.2.- Medio de aislamiento

Una vez transcurrido el periodo de incuba­
ción, las muestras se resiembran en agar de MacCONKEY 
(ver apartado 3.2.2.2.1.), manteniéndolas en estufa a 
37°C, durante 18-24 horas.

3.2.4.5.3.- Identificación

Con las colonias obtenidas, se procede 
a la identificación siguiendo los siguientes estadios;

3.2.4.5.3.1.- Primer estadio

En él, se investiga la presencia de 
citocromo-oxidasa sobre aquellas colonias que no degradan 
la lactosa (ver apartado 3.2.2.3.2.2.).
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Para aquellas que no presentaban este enzima 
respiratorio se pasa al estadio 2.

3.2.A.5.3.2.- Segundo estadio

Se realiza una siembra sobre los siguien­
tes medios de identificación:

- Medio de Kliger (apartado 3.2.2.3.3.4.)
- Medio de urea-indol (apartado 3.2.2.3.4.3.)
- Medio manitol-movilidad (apartado 3.2.2.3.3.6.)

Los dos primeros se incuban durante 18-24 horas 
a 37°C, y del tercero, se utilizan 2 tubos, que se incu­
ban tambie'n durante 18-24 horas, uno a 37°C y otro a 
22°C.

3.2.4.5.3.3.- Tercer estadio

Aquellos microorganismos que fermentan 
la glucosa sin producir gas, que producen hidrólisis 
de la urea, y son inmóviles a 37°C y móviles a 22°C, 
se siembran en el medio de Falkow, para investigar si 
producen ornitina-decarboxilasa, según queda explicado 
en el apartado 3.2.2.3.4.1. La producción de este enzima 
es porpia de Yersinia enterocolitica (excepto el biotipo 
5), lo que la diferencia de Yersinia pseudotuberculosis.

Otra diferencia característica entre ambos micro­
organismos consiste en que Yersinia pseudotuberculosis 
fermenta la ramnosa y la melobiosa, mientras que Yersinia 
enterocolitica actúa sobre la sucrosa.

3.2.4.5.3.4.- Cuarto estadio

La clasificación en biotipos de Yersinia 
enterocolitica se puede realizar utilizando las siguien­
tes pruebas:
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- lecitinasa
- producción de indol
- acidificación de la lactosa en medio de OF.
- fermentación de la xilosa a las 48 horas
- fermentación de la trealosa
- reducción de los nitratos
- existencia de ornitín-decarboxilasa 
~/5 -galactosidasa
- utilización de la sucrosa

El biotipo 1 es el único que presenta lecitinas, 
siendo capaz, como el biotipo 2, de producir indol, aun­
que para ello, este último tenga que ser incubado a 29°C.

Los biotipos 1,2 y 3 acidifican la lactosa en 
medio de OF y fermentan la xilosa a las 48 horas.

Las especies del biotipo 5, se diferencian de
los otros cuatro en que no fermentan la trealosa, no 
reducen los nitratos a nitritos, ni poseen una ornitin-

29)(BOTTONE,1981).

Los biotipos 1A se diferencian de los IB, en 
que son capaces de utilizar la sucrosa.

decarboxilasa y no (TABLA
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TABLA 29

e s p e c i e s  de  Y e r s i n i a  e n t e r o c o l i t i c a

ESPECIES BIOTIPOS

1 2 3 4 5

Lecitinasa + (-) (-) (-) (-)
Indol + (+)
Lactosa (OF) + + + (-) (-)
Xilosa (48 horas) + + + (-) (-)
Trealosa + + + + (-)
Nitratos + + + + (-)
ODC + + + + (-)
Beta-galactosidasa + + + + (—)

+ = Positivo
(-) = Negativo
(+) = Positivo a 29°C



3.3.- ESTUDIO MICROBIOLOGICO DE LAS ETIOLOGIAS
PARASITARIAS DE LA GASTROENTERITIS

Las muestras investigadas fueron examinadas macros­
cópicamente y microscópicamente.

3.3.1.- Examen macroscópico

En el examen macroscópico se ha estudiado 
el color y consistencia de las heces, así como la presen­
cia o no, de mucosidades o/y sangre.

3.3.2.- Examen microscópico

Dado que las muestras de heces incluidas en 
nuestro estudio eran líquidas, se ha investigado en ellas 
la presencia de formas vegetativas. En las heces pastosas 
en cambio, está indicada la investigación de huevos de 
helmintos y quistes de protozoos.

El examen microscópico se ha realizado directa­
mente sobre las heces en fresco, tras tinción de las 
mismas, o bien utilizando técnicas de enriquecimiento.

3.3.2.1.- Examen directo en fresco

Es el proceso mas simple, y nos permite 
la observación de formas vegetativas de protozoos, en 
casos de alto grado de parasitación.

El examen se ter realizado directamente suspendien­
do las heces en una solución iodada, entre portaobjetos 
y cubreobjetos.
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3.3.2.1.1.- Solución iodada

La composición de la solución iodada es
la siguiente:

. Agua destilada              lOOml

. Ioduro potásico (Mallinckrodt,1123) - - - - - -  - 4g

. Iodo (Probus, 3008) - - -  - -  - -  - -  - -  - -  - -  2g

El iodo tiñe los núcleos de los quistes de amebas 
de color marrón-amarillento. Si existe acumulo de glucóge­
no se teñirá de marrón a marrón-rojizo.

El procedimiento que se ha utilizado consiste 
en tomar una gota de la solución, homogeneizando en ella 
una pequeña cantidad de heces, hasta obtener una suspen­
sión trasparente, a través de la cual, puede realizarse 
la lectura. Esta se ha llevado a cabo, aplicando un cubre­
objetos, y examinando al microscopio, primero con un 
objetivo de poco aumento (AxlOX), y después con otro 
de mayor aumento.

3.3.2.2.- Examen tras técnicas de enriquecimiento

Las técnicas de enriquecimiento tienen 
como misión, concentrar los elementos parasitarios exis­
tentes en las muestras que no pueden ser detectados por 
su escasez, con un simple examen directo.

Hemos elegido el método de concentración más 
comúnmente utilizado: el método de Ritchie modificado
(GOLVAN y DR0UHET,1977).

3.3.2.2.1.- Método de formol-eter (Método de Ritchie 
o M.G.L.)

Se ha tomado una pequeña cantidad de 
heces (aproximadamente media cucharita de café) emulsio­
nándolas en una solución de formol al 10%, en una propor-
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ción aproximada de 1/10.

Se han tamizado (con un tamiz metálico), y se 
han dejado sedimentar entre 30 segundos y 2 minutos, 
sin pasar de este tiempo, ya que se podrían perder los 
elementos parasitarios más pesados.

Se ha recogido el sobrenadante, en un tubo de
centrífuga cónico, y se ha añadido 1/3 del volumen total
de eter etílico, teniendo en cuenta que el nivel debe 
quedar a 1-2 cm del borde del tubo.

Se ha tapado con papel encerado, y se ha agitado 
para obtener una suspensión homogénea, centrifugándolo 
por último a 2000 rpm, durante 2 minutos.

Siguiendo este proceso, se obtienen 3 capas:

- Capa acuosa
- Anillo de restos diversos
- Capa etérea coloreada de amarillo

Invirtiendo bruscamente el tubo hemos eliminado 
todas las capas, conservando sólo el sedimento. Este 
se ha recogido con una pipeta Pasteur, observándolo al 
microscopio entre porta y cubreobjetos.

3.3.2.3.- Examen directo tras fijación y tinción

Esta forma de examen microscópico es espe­
cialmente útil en caso de infecciones por protozoos.

Hemos utilizado dos métodos de tinción:

- El método de hematoxilina férrica de Heindenhain
- La tinción de Ziehl-Neelsen modificada
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3.3.2.3.1.- Hematoxilina férrica de Heindenhain

Es un método de coloración indispensable 
para la identificación precisa de especie. Para realizar­
la, se ha preparado una extensión fina sobre un cubre­
objetos de 22mm, homogeneizando una pequeña cantidad 
de heces, en una gota de solución salina caliente. Cuando 
los extremos de la extensión se comienzan a secar, se 
ha colocado un cubreobjetos invertido en una placa con 
líquido de Schaundinn, calentándolo a 40°-60°C, y mante­
niéndolo flotando sobre la superficie del fijador 1 a 
2 minutos. Luego se ha invertido, y dejado en el fondo 
de la placa 5 a 10 minutos.

A continuación, se ha trasferido la muestra a 
alcohol etílico de 50°, realizando dos cambios de 5 minu­
tos de duración cada uno, y luego, a alcohol de 70° con 
unas gotas de solución yodurada para eliminar el sublima­
do corrosivo (15-30 min). Después, se ha pasado a través 
de alcohol etílico de 50°-30° y agua destilada (3 min 
cada uno), y por último, a solución mordiente de Lang 
al 4% (l-3h). Se ha lavado en agua destilada, y se ha 
teñido durante 1 a 3 horas en solución madura al 0.5% 
de hematoxilina. Se ha vuelto a lavar en agua y se ha 
decolorado en mordiente de Lang al 2%, debiendo quedar 
teñido sólo el núcleo.

Tras lavar en agua corriente alcalina 15 ó 20 
minutos, y deshidratar en alcoholes de 35, 50, 70, 95 
y 100° (2 min en cada uno), se ha aclarado con xilol 
o toluol (10 min), y se ha montado en cubreobjetos con 
la extensión hacia abajo.

Las distintas soluciones empleadas, se han prepa­
rado de la forma siguiente:

Liquido de Schaundinn:
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Solución acuosa saturada de cloruro de mercurio:
. Cl2 Hg (D'Herniu)---------------------------------- lOOml
. Alcohol etílico 100° (Farmitalia.Cario Erba.414637)50ml

Extemporáneamente, se pueden añadir 7.5 mi de 
ácido acético cristalizable.

Mordiente de Lang:

. Sulfato férrico amónico (sol. ac. 4%)(Merck,3792) 500ml 

. Acido acético glacial (Panreac,131008) - - - - - -  5ml

. Acido sulfúrico concentrado (PRS,141058) - - - - O.óml

Solución de Hematoxilina de Heindenhain:

Disolver lg de hematoxilina en polvo en lOml 
de alcohol etílico 100° (Farmitalia.Cario Erba.414637). 
Esta es la solución base, de la cual, se prepara la solu­
ción de trabajo al 5% en agua (5ml de solución madre 
y 95ml de agua destilada).

3.3.2.3.2.- Método de Ziehl-Neelsen modificado

Es un método de tinción empleado para 
la detección de Cryptosporidium sp (GARCIA et al. 1983).

3.3.2.3.2.1.- Reactivos

Solución de fuchina fenicada

. Fuchina básica (Merck, 1358)         lOml

. Fenol (Merck,822296)               50ml

. Etanol de 96° (Farmitalia.Cario Erba.414637) - - lOOml

. Agua destilada c.s.p.           lOOml

Disolver en un mortero la fuchina en alcohol; 
agregar el fenol, y mezclar. Trasferir a un matraz y 
completar con agua. Dejar madurar durante 24 horas, fil­
trar y conservar en frasco de topacio.
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Decolorante

• Acido sulfúrico (PRS,141058) - - -  - -  - -  - -  - 5ml
. Agua destilada              95ml

Solución de azul de metileno

. Azul de metileno (Merck, 1283) - - -  - -  - -  - -  - 10g

. Fenol (Merck,822296) ------------------------------  lOg

. Etanol de 96° (Farmitalia.Cario Erba,414637) - - 50ml

. Agua destilada c.s.p.  ---     930ml

Preparar como la solución de fuchina fenicada.

3.3.2.3.2.2.- Fijación

Se ha colocado la preparación sobre
una platina calefactora a 70°C, durante 10 minutos. Se 
ha cubierto con fuchina fenicada, y se ha calentado hasta
la emisión de vapores, sin dejar que llegase a hervir,
agregando más colorante en el caso que se observase la 
evaporación de la fuchina (5 min).

Se ha lavado con agua del grifo.

Se ha decolorado con la solución de ácido sulfúri­
co al 5%, durante 30 segundos.

Se ha vuelto a lavar con agua del grifo.

Se ha cubierto la preparación con azul de metile­
no (1 min). Se ha lavado de nuevo con agua corriente, 
y se ha dejado secar.

Cryptosporidium se observa como pequeñas esféru­
las ácido-alcohol resistentes.
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3.4.- ESTUDIO MICROBIOLOGICO DE LAS ETIOLOGIAS VIRALES 
DE LA GASTROENTERITIS

3.4.1.- Muestras de heces estudiadas

El estudio virológico se ha realizado sobre 
58 muestras de heces líquidas, recogidas al azar de 
los 101 niños incluidos en nuestro estudio, y que fue­
ron conservadas independientemente para este fin.

De ellas 22 procedían de niños que fueron ingresa­
dos a consecuencia de su problema diarreico, 20 de niños 
recien nacidos y lactantes, que presentaron brotes dia- 
rreicos nosocomiales y 16 se obtuvieron de niños controla­
dos ambulatoriamente.

Las edades de los niños en los que se investigó 
la etiología viral, quedan reflejadas en la figura 6 .

3.4.2.- Procesamiento de las heces

Las heces recogidas en bolsas de plástico
0 en frascos estériles, fueron conservadas a -70°, desde 
el momento de su recepción en el laboratorio, permane­
ciendo congeladas durante un periodo que osciló entré
1 y 8 meses, (según el momento de la recogida de cada 
una), hasta que fueron estudiadas.

Se han aplicado dos métodos diagnósticos distin­
tos para la detección de los enterovirus:

- Microscopía electrónica (M.E.)
- Ensayo inmunoenzimático (E.L.I.S.A.)
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El primero fue aplicado para diagnosticar cual­
quier tipo de partícula viral.

El segundo fue utilizado para demostrar la exis­
tencia de rotavirus.

3.4.2.1.- Investigación virológica global

3.4.2.1.1.- Microscopía electrónica

La investigación de los virus en muestras 
fecales por microscopía electrónica, es uno de los méto­
dos mas idóneos de diagnóstico, al permitir visualizar 
cualquier tipo de virus, muchos de ellos no demostrables 
por otras pruebas diagnósticas.

Para mejorar su rendimiento, se requiere una 
concentración elevada de partículas virales en la muestra 
(superior a 10^ por mi), por lo que son necesarios méto­
dos de concentración, tales como ultracentrifugación 
o la aglutinación por anticuerpos específicos.

3.4.2.1.1.1.- Método

La tinción negativa para la identifica­
ción de virus fue inicialmente descrita por FLEWETT et 
al. (1984), para los rotavirus, y se basa en la prepara­
ción de muestras de heces, su colocación sobre rejillas 
de cobre con película de carbono o de Formvar y su tin­
ción con ácido fosfotungstico al 2%.

3.4.2.1.1.2.- Material y equipo necesarios

- Rejillas de cobre de microscopía electrónica (malla
400)(Polaron 6400.Pattern,0030)

- Solución de Formvar al 3% (polivinyl Formvar)(Merck,
12164) en Et.C^ (Merck,803524)

- Acido fosfotungstico (solución al 3.3%)(Sigma P-4006)
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- Tampén fosfato salino (PBS), pH 7.2
/

- Solución de KOH (hidróxido potásico) 1N (Mallinckrodt, 
1123)

- Liphogel (Gelman Science Limited 51030)
- Pinzas Watchmaker na 4 ó 5, o curvas n° 7

- Portaobjetos
- Papel de filtro Watman 1
- Microscopio electrónico High-resolution EM 10C/CR

3.4.2.1.1.3.- Concentración de virus

Tras descongelar las muestras, se ha 
colocado una pequeña cantidad de cada una de ellas en 
un tubo. Se ha añadido tampón fosfato salino (PBS), y 
se han homogeneizado en un agitador, durante 5 minutos, 
a temperatura ambiente.

A continuación, se han centrifugado a 4°C durante 
15 a 30 minutos, a 3000 ó 3500 rpm., recogiendo los 
sobrenadantes (extractos de heces) con una pipeta Pasteur 
sobre los que han aplicado uno de los dos métodos siguien­
tes:

- Liphogel
- Sulfato amónico

3.4.2.1.1.3.1.- Liphogel

En este método, se toman O.lg de Lipho­
gel (Gelman Science Limited,51030), introduciéndolo en 
un vial pequeño (bijoux), sobre el que se agregan 0.55ml 
de extracto fecal. Se deja 90 minutos a temperatura am­
biente y se recoge 1 gota para impregnar las rejillas.

3.4.2.1.1.3.2.- Sulfato amónico

Se agregan 1.5g de S O ^ N H ^ ^  (Merck, 12 
17) sobre 5ml de extracto fecal manteniendo la mezcla
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en agitación, en agitador rotatorio de tubos, durante una 
hora, a 4°C.

A continuación, se centrifuga a 15.000 rpm, duran­
te 15 minutos, se desecha el sobrenadante, y se secan
las paredes con papel de filtro (Watman,l). Se resuspende 
el sedimento en 2 gotas de agua destilada, colocando una 
gota sobre lámina de cera para impregnar las rejillas.

De los dos métodos descritos, se ha utilizado 
el primero, debido a su menor complejidad y sus buenos 
resultados.

3.4.2.1.1.4.- Preparación de las rejillas de M.E.
recubiertas con película de Formvar

Se ha preparado una solución de traba­
jo, partiendo de la solución de Formvar al 3%, que hemos 
diluido al 1/10 en EtC^ , colocándola en un contenedor

(4 cm de ancho x 8 cm de altura).

Se ha desengrasado y limpiado un portaobjetos 
introduciéndolo a continuación, durante unos segundos, 
en la solución de trabajo. Se ha retirado y mantenido
formando un ángulo de 60° hasta que se ha secado, con
lo que se forma una fina película sobre el vidrio.

Se ha despegado ligeramente por un extremo, rayan­
do una estría sobre el porta con un escalpelo, y se ha 
acabado de desprender, introduciendo lentamente el porta­
objetos en agua destilada, de tal forma que forme un án­
gulo de 45° aproximadamente con la superficie líquida, 
y ayudándonos, para ello, de una aguja.

Sobre la película flotando en el agua, y ayudándo-
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Membrana 
de FORMV¿\

nos de unas pinzas, 
hemos colocado las 
rejillas, con la cara 
mate apoyada hacia 
abajó, procurando no 
tocar la membrana con 
las pinzas.

Se ha colocado
un trozo de papel de filtro (Watman 1) sobre la membrana 
con rejillas sacándola rápidamente, lo que resulta fácil 
ya que la membrana se adhiere enseguida al papel.

Se ha dejado secar en una placa de Petri, con 
papel de filtro, manteniéndola entreabierta.

Por último, las rejillas se carbonan.

3.4.2.1.1.5.- Tinción negativa

el interior de una placa de Petri, y sobre ella, una gota
de concentrado de heces, 1 gota de ácido fosfotúngstico
(PTA)(Sigma P-4006) al 3.3%, con un pH de 6.3, y una gota
de tampón fosfato salino (PBS), separadas entre sí según
se indica en el esquema adjunto.

Se ha colocado una lámina de cera en

suspensión de heces

PBS

ácido fosfotúngstico
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Se han colocado cada una de las rejillas recubier­
tas de Formvar y carbono (preparadas previamente), con 
la superficie mate hacia abajo, sobre cada una de las 
gotas de extracto de heces, durante 2 a 3 minutos, tras 
los cuales se han retirado, ayudándonos de unas pinzas, 
y se han secado por capilaridad, con papel de filtro 
( Watman 1).

A continuación, se han lavado las rejillas en 
la gota de tampón fosfato salino, secándolas de nuevo 
en papel de filtro.

Por último, se han pasado a la gota de ácido 
fosfotúngstico (PTA) durante 2 a 3 minutos, tras lo cual, 
se han recogido las rejillas, se han secado y guardado 
en cajas hasta su observación.

Para ello, se ha utilizado el microscopio electró­
nico a 35.000 aumentos, examinando cada rejilla durante 
10 minutos.

La solución de ácido fosfotúngstico al 2% se 
ha preparado disolviendo este preparado al 2% en agua 
destilada, quedando con un pH aproximadamente de 2. Este 
pH se ha ajustado después a 6.8-7.2 con KOH 1N.

3.4.2.1.2.- Investigación diagnóstica de rotavirus 
por E.L.I.S.A. (Enzyme-Linked-immuno- 
sorbent-assay)

Se ha elegido este método para la inves­
tigación de rotavirus, por ser de realización asequible 
y con elevada sensibilidad y especificidad (YOLKEN et 
al. 1977b; BLACKLOW et al. 1981), y porque puede estudiar 
rápidamente gran número de muestras en micrométodo (YOLKEN 
et al. 1977b; STENIH0FF,1980; BLACKLOW et al. 1981).
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3.4.2.1.2.1.- Prueba de Rotazyme

La prueba de "Rotazyme” (Abbott) utili­
za el método de inmunoensayo enzimático de fase sólida 
(YOLKEN et al. 1977b; VOLLER et al. 1979) para detectar 
antígeno de rotavirus en materiales fecales.

Consiste en incubar esferas de plástico recubier­
tas con anticuerpos de cobayo anti-rotavirus, con una 
alicuota de heces del paciente, suspendidas en un tampón 
de dilución. Si existe antígeno de rotavirus, éste, se 
unirá al anticuerpo de la esfera durante la incubación.

Tras eliminar las pruebas que no hubieran reaccio­
nado, se deja reaccionar la esfera con el anticuerpo anti- 
rotavirus conjugado con peroxidasa, lo que dará lugar 
a la formación de un complejo anticuerpo-antígeno-anticuer- 
po-enzima en la esfera.

El material no unido se elimina por lavados y 
posteriormente se mide la actividad enzimática que actúa 
sobre su sustrato, lo que dará lugar a un cambio de color, 
cuya intensidad, es proporcional a la cantidad de enzima 
de la esfera, y por tanto, representativa de la cantidad 
de antígeno viral (FIGURA 7).

3.4.2.1.2.1.1.- Reactivos

- Esferas recubiertas de anticuerpos anti-rota­
virus (cobayo).

- Anticuerpos anti-rotavirus (conejo): conjugado 
peroxidasa. Concentración mínima= 0.2 ^Ag/ml en solución 
salina fisiológica tamponada con fosfatos con estabiliza­
dores de proteínas. Medio de conservación: Thiomersal 
al 0.01%.

- Control positivo Rotazyme. Rotavirus de mono
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FIG. 7 . .  PRUEBA DE ROTAZYME
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8SA-11 inactivado, equivalente a 10 partículas virales/ml 
en solución salina fisiológica tamponada con fosfatos y 
0.1% de albúmina de suero bovino. Medio de conservación* 
Thiomersal al 0.01%.

- Diluyente para pruebas Rotazyme. Solución sali­
na fisiológica tamponada con fosfatos 0.01M. Medio de 
conservación* Thiomersal al 0.01%.

- 0PD, o-fenilendiamina-2 HC1, 12.8 mg/tableta.

- Diluyente para 0PD (o-fenilendiamina-2 HC1). 
Tampón de citratos-fosfatos con 0.02% de peróxido de hidró­
geno. Medio de conservación* Thiomersal al 0.01%.

- Acido clorhídrico 1N.

3.4.2.1.2.1.1.1.- Preparación de la solución de 
sustrato 0PD

La tableta 0PD (o-fenilendiamina- 
2 HC1) debe disolverse inmediatamente antes de ser usada, 
en el diluyente para 0PD, no pudiendo guardar la solución 
más de 60 minutos antes del uso. Por este motivo se prepa­
ra, durante los últimos 5 a 10 minutos del segundo periodo 
de incubación, o después del lavado final, del siguiente 
modo:

Utilizando una pipeta limpia, se transfiere a 
un recipiente adecuado, 5 mi del diluyente para 0PD por 
cada tableta que vaya a ser disuelta.

Se disuelve cada una de las tabletas en su solu­
ción correspondiente, utilizando un fórceps no metálico 
para extraerlas de la botella.

Se agita suavemente para obtener una solución 
homogénea inmediatamente antes de utilizarla para la incu­
bación final de la prueba.
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3.4.2.1.2.1.2.- Instrumentos

La realización de la prueba Rotazyme, 
requiere el uso de un espectrofotómetro de precisión (Quan­
tum II, Abbott) con las siguientes especificaciones a 
una longitud de onda de 492 nm:

- Ancho de banda - 10 nm ó menor
- Rango de absorción - 0 a 2 A ^ ^
- Repetibilidad — mínimo 0.005 ' .

- Linealidad o - mínimo 0.010 k ^ ^ » 2 %
precisión

- Desviación - máxima 0.005 A ^ ^ P 01* hora

3.4.2.1.2.1.3.- Procedimiento

Se han distribuido 200 jj&  de heces
líquidas en cada uno de los pocilios de una placa de reac­
ción, 200 ja  1 del control positivo Rotazime y 200JAI de 
solución fisiológica tamponada (control negativo) en otros 
2 pocilios, identificándolos o señalizándolos apropiadamen­
te.

Se ha colocado a continuación, una esfera dentro 
de cada uno de los pocilios, utilizando un dispensador 
de esferas (NQ 6155-20), mezclando bien su contenido duran­
te 3 a 5 segundos, y se ha cubierto la placa así preparada 
con una cinta adhesiva, incubándola en un baño a 45°C, 
durante 3+0.5 horas.

Tras este periodo de tiempo se han sacado las
placas del baño, retirando la cinta adhesiva, y se ha
aspirado el líquido utilizando para ello el Pentawash
II, que lleva incorporadas 5 sondas, que se adaptan perfec­
tamente a una hilera de 5 pocilios en la placa de reac­
ción, y mediante las cuales se aspiran simultáneamente 
5 muestras, lavando las esferas a continuación 4 veces,
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con porciones de 4 a 5 mi de agua destilada o desionizada. 
Para realizar esta operación adecuadamente, se han de 
levantar las esferas del fondo de la cavidad, eliminando 
el exceso de agua antes de continuar. Además, se ha de 
retirar inmediatamente el Pentawash tras la aspiración, 
ya que un secado excesivo puede dar lugar a resultados 
falsos.

Tras el lavado, se han pipeteado 200 yX de anti­
cuerpos anti-rotavirus (conejo) conjugado con peroxidasa 
dentro de cada pocilio, mezclándolo durante 3 a 5 seg. 
Se ha vuelto a cubrir con una cinta adhesiva, dejándolo 
en baño durante 60+5 minutos.

Durante los últimos 5 a 10 minutos de la incuba­
ción se ha preparado la solución de sustrato OPD descrita 
en el apartado 3.4.2.1.2.1.1.1.

Al finalizar la incubación, se han sacado las 
placas del baño y se han lavado de nuevo las esferas seis 
veces con 4 a 5 mi de agua destilada o desionizada, trans­
firiendo las esferas a pocilios limpios debidamente identi­
ficados.

Por último se han pipeteado 200 yu 1 de solución 
OPD, dentro de cada pocilio, y también dentro de un poci­
lio vacío (blanco de sustrato). Se incuban a temperatura 
ambiente durante 1 5 + 2  minutos, protegiéndolos durante 
este tiempo de la luz, tras los cuales, se ha suspendido 
la reacción con 1 mi de ácido, y se han leído los resulta­
dos, o bien por el método visual (a los 5 minutos), o por 
el método instrumental.
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3.4.2.1.2.1.3.1.- Método visual

Se ha comparado la intensidad de 
color de cada tubo, usando la escala de color suministrada 
como referencia.

3.4.2.1.2.1.3.2.- Método fotométrico

Se ha seleccionado una longitud de 
onda de 492 nm en un espectrofotómetro.

Se han inspeccionado visualmente ambos blancos, 
descartando uno o ambos si están contaminados (presentan 
entonces un color amarillo-anaranjado). Si ambos están 
contaminados se repite el ensayo completo. El control 
diluyente se puede utilizar como "control negativo" o 
se puede utilizar una muestra fecal reconocida como nega­
tiva.

Se ha calibrado el blanco del instrumento usando 
uno de los dos tubos de blanco de sustrato; se ha leído 
el diluyente o el control negativo y positivo, y se ha 
efectuado por último la medición de las muestras problema.

Las muestras cuyas absorciones sean mayores o 
iguales al valor límite establecido con el control negati­
vo o de diluyente, se consideran positivas para el antíge­
no rotavirus. Las muestra cuyas absorciones estén dentro 
del +25% del valor límite son sospechosas y se han de 
repetir.

3.4.2.1.2.1.3.2.1.- Determinación del valor límite

Se ha determinado agregando 
el factor 0.075 al control negativo o de diluyente.
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3.4.2.1.2.1.3.2.2.- Cálculos para determinar la zona
gris (dudosa)

La zona gris (dudosa) se define 
como el +25% del valor límite o 0.75 veces a 1.25 veces 
el valor límite.
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3.5,- METODOS PARA LA DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES 
TOXICAS

3.5.1.- Preparaciones de enterotoxinas de E. coli

3.5.1.1.- Medios de cultivo

3.5.1.1.1.- Medio de crecimiento

Los aislamientos de E. coli se hicieron 
crecer en dos tipos de medio de cultivo diferentes, para 
observar cuál de ellos proporcionaba un desarrollo más 
eficaz.

Cada uno de los aislamientos de E. coli conserva­
dos, creció de forma independiente y separada de los de­
más, aunque se tratase de varias colonias obtenidas de 
un mismo paciente. Se hizo de esta forma, para evitar 
la acción de las colicinas que pudieran ser liberadas 
por alguna de las cepas, en el medio de cultivo común, 
tal como demostraron MURRAY et al. (1981) y explicamos 
detalladamente en el apartado 3.2.4.3.2.

- Agua peptonada que se preparó con 1 g de pepto- 
na (Difeo,0149-01) y 0.5 g de cloruro sódico disueltos 
en 100 mi de agua destilada.

- Agar soja tripticasa (AST), que se preparó 
como ya hemos descrito en el apartado 3.2.4.3.2., distribu­
yendo volúmenes iguales en placas colocadas sobre una 
superficie previamente nivelada para que se solidifiquen.

Tras el crecimiento en ambos medios, nos decidi­
mos por el segundo al ser más fácil obtener en él, una 
cantidad abundante de inoculo para transferir al medio 
de producción de enterotoxina.
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3.5.1.1.2.- Medio para la producción de enterotoxinas

Entre los medios propugnados como útiles 
para la obtención de toxinas se incluyen: Medio Syncase 
(FINKELSTEIN et al. 1966; SACK y SACK,1975); Medio Casa- 
nuico-ácidos-estracto de levadura-sales modificado (CAYE 
-2)(MUNDELL et al. 1976; SCHEFTEL et al. 1980); y el 
Medio caldo soja tripticasa (CST).

Este último fue elegido por su sencillez de prepa­
ración, su eficacia, y por ser el más ampliamente utiliza­
do por la mayor parte de los autores (DEAN et_ al* 1972; 
DONTA et al. 1974a,b; GUERRANT et al. 1975; KONOWALCHUCK 
et al. 1977; SPEIRS et al. 1977; DEBOY II et al. 1980b; 
MAKI et al. 1980; SCOTLAND et al. 1980a,b; OTNAES y 
HALVORSEN,1981; CAPRIOLI et al. 1983; BLANCO et al. 
1983c).

Se preparó tomando 30 g de polvo caldo-soja-trip- 
ticasa (Difeo,0370-01-1) y disolviéndolos en 1 litro de 
agua destilada, distribuyendo a continuación volúmenes 
iguales, en matraces Erlenmeyer de 100 mi de capacidad.

Los medios se conservaron en nevera a 4°C.

3.5.1.2.- Siembras
La siembra de los medios para la producción 

de enterotoxina, se realizaron mediante inoculación con 
asa de platino, en 10 mi de medio C.S.T., en matraces 
Erlenmeyer de 100 mi. En otras ocasiones, se dispensaron 
cantidades entre 5 y 20 mi en matraces Erlenmeyer de 
50 y 250 mi respectivamente, según la cantidad final 
del filtrado que quisiéramos obtener. Los frascos fueron 
tapados con algodón, para evitar una oclusión hermética 
que impidiese la aireación del microorganismo en crecimien­
to, y se dejaron crecer durante un periodo de 20 horas,
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a 37°C (DONTA et al. 1974a; DE BOY II 1980c; GUERRANT, 
et al. 1975; MAKI et al. 1980), bajo agitación a 200 
rpm (DONTA et al. 1974a; KONOWALCHUCK et al. 1977; DE
BOY II ejt al. 1980b y MAKI et al. 1980), en agitador
Orbitol (Lab-line Júnior orbit-shaker. Lab-line instru- 
ments. Inc. Mel rose Park. Illinois).

3.5.1.3.- Separación de sobrenadantes

Transcurrido el periodo de incubación, el 
caldo se centrifugó entre lO.OOOxg y 20.000xg (DEAN et 
al. 1972; DONTA et al. 1974a; GUERRANT et al. 1975; 
KONOWALCHUCK et al. 1977; SPEIRS. et al. 1977; KAPPERUD, 
1980; MAKI et al. 1980; OTNAESS y HALV0RSEN,1981; CAPRIO- 
LI et al. 1983) a 4°C, durante unos 20 a 30 min (DEAN 
et al. 1972; GUERRANT et al. 1975; CALDERON y LEVIN,1981) 
separando a continuación el líquido sobrenadante que fue 
filtrado o no, de acuerdo a su destino posterior. En ambos 
casos, las muestras obtenidas fueron analizadas de inmedia­
to, o fueron conservadas, en cuyo caso, se mantuvieron
en nevera a 4°C durante 2 días como máximo (SC0TLAND 
et al. 1980a,b; KONOWALCHUCK et al. 1977; SPEIRS et 
al. 1977), y en caso de que la conservación fuese más
prolongada, fueron congelada a -20°C (OTNAESS y HALV0RSEN, 
1981) hasta 15 días (BLANCO,1983, comunicación personal).

La filtración se realizó con filtros Millipore 
de 0.22 milimicras de diámetro de poro (DONTA et al. 
1974a; MAKI et al. 1980; OTNAESS y HALV0RSEN,1981), o 
de 0.45 milimicras de diámetro de poro (KONOWALCHUCK 
et al. 1977; CAPRI0LI et al. 1983).
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3.5.2.- Detección de enterotoxinas

3.5.2.1.- Detección de la enterotoxina termolábil (LT)

3.5.2.1.1.- Cultivo de células adrenales de ratón (Y^)

Las células adrenales de ratón (Y^) respon­
den a la enterotoxina termolábil de V. cholerae y E. coli
tanto morfológicamente, adquiriendo un aspecto redondeado, 
como fisiológicamente secretando esteroides en el medio 
de cultivo (SACK y SACK,1975). Sin embargo, no responden 
a la enterotoxina termoestable (ST) de El. coli u otras 
bacterias entéricas, ni ante otros tipos de enterotoxinas 
(DONTA y M00N,1974).

Han demostrado ser muy sensibles (DONTA et al. 
1974a,b; SACK y SACK,1975) ya que con ellas, pueden detec­
tarse la centésima parte de la cantidad que se detecta 
en la prueba del asa ileal de conejo adulto (DONTA et
al. 1974a) siendo además muy útil en la clínica, al permi­
tir analizar diariamente, gran cantidad de muestras (SACK 
y SACK,1975).

3.5.2.1.1.1.- Medios de cultivo

Las células adrenales Y^ , se mantienen 
en el medio Ham's F-10 (DONTA. et al. 1974a; SACK y SACK, 
1975; KUNKEL y R0BERST0N,1979). Este medio fue preparado 
diluyendo 50 mi de medio de Ham F-10 10X (Flow,14-410- 
54) en 400 mi de agua bidestilada estéril, añadiendo a 
continuación, 8 mi de bicarbonato sódico (PRS,141638) 
al 7.5%, 2.5ml de L-glutamina (Flow,16-801-49), 5ml de 
penicilina-estreptomicina (Flow,16-700-49) y 0.25ml de 
gentamicina (concentración= 80mg/2ml)(Shering Corp. 76- 
7176). Por último, se suplemento con suero bovino fetal 
(SBF)(Flow lab. 29-101-54), previamente descomplementado
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por calentamiento a 56°C durante 30 minutos, y conservándo­
lo en nevera a 4°C. La cantidad de suero bovino fetal 
añadida fue del 2 ó 10%, según fuese destinado a los pases 
celulares, o a mantener la monocapa ya formada.

3.5.2.1.1.2.- Mantenimiento de la línea celular

Las células , nos fueron suministradas 
por el Centro Nacional de Microbiología Sanitaria de Maja- 
dahonda. Fueron mantenidas en frascos para cultivo celular 
de 200ml de capacidad (Nunc. Intermed.), con unos 20 a
40ml de medio de Ham F-10, suplementado al 10% con suero 
bovino fetal, haciéndolas crecer en forma de monocapas,
en una atmósfera de CC^al 6%, a 37°C (DONTA et al.1974a;
CALDERON y LEVIN,1981), y haciendo pases por tripsiniza- 
ción, cada 4 a 6 días aproximadamente, alternados con 
cambios del medio de cultivo cada 3 ó 4 días.

Las transferencias celulares se efectuaron cuando 
se observó al microscopio la formación de monocapa homogé­
nea y densa, sin lagunas, y cuando comienzan a existir
células flotando libremente en el medio, o agrupamiento 
de las mismas. Entonces, se toman 1 ó 2 muevos frascos,
en los que se introduce una cantidad similar de nuevo
medio de cultivo. Del frasco antiguo se elimina el medio 
existente, haciendo un lavado con unos 4-5ml de tampón 
fosfato alcalino (PBS), que se deshecha. A continuación 
se introduce una pequeña cantidad, alrededor de 3ml de
solución de tripsina-versene manteniéndolas en contacto 
con las células, hasta observar a través del microscopio 
que éstas cambian de forma redondeándose.

En este momento se elimina la solución de tripsi­
na, y se deja el frasco tapado y apoyado sobre la pared 
donde asienta la monocapa celular, a 37°C, durante unos 
minutos, hasta comprobar que las células comienzan a sepa-
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rarse entre sí y desprenderse.

La solución tripsina-versene, se preparó diluyen­
do en un litro de agua bidestilada los siguientes componen- 
tes=

. Tripsina 1:250 en polvo (Difeo 0152-15-100g) - --- 1.25g

. PBS en tabletas (Oxoid Br 14a) - ----- - - - 1 0  tabletas

. EDTA (Panreac,141952)             0.2g

Se mezclan en un matraz sobre agitador magnético 
y se fitran a través de membrana, distribuyéndolos a razón 
de 20ml, en tubos estériles de 0.22 mieras. Se conservan 
congelados a -30°C.

Tras conseguir la separación celular, y un despe­
gamiento uniforme de la pared, se realizan lavados de 
la superficie donde asentaba la monocapa, con 5ml de medio 
de cultivo completo, pipeteando repetidamente sobre ella, 
hasta recoger las células desprendidas en el medio, tras­
portándolas entonces hasta el nuevo frasco preparado, 
o repartiéndolas entre dos, dependiendo de la cantidad 
que nos interese mantener. La nueva monocapa, suele empe­
zar a formarse a las 24 horas.

Los cambios de medio se realizan vaciando el 
contenido del frasco que queremos desechar, e introducien­
do una pequeña cantidad (5ml) del nuevo, con el que se 
lava la pared donde se ha formado la monocapa celular, 
con el fin de arrastrar todos sus detritus, y células 
muertas o sueltas. Tras el lavado se elimina, introducien­
do entonces una cantidad de medio nuevo,similar a la ante­
rior.

Estos cambios de medio completo de crecimiento, 
pueden realizarse con la proporción del 10% de suero bovi- 
no-fetal, o sólo con el 2%, cuando se comprueba que el
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crecimiento celular es rápido y efectivo y sólo nos intere­
sa mantener la línea de crecimiento.

3.5.2.1.1.3.- Preparación de las placas con células 
para la detección de enterotoxina 
termolábil

Para la distribución de células adrena­
les de ratón sobre las que detectar el efecto de la entero- 
toxina termolábil hemos utilizado placas para cultivo 
tisular de 96 pocilios (Nunc. Intermed. Cat.167008).

Por tripsinización de cada frasco ROUX, con la 
monocapa de cultivo celular, se obtiene una suspensión 
de células que se ajustan a 2x10^ células por mililitro 
(SPEIRS et al_. 1977). De esta suspensión, se introducen 
0.25ml en cada uno de los pocilios de la placa de cultivo 
celular quedando 5x10^ células en cada pocilio, y a los 
4 días se habrá formado una monocapa celular. El medio 
de crecimiento se cambia 24 horas antes, y en el momento 
de ensayar los filtrados enterotóxicos, utilizando en 
esta ocasión un medio suplementado con suero bovino fetal 
al 2%.

3.5.2.1.1.4.- Detección de la enterotoxina termolábil 
(LT)

Cuando comprobamos la formación de una 
monocapa completa, tras sustituir el medio de cultivo 
antiguo, como hemos comentado anteriormente, se añade 
sobre cada uno de los pocilios, 0.025ml de cada uno de 
los filtrados problema preparados anteriormente, teniendo 
la precaución de ensayar por duplicado cada uno de los 
filtrados de cada colonia de E. coli, en pocilios separa­
dos, así como de utilizar una cepa control positiva produc­
tora de enterotoxina y otra cepa control negativo, no
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productora de enterotoxina termolábil. También se mantie­
nen unos pocilios control, en los que sólo existen las 
células con el medio de crecimiento.

La lectura se realiza a las 14, 16 y 24 horas, 
valorando el número de células que presentan cambios mor­
fológicos (SACK y SACK,1975; KUNKEL y R0BERST0N,1979í 
OTNAESS y HARV0NSEN,1981 y BACK, et al. 1980b), utilizando 
un microscopio invertido de contraste de fases. La lectura 
fue siempre realizada por dos personas, dando por válidos 
los resultados sólo en el caso de que fueran concordantes. 
Cuando hubo discrepancia la prueba fue repetida de nuevo 
(BACK, et al. 1977). Las cepas de E. coli que produjeron 
alteración morfológica sobre las células , fueron proba­
das de nuevo para comprobar la fiabilidad del resultado.
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3.5.2.1.2.- Cultivo de células C.H.O. (Chinesse hámster 
ovary)

Las células de ovario de hámster chino 
(C.H.O.: Chinesse hámster ovary), presentan, como las
células Yj , la característica de responder con cambios 
morfológicos ante la enterotoxina termolábil de \f. chole- 
rae y E. coli (GUERRANT et al. 1974; NALIN et al. 1975). 
Tales cambios se ha demostrado que están correlacionados 
significativamente, con un aumento del adenosin 3'-5'mono- 
fosfato-cíclico (AMPc) intracelular, así como con la dosis 
de toxina existente (GUERRANT et al. 1975). Su sensibili­
dad es similar a la de las células adrenales según SACK 
(1975), aunque menor que la prueba de permeabilidad cutá­
nea en el conejo, según KETYI y CZIROK (1978) y quizás 
más fáciles de mantener que las células Y^ (Who Scientific 
Working Group,1980a).

GUERRANT et al. (1974) la consideran como una 
prueba simple y específica para la detección de la entero- 
toxina termolábil (LT) de E. coli. ya que detecta 3 x 
10 mol de toxina colérica (CT), o una dilución 1:250 
de filtrado de cultivo crudo de toxina termolábil produci­
da por E. coli 334.

3.5.2.1.2.1.- Medios de cultivo

Se han utilizado dos medios de cultivo 
distintos para hacer crecer las células CHO:

- Medio de Ham F-12 (GUERRANT, et al. 1974). 
Este medio se preparó diluyendo sus componentes,, incluyendo 
glutamina y 12g/l de rojo fenol sin bicarbonato sódico 
(Flow-laboratories r:10-431-20), en 1 litro de agua bides- 
tilada, añadiendo después, sobre agitador, 1.18g de bicar­
bonato sódico (Sodium bicarbonate Anhidrous Sigma r: S- 
8875), y manteniendo la agitación hasta su completa disolu-
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ción. A continuación, se filtró e introdujo en un frasco 
estéril, realizando una prueba de esterilidad^ (24h en 
estufa a 37°C).

Posteriormente, o en el momento de usar, al medio 
base obtenido, se añadió 10% a 20% de suero bovino fetal, 
(SBF),(Flow. Lab. Ref.29-101-54), previamente descomplemen­
tado *según fuese su utilización posterior (ver después), 
penicilina (5000UI/ml) y estreptomicina (5000mg/ml)(Flow. 
Lab. r:16-700-49), en una proporción del 5% guardándose 
en nevera a 4°C.

- Medio mínimo esencial de Eagle (Minimum essen- 
tial médium Eagle: MEM)^(KETYI et al. 1978; KETYI y PACSA, 
1980; HONDA et al. 1981a,b). Para su preparación, se 
utilizó una solución 10X (Minimum Essential Médium agle 
odified) con sales de Earle sin bicarbonato sódico y 
sin glutamina,(Flow. Lab. r:14-100-54), del que se mezcla­
ron 50ml con 400ml de agua bidestilada estéril, 5ml de 
L-glutamina, 200mM (r:16-801-49), 5ml de aminoácidos no 
esenciales (100X non essential aminoacids.Flow. Lab. r:16- 
810-49), 14ml de bicarbonato sódico al 7.5%, 2ml de NaOH 
1N y 0.25ml de gentamicina (80mg/2ml)(Shering Corp.). 
Además es suplementado con suero bovino fetal (SBF)(Flow. 
Lab. r:29-101-54) previamente descomplementado, o al 10%, 
ó al 2%, según el destino posterior del medio. Tras su 
preparación se conservó a +4°C.

El crecimiento de las células en ambos medios, 
es excelente, sin grandes diferencias, pero nos decidimos 
definitivamente por el uso del medio M.E.M., siguiendo 
las indicaciones del HONDA et al. (1981a)., dado que en 
él disminuye el grado de elongación celular en ausencia 
de enterotoxina termolábil.
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3.5.2.1.2.2.-Mantenimiento de la línea celular

Las células CHO fueron obtenidas del 
laboratorio Flow (Glasgow), y se mantuvieron en frascos 
para cultivo celular de forma similar a la descrita 
previamente.

3.5.2.1.2.3.- Preparación de las placas con células 
para la detección de enterotoxina 
termolábil

Utilizamos también, como para las 
células , placas para cultivo tisular de 96 pocilios 
(Nunc. Intermed Cat.167008).

Tripsinizando uno de los frascos ROUX, donde
ya se había formado una monocapa uniforme, se obtuvo

óuna suspensión de células que se ajustó a 2x10 célu-
las/ml (GUERRANT et al. 1975; KONOWALCHUCK,1977; SPEIRS
1977; KETYI y PAESA,1980) diluyéndolos en medio M.E.M.
clon 2^d¿!SEF, penicilina lOOU/ml y estreptomicina lOOmg/ml.
Posteriormente utilizamos medio M.E.M. al 1%(GUERRANT
et al. 1975; HONDA et al. 1976; BLANCO, comunicación
personal,1984). De esta suspensión se tomaron 0.25ml
que se introdujeron en cada uno de los pocilios de la

3placa de cultivo celular, con lo que quedan 5x10 célu­
las en cada pocilio, sobre los que se añaden a continua­
ción 0.02ml del filtrado enterotóxico preparado anterior­
mente (GUERRANT et al. 1975; HONDA et al. 1976). Así 
se mantienen 16 a 24 horas a 37°C en una atmósfera con
6% de CO2  , tras lo que se efectuó el recuento de las
células elongadas, bipolares o en forma de huso, determi­
nando el porcentaje de las que han sufrido esta altera­
ción. Cada recuento se hizo por duplicado, en pocilios
separados teniendo, como en las células Y^ , controles
positivos (cepas de E. coli enterotoxigénicas) y negati­
vos (cepas de E. coli LT(-)), así como controles de 
células sin filtrados.
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3.5.2.2.- Detección de la enterotoxina VT. Cultivo 
de células VERO

Las investigaciones de SPEIRS et al. 
(1977), permitieron conocer el efecto de la toxina termo- 
lábil (LT) de E. coli sobre la línea celular VERO 
(cels. de riñón de mono verde africano pero posteriormen­
te estos mismos autores (KONOWALCHUCK e¿ al. 1977), 
demostraron la existencia de una citotoxina (VT), distin­
ta de las enterotoxinas LT y ST, en los filtrados de 
los cultivos de algunas cepas de E. coli, con un efecto 
citotóxico sobre las células VERO, totalmente distinto 
al efecto citopático causado por la toxina termolábil, 
y fácilmente distinguible del producido por ellas.

Las células afectadas aparecen redondeadas, 
pero habiendo reducido su tamaño, arrugadas, flotando 
muchas de ellas en el medio. Este efecto, se hace además 
más patente a medida que va pasando el tiempo, sin posi­
bilidades de recuperación, mientras que la acción de 
la enterotoxina LT se debilita, por lo que lo que la 
monocapa celular expuesta a ésta, tiene a los 3 ó 4 
días su aspecto normal.

3.5.2.2.1.- Medios de cultivo

Se utilizó el medio mínimo esencial de 
Eagle (MEM), preparado tal como consta en el apartado
3.5.2.1.2.1.

3.5.2.2.2.- Mantenimiento de la línea celular

Las células VERO fueron obtenidas del 
Laboratorio del Instituto de Microbiología de la Univer­
sidad de Bolonia.

Para su conservación y crecimiento, seguimos
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un método similar al referido en el apartado 3.5.2.1.1.2 
para las células Y^ y células CHO, no distanciando los 
pases celulares más allá de 4-6 días como indican SPEIRS 
et al. (1977).

3.5.2.2.3.- Preparación de las placas con células 
para la detección de la enterotoxina 
VT

Para el ensayo de la actividad entero- 
tóxica VT, utilizamos células distribuidas en placas 
de cultivo tisular de 96 pocilios (SCOTLAND et al. 
1980a).

Con el fin de facilitar la lectura del efecto 
citotóxico (VT), sin interferencias con el efecto citopá- 
tico producido por la enterotoxina termolábil LT, presen­
tes ambos cuando se analiza la respuesta celular sobre 
una monocapa totalmente formada, utilizamos células 
recien tripsinizadas, en suspensión, y que habrán sido 
distribuidas en cada uno de los pocilios, de la placa 
de cultivo tisular.

Para ello actuamos tal como describimos en 
el apartado 3.5.2.1.1.3. para las células , con una 
única diferencia consistente en utilizar el medio, con 
un 10% de suero bovino-fetal. Como para aquellas células, 
utilizamos controles de cepas de E. coli, en este caso 
VT (+), así como pocilios con células en los que sólo 
crecieron células VERO normales.

La lectura se realizó a las 8, 10 y/o 24 horas, 
aunque por la persistencia del efecto se pudo completar 
2,4 hasta 7 días después.

-  2 2 6  -



3.5.2.3.- Detección de la enterotoxina termoestable 
(ST)

3.5.2.3.1.- Prueba del ratón lactante (infant mouse 
test ■ l.M.T.)

Se trata de una prueba que surge como 
alternativa a otra anterior ya utilizada, la del asa 
ileal de conejo adulto o de otros animales (SMITH y 
HALLS,1967), que aunque efectiva, resultaba cara, difí­
cil de llevar a cabo, y con resultados, a veces, dispa­
res (DEAN et al. 1972). Ofrece la ventaja de utilizar 
animales de menor tamaño, en los que todavía no existe 
proliferación bacteriana intestinal, lo que condiciona 
un mayor grado de uniformidad en su respuesta (DEAN, 
et al. 1972).

3.5.2.3.1.1.- Obtención y características de los 
animales

Utilizamos ratones blancos de la 
raza Swiss, criados en jaulas preparadas para tal efec­
to, en el estabularlo del Departamento de Microbiología 
de la Facultad de Medicina de Valencia.

Para poder contar con un alto número de unida­
des de cría de forma prácticamente continua, dispusimos 
de 45 a 50 jaulas, en las que colocamos 1 ratón macho 
por cada 3 a 5 ratones hembras, lo que permitió tras 
los primeros meses de adaptación, contar con unos 50 
ratones recien nacidos, como promedio semanal, que reu­
nieran las condiciones exigidas en la prueba.

Todos los ratones utilizados han sido recién 
nacidos, de 1 a 4 días de edad, (DEAN et al. 1972; RUDOY 
y NELSON,1975; SACK,1975; MAKI et al. 1980), FIGURA 8
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Fig. 8.- Conjunto de crías de ratones, de 1 a 4 días 
de edad, recién separados de sus madres, 
(raza Swiss).



predominando los de 3 días a causa de su mejor adaptabi­
lidad a la prueba, dado que su tamaño y fortaleza son 
mayores que las de los ratones más pequeños, y la res­
puesta es más homogénea que en los mayores.

un poco antes de ser utilizados, reuniéndolos al azar 
en grupos de 6, ó de 3, según veremos posteriormente, 
en el momento de administrarles el filtrado de cultivo 
de E. coli.

3.5.2.3.1.2.- Preparación del material de inoculación

expuesto en el apartado 3.5.1., aunque en este caso 
no es necesario filtrar las muestras que van a ensayarse

la prueba a un número elevado de cepas de E. coli, dismi­
nuir su costo y disponer de un número suficiente de 
ratones cada vez, realizamos la prueba con las mezclas 
de los extractos de 5 colonias diferentes de E. coli, 
de cada uno de los cultivos de los aislamiento a ensayar. 
(BYERS y DUPONT,1979; BLANCO ALVAREZ et al. 1983c). 
Para ello tomamos lml de los sobrenadantes o filtrados 
de cada uno de los cinco aislamientos, mezclándolos 
en un frasco, del que a su vez, separamos lml de la 
mezcla, al que añadimos una gota de colorante de azul 
de Evans, previamente preparado al 2% en tampón fosfato 
salino, de pH 7.4 (BLANCO ALVAREZ,1983).

El tampón fosfato salino fue preparado según 
la siguiente composición:

Los ratones fueron separados de sus madres

Hemos procedido tal y como ha quedado

(GIANELLA,1976; BLANCO, et al. 1983c).

Para facilitar la aplicación rutinaria de

(Merck,6580) 2.82g
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. P0^HNa2 (Merck,6586)    --- - ---------------  11,93g

. Agua destilada c.s.p. -          500ml
• Se ajustó a un pH de 7.2-7.4

Se añadió 87.66g de cloruro sódico, llevando 
hasta 1 litro con agua destilada, y se añadió por último 
azida sódica hasta una concentración final de 0.005% 
(0.05g)•

3.5.2.3.1.3.- Inoculación del sobrenadante del cultivo

Una vez homogeneizado el extracto de 
cultivo con el colorante, se administró por vía oral 
O.lml a cada uno de los ratones (KETYI, et al. 1978). 
Para ello se utilizaron jeringas de insulina Conolver(A- 
mericano), 16/5 (lot.X/009 02/85), con agujas previamente 
despuntadas, romas y revestidas de papel parafinado 
(Parafilm) con el fin de evitar lesionar la mucosa oral 
y esofágica. La aguja se introdujo en la boca, con peque­
ños y suaves movimientos de rotación, y desde allí, 
en el esófago de los ratones, (fig. 9). El color azul del material 
inyectado facilita la visualización de su llegada 
al interior del estómago lleno de leche, asegurando 
así la ejecución correcta del procedimiento.

Desechamos la inyección percutánea directa, 
en el estómago de los animales, (DEAN, et al. 1972; GUE- 
RRANT, et al. 1975; MAKI, et al. 1980), al ser un método 
más traumático y expuesto a mayor número de complicacio­
nes.

Cada muestra, (mezcla del conjunto de las cinco 
colonias distintas del mismo aislamiento de E. coli), 
se ensayó en lotes de 6 ratones, tomados al azar.
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Fig. 9.- Inoculación orogástrica del filtrado de 
cultivo de E. coli a ensayar.



En cada una de las pruebas realizadas se 
utilizó siempre una cepa de E. coli conocida, produc­
tora de enterotoxina termoestable (ST), que sirvió 
de control positivo de la misma. Con ella se procedió 
de igual modo, pero utilizando exclusivamente 1 mi 
de filtrado enterotóxico obtenido, y se ensayó en un 
lote de 3 ratones (BLANCO ALVAREZ, 1983c).

Del mismo modo, ensayamos en diversas ocasio­
nes cepas de E. coli ST negativos que nos sirvieron 
de base comparativa con nuestros propios resultados 
negativos, así como el propio medio de crecimiento 
de E. coli, (CST), al que sometimos al mismo procedi­
miento por el que pasan las propias cepas para comprobar 
sus posibles interferencias en los resultados finales.

Al mismo tiempo, y para dar validez al método 
de BYERS y DUPONT (1979), planteamos varias pruebas 
diluyendo al 1/5 extractos de una cepa de E. coli ST(+), 
con extractos de cepas conocidas como ST(-), utilizando 
en estos casos, (como en las pruebas habituales), lotes 
de 6 ratones.

3.5.2.3.1.4.- Evaluación del efecto enterotóxico

Tras la inoculación, los animales 
permanecieron durante 4 horas a temperatura ambiente, 
entre 25 y 28°C, (DEAN et al. 1972; KETYI et al. 1978; 
DE BOY et al. 1980; BLANCO ALVAREZ et al. 1983c). Duran­
te este tiempo los ratones inoculados con el filtrado 
del cultivo de una cepa de E. coli productora de entero- 
toxina termoestable suelen cambiar su aspecto, de tal 
forma que, trascurrido el periodo de incubación, se 
muestran letárgicos, inmóviles y con el abdomen llamati­
vamente distendido. En cambio los ratones que recibieron
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el extracto de la cepa negativa, ofrecen un aspecto 
normal (Figura 10).

A las 4 horas los animales son sacrificados 
por dislocación cervical, (BLANCO ALVAREZ et al. 1983c), 
que ha de realizarse limpiamente evitando soluciones 
de continuidad que puedan provocar hemorragias al exte­
rior.

A continuación se pesan cada uno de los lotes 
de 3 ó 6 ratones, procediendo después a abrir el abdomen 
de cada uno de ellos, examinando el intestino delgado 
para evaluar tanto su dilatación, (SACK, 1975; KETYI 
et al. 1978), como la coloración azulada que adoptan, 
(MAKI et al. 1980; RUDOY y NELSON, 1975), siendo inclui­
dos solamente en la prueba, aquellos en los que es 
visible el azul de metileno. Se extrae luego el tubo 
digestivo, desde píloro a recto (RUDOY y NELSON, 1975), 
procurando no romper las asas para evitar la salida 
del contenido intestinal, y se pesan por último los 
ratones sin intestino (Figura 11), calculando el peso 
de los intestinos por la diferencia de peso de los 
ratones, antes y después de la extracción de las asas 
intestinales, (GIANELLA, 1976; 0LSS0N y SODERLAND, 
1980).

El grado de deshidratación viene dado por 
el cociente entre el peso de los intestinos respecto 
al peso de los cuerpos, (Coeficiente I.M.T.), (DEAN 
et al. 1972; GUERRANT et al. 1975; RUDOY y NELSON, 
1975; GIANELLA, 1976; KETYI y PACSA, 1980; MAKI et al. 
1980; BLANCO ALVAREZ et al. 1983c).

Todos los organismos con respuesta positiva
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Fig. 10.- Ratones inoculados con una cepa de E. coli 
ST(+), (izquierda), y con una cepa ST(-), 
(derecha), tras un periodo de incubación de 
A horas.



Fig. 11.- Lote de 6 ratones inoculados con una misma 
cepa de E. coli, tras extraerles los intes­
tinos, previa pesada.



volvieron a ser ensayados para asegurar la veracidad 
del resultado. Si seguían siendo positivos, la prueba 
se repetía de nuevo, ensayando entonces individualmente 
cada uno de los 5 aislamientos diferentes de E. coli 
que habían dado coeficientes positivos en conjunto. 
En esta ocasión fueron utilizados lotes de 3 ratones 
para cada una de las cepas ensayadas, tal como proce­
díamos habitualmente cuando ensayábamos una única cepa 
de E. coli. Esto permite concretar cuál y cuántas de 
ellas son las productoras de enterotoxina termoestable.
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3.5.3.- Cepas control

Hemos utilizado como cepas control produc­
toras de enterotoxinas, E. coli aislados de seres huma­
nos con diarrea en diversas partes del mundo. Los seroti- 
pos, fenotipos enterotoxigénicos y procedencia de cada 
una de ellas se indican en la TABLA 30. Todas ellas 
nos fueron cedidas amablemente por E. A. GONZALEZ GARCIA 
y J. BLANCO del departamento de Microbiología Interfacul­
tativo (Farmacia y Medicina) de la Universidad de Santia­
go de Compostela.
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TABLA 30

S E R O T I  P O S , F E N O T I P O S  T O X I C O S  Y A I S L A M I E N T O S  

DE E .  COL I E N T E R O T O X I  GEN I COS CONTROL

CEPA SEROTIPO AISLADA EN TOXIINIAS

B2C 0o:H16 VIETNAM LT y ST
PB-176 06:H16 MEXICO LT y ST

PB-176-P 06:1116 Derivado de LT
laboratorio

H-10407 078:H11 BANGLADESH LT
H-10407-P 078:H11 Derivado de LT

laboratorio
Gonzales-^ No conocido EGIPTO LT y ST
D-121-C3 08:K40:H9 HONDURAS LT
M-8031-MI No conocido GUAM (EEUU) ST

H-19 026:K60:H11 CANADA VT
H-30 026:K60 CANADA VT



3.5.4.- Análisis estadístico de los datos obtenidos

Con la finalidad de describir e interpretar 
la información obtenida, tanto en lo referente a la 
puesta a punto del ensayo de ratones lactantes, antes 
de su aplicación al material objeto de este estudio, 
como respecto a las características de nuestros pacien­
tes y de los hallazgos microbiológicos de las heces 
examinadas, se han tabulado los resultados siguiendo 
las indicaciones de VIEDMA (1976) y DOMENECH y MASSONS 
(1980), mediante la aplicación de pruebas paramétricas, 
cuando se trataba de valorar datos cuantitativos, o 
de pruebas no paramétricas si se examinaban datos cuali­
tativos.

3.5.4.1.- Métodos paramétricos

3.5.4.1.1.- Medidas de tendencia central

Investigan la posición de los datos dentro 
de una distribución:

£ - x- Media aritmética (x) =____!_n

- Mediana (Md) = P5Q= Li~ ( N ~ nN/10Q)h,
n.i

- Moda (Mo) o variable más frecuente.

3.5.4.1.2.- Medidas de dispensión

Revelan la homogeneidad de los datos 
dentro de una distribución:
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Varianza (s3) = (x^ x)
n - 1

- Desviación tipo (s)

Rango o amplitud (A) = x - x .& v ' max. min,

3.5.4.1.3.- Medidas de forma

Muestran el modo de agruparse los datos 
de la distribución:

- Coeficiente de variación (C.V.) =

- Puntuación estándar (z) = ~  Ls

- Coeficiente de asimetría de Pearson

_ g (z)’
1 " n

: Distribución asimétrica negativa 
0 : Distribución simétrica 

^ ^ 0  : Distribución asimétrica positiva

- Coeficiente de curtosis de Pearson

: Distribución plana o platicúrtica 
^  2 = 3 : Distribución normal o mesocúrtica

3 : Distribución apuntada o leptocúrtica
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3.5.4.1.4.- Comparación de grupos de datos 
independientes

3.5.4.1.4.1.- Muestras pequeñas

Se han aplicado sucesivamente la prueba 
de Snedecor, o de igualdad de varianzas "F” , y la ley 
de Student-Fisher.

3.5.4.1.4.1.1.- Prueba de Snedecor

La prueba "F" se ha ensayado con 
objeto de determinar si las varianzas de las series 
comparadas son significativamente diferentes entre 
sí, y provienen de dos poblaciones distintas.

Para desarrollarla se aplica el cocientea
S1F = ---, entre la mayor y la menor de las varianzas,

2

s2

(s2), y el valor obtenido se compara con el valor F, 
(vi , V2  ) dado por la tabla de significación F de 
Fisher-Snedecor, siendo v^= n^ - 1, y TI2  - 1 grados 
de libertad, con un riesgo = 0.05. Si F ^ F ( v  fva&0, 
significa que no existen diferencias entre las varian­
zas, por lo que las muestras comparadas son normales.

3.5.4.1.4.1.2.- Prueba de Student-Fisher

Admitida la premisa de que partimos 
de muestras normales, se pasa a aplicar la prueba ,!t” 
de Student para la comparación entre medias, (media 
observada y media teórica-control),mediante la fórmula:

t  = ■■■■L--5Ly¡vT
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3.5.4.1.4.2.- Muestras grandes

Para establecer si existen diferencias 
significativas entre las medias de dos muestras con 
más de 30 individuos, se ha aplicado la prueba:

( *1  '  * 2 }z = — .. - -

V sí/nl + s2/n2

en la que y son ^as medias de cada una de las 
muestras comparadas, sj y s^ las varianzas respectivas, 
y n^ y n2  el número de individuos de las mismas.

Para un riesgo cL = 0.05, si z«*, la
diferencia entre las medias no es significativa. Si
z > z^, esta diferencia si que existe.

3.5.4.1.5.- Estimación de las propiedades de la 
media (x)

3.5.4.1.5.1.- Intervalo normal

Es el intervalo normal (I.N.) que
contiene el 95% de los individuos de una población
y se expresa por la fórmula:

I.N. = x + z*s

Para muestras grandes esta fórmula equivale 
en la práctica a x + 2s, ya que para un riesgo OC= 0.05, 
el valor z es igual a 1.96 en la tabla de la Ley Normal 
(D0MENECH y MASSONS, 1980), equivalente a 2.

Para muestras pequeñas, el cálculo de
za se realiza aplicando la ley de Student-Fisher, para
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un riesgo o( = 0.05, y un número de grados de libertad 
(v) igual a n-1, quedando expresada, por tanto, de 
la forma siguiente:

I.N. = x + t (v,Ot)s

La variable t (v,oC) está tabulada en la 
tabla F (DOMENECH y MASSONS, 1980).

Cuando el carácter x. estudiado queda fuera 
del intervalo normal, se considera como un dato patoló­
gico o anormal.

3.5.4.1.6.- Relación entre dos caracteres 
cuantitativos.

El análisis comparativo entre dos carac­
teres cuantitativos permite medir,según SCHWARTZ (1972), 
su grado de asociación y calcular las rectas de regre­
sión.

Además de las pruebas de independencia 
entre las variables comparadas, basada en el índice 
jr, se han de realizar pruebas de correlación si estas 
variables son aleatorias, o pruebas de regresión si 
una de ellas es aleatoria y la otra controlada.

3.5.4.1.6.1.- Cálculo de la recta de regresión

La recta de regresión es la expresión 
lineal del valor de una variable aleatoria, en función 
de distintos valores controlados.

Se calcula por el método de los mínimos
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cuadrados de Gauss, y está determinada por el estadí-

Tras conocer los valores de a y de b, dando 
valores a (x) se obtienen los de (y).

3.5.4.1.6.2.- Cálculo del coeficiente de correlación

entre dos variables cuantitativas y el grado de adapta­
ción a una línea recta.

derándose en la práctica que cuando se aproxima a 1, 
la dependencia lineal es muy fuerte. Los valores iguales 
o superiores a 0.8 indican buena dependencia. Los va­
lores inferiores a 0.5-0.8 reflejan una dependencia 
aceptable, y los inferiores a 0.5 señalan que el modelo 
lineal no es adecuado para describir la relación entre 
las variables, si es que existe alguna.

grafo:
y = a + bx, en el que

b = C£-XV ~ (^xjLy/H)) 
( l x J - ( £ x ) ’/N)

a = y - bx

Mide la intensidad en la relación

Este coeficiente varía entre -1 y +1 consi-

Viene dado por la fórmula:

r X  xy -  Z x  X y / N
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3.5.4.2.- Métodos no paramétricos

Se han utilizado métodos no paramétricos 
cuando se trataba de analizar la relación existente 
entre dos muestras expresadas mediante atributos.

3.5.4.2.1.- Ley d e ^ a

Se puede aplicar a cualquier estudio 
en el que se investiguen caracteres cualitativos con 
K. categorías, y en el que se tratan de comparar dos 
proporciones.

En el caso de muestras independientes se 
ha recurrido a la distribución , de acuerdo a los 
siguientes criterios:

En tablas de contingencia de 2x2, se han 
realizado la prueba salvo cuando alguna frecuencia 
fuera menor de 5, en cuyo caso se ha aplicado la correc­
ción de Yates, siempre que los efectivos calculados 
estuvieron comprendidos entre 3 y 5. Para efectivos 
inferiores a 3, se ha utilizado un método de comparación 
de dos proporciones observadas basado en el cálculo 
de probabilidades.

En tablas de contingencia de 2xk, siendo 
k mayor de 2, se ha utilizado exclusivamente la distri­
bución jfc.

La representación algebraica convencional 
de una tabla 2x2 sería:
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a(l) b(2) a+b
c(3) d(4) c+d

a+c b+d a+b+c+d=n

(1) = (a+c) x (a+b)/a+b+c+d
(2) = a+b-(l)
(3) = a+c-(l)
(4) = c+d-(l)

x, = (a-(l))a + (b—(2))a + (c-(3))a + (d-(4))a 

(1) (2) (3) (4)

Cuando Jía ̂  J?? ( v , OC) no existe diferencia
significativa entre los grupos comparados.

Cuando 3 ^  J\Ia(v,OC) , existe diferencia 
significativa entre ambos grupos.

El valor dej£a(v,oC) se calcula, para un
riesgo oí de 0.001 a 0.05, y un número de grados de
libertad (k-1), en las tablas correspondientes,(D0MENECH 
y MASS0NS, 1980).

3.5.4.2.2.- Estimación de una proporción: Intervalo 
de probabilidad

Para estimar la probabilidad de que
un determinado carácter, encontrado en una proporción 
determinada (pQ ) dentro de una muestra, se dé en la 
población origen de dicha muestra, se ha hallado el 
intervalo de probabilidad 1-OC de una proporción, me­
diante la fórmula:
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p0 ±  zoc \fpq/ñ"

en donde q = 1 - p .o

Esta prueba permite predecir, con un riesgo
de error , el intervalo en el que estará contenido
la proporción jjg observada en una muestra de tamaño
1 1, que a su vez procede de una población caracterizada
por una proporción j>.

El valor oC debe oscilar entre 0.05 y 0.01, 
lo que hace que el intervalo de probabilidad contenga 
el 95% o el 99% de las proporciones observadas.
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4 . -  RESULTADOS



4.1.- CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PACIENTES 

ESTUDIADOS

El número de niños incluidos en el estudio es 
de 101, de los que 66 son varones y 35 mujeres.

La distribución por edad, en los 3 grupos 
en que quedan clasificados los pacientes, según descri­
bíamos en el apartado 3.1.1.1., se refleja en las figu­
ras 12,13 y 14. El núcleo principal de niños estudiados 
corresponde al primer año de vida, 69.3% del total, 
y más aún al primer semestre, 55.44% del total. Los 
niños mayores de 2 años constituyen el 19.8%. Todos 
ellos se distribuyen por igual, sin diferencias signifi­
cativas, entre los grupos A y C. Sin embargo el grupo 
B está formado casi exclusivamente por niños menores 
de 6 meses (93.93%), lo que supone más de la mitad, 
(55.35%), de los integrantes de esta edad.

En 58 casos se ha podido realizar una inves­
tigación virológica sobre heces líquidas conservadas 
para tal fin. Las edades de los niños en los que se 
practicó esta investigación quedan expresadas en la 
figura 15, en relación a los 3 grupos de referencia.

La investigación se ha planteado en 51 
de los 81 niños menores de 2 años, (62.9%), de los
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que 35 tienen menos de 6 meses, lo que corresponde 
a su vez, al 62.5% de los 56 pacientes de esta edad. 
Estas proporciones sufren un descenso entre los niños 
mayores de 2 años, en los que la búsqueda de la etiolo­
gía viral se ha planteado en sólo 7 de los 20 casos 
estudiados (35%).

Analizando los grupos de referencia, se
observa que centrándonos de nuevo en los menores de
2 años, el mayor número de detecciones se realiza entre 
los enfermos del grupo A, 66.6%, seguidos por los del 
grupo B, 64.5%, y los del grupo C, 60% .

En los mayores de 2 años, sólo se ha plan­
teado la investigación viral en 6 de los 9 pacientes 
del grupo A, 66.66%, y en 1 de los 10 del grupo C,(10%).

En la figura 16 se observa la distribución
del número total de casos durante los 8 meses que ha
durado la recogida de muestras. El mayor número se 
ha producido en el mes de julio, 33/101 (32.67%), se­
guido por los meses de febrero, 16/101 (15.84%), y 
enero, 14/101 (13.86%), manteniendo en general un repar­
to proporcional entre los 3 grupos. Tan sólo disminuyen 
los casos de control ambulatorio durante los meses 
de marzo, mayo y junio, periodos en los que también 
es menor el número global de pacientes estudiados.

En la gráfica 17, se aplican los mismos 
parámetros a los casos en los que se ha planteado la 
investigación viral. En ella se aprecia igualmente
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que el mayor número de investigaciones se realiza duran­
te el mes de julio, siendo el número de determinaciones 
similares entre sí el resto de los meses.

Aunque el proceso diarreico ha sido el 
motivo de consulta en todos los casos, 27 de ellos 
se acompañaron de otra enfermedad infecciosa concomi­
tante. Tanto el tipo de infección acompañante, como 
su incidencia en los distintos grupos quedan reseñados 
en la TABLA 31.

Estas infecciones han acompañado con mayor 
frecuencia a las diarreas nosocomiales, 30.3%, y a 
las que precisaron hospitalización, 39.39%, dándose 
también en estos dos grupos las de mayor gravedad.

Por otra parte, en el grupo nosocomial, 
casi todos los pacientes han presentado una patología 
subyacente que había condicionado el ingreso hospitala­
rio previo, y que en general está relacionada con pro­
blemas perinatales,(bajo peso, asfixia, membrana hiali­
na...), de desarrollo, (malnutrición), o neurológicos, 
(encefalopatía), dado que la mayor parte de estos niños 
son lactantes o recién nacidos.

En el momento de ser valorados en nuestro 
hospital, 75% de los enfermos no habían recibido anti­
bióticos. Entre los niños tratados, 25/101, 11 pertene­
cen al grupo A, y excepto 2, a los que se administró 
tratamiento específico frente a la diarrea, los restan­
tes habían recibido antibióticos por el proceso infec­
cioso acompañante.
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TABLA 31

E n f e r m e d a d e s  I n f e c c i o s a s  C o n c o m i t a n t e s

D 1AGNOST1COS Grup o A Gr u p o B Grupo C

Estomatitis l
Faringitis o/y amigdalitis l 3
Otitis 3 2(.)
Bronquitis 1
Bronconeumonía o Neumonía 4 2
Infección urinaria 3 1 l
Sepsis neonatal 1
Lúes neonatal 1
Meningitis bacteriana 2
Enterocolitis necrotizante 1

Ne infecciones 13/33 10/33 4/35
Total de enfermos(%) (39.39%) (30.3%) (11.42%)

(.) En un caso asociada a infección urinaria. 
Grupo A: Enfermos ingresados por diarrea.
Grupo B: Diarreas nosocomiales.
Grupo C: Pacientes controlados ambulatoriamente.



Lo mismo sucede en el grupo B en el que 
el tratamiento previo,instaurado en 9 enfermos,, se esta­
bleció frente a la enfermedad subyacente que había 
motivado su ingreso en el hospital. En el último grupo, 
sólo 1 de 5 niños tratados, lo era por su enfermedad 
diarréica, en 3 casos se trató la enfermedad infecciosa 
concomitante, y en 1 no existía justificación para 
el mismo.

Los criterios que han permitido valorar 
el estado del enfermo para decidir o no su ingreso, 
se han basado en los parámetros clínicos y analíticos 
usados habitualmente en el Departamento de Pediatría
para estos procesos. Según ellos, sólo han presentado
deshidratación 18 niños, 10 de ellos lactantes, que se 
distribuyen entre el grupo A, (con 15), y el grupo B, 
(con 3). De ellas 12 fueron leves, 5 moderadas y 1 
grave. Esta última, acompañada de shock, afectó a un 
neonato que presentó un brote diarreico nosocomial.

De estas deshidrataciones, 16 han sido
isotónicas y las 2 restantes hipertónicas, de grado 
moderado con cifras de sodio de 158 y de 151 mEq respec­
tivamente, afectando a un niño de 12 años del grupo 
de diarrea nosocomial, y a una niña malnutrida de 11 
meses, del grupo A.

En todos los demás casos en los que se
ha practicado control de electrolitos,(niños hospitali­
zados de los grupos A y B), los resultados han sido 
normales.
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En 32 niños se ha producido una acidosis 
metabólica durante el curso de la diarrea. En 20 casos 
se trataba de niños hospitalizados por su proceso dia- 
rreico, de los cuales 14 estaban deshidratados, y en 
12 afectó a niños con diarrea nosocomial, de los que 
sólo uno presentaba deshidratación.

Uno de los signos clínicos más constantes
en su presentación ha sido la pérdida de peso, que
se ha producido en 53 casos, 21 del grupo A, 22 nosoco­
miales y 10 ambulatorios. Esta disminución de peso 
afectó principalmente a los niños menores de 2 años
de edad, en los que ocurrió en el 85% de los casos.

Respecto a la persistencia de la diarrea, 
independientemente de su etiología y en relación a 
las 3 subdivisiones en las que se han clasificado los 
enfermos, el grupo en el que la enfermedad fue de menor 
duración ha sido el B con una media de 5 días, al 
que le sigue el grupo C, con una media de 5 días y 
medio. Los niños del grupo A han mantenido diarrea 
durante un periodo de 6 días y medio.

La presencia de otros signos o la relación 
de estos datos con los hallazgos etiológicos se expon­
drán en apartados posteriores.
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4.2.- EVALUACION DE LAS PRUEBAS CONVENCIONALES DE 

ENTEROTOXIGENICIDAD DE ESCHERICHIA COLI

Antes de iniciar la búsqueda de E.C.E.T. entre 
los aislamientos obtenidos de los niños incluidos en
nuestro estudio, se han puesto en marcha los ensayos
convencionales de enterotoxigenicidad„ tal como han 
sido expuestas en el apartado 3.5. de material y mé­
todos.

4.2.1.- Actividad de las toxinas LT y VT sobre

cultivos in vitro. de células eucariotas
(Yr  CHO y Vero)

Se han ensayado los filtrados de cultivo 
de 10 cepas de E.C.E.T,, con propiedades enterotóxicas 
ya conocidas y definidas (ver tabla 30), así como los 
de 6 cepas de E. coli no enterotoxigénicos. Para la 
detección de enterotoxina LT se han utilizado cultivos 
en monocapa de células y CHO y cultivos en suspensión 
de células CHO. Para la detección de enterotoxina VT 
se han usado cultivos en suspensión de células VERO.

Como se puede ver en la tabla 32, sólo
los filtrados de las 7 cepas productoras de LT ' causaron
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TABLA 32

féSULTADOS DE LA ACCIÓN DE CEPAS DE E.C.E.T. (LT+ c/ y  ST+ Ó VT+)SQBRE 

LOS CULTIVC6 DE CÉLULAS DE TIPCR ADRENAL DE RATON (Y j) . O/ARIO DE 

HAMSTER CHINO (CHO Y RIÑÓN DE MOMO VERDE AFRICANO ( \£ ro) .

CEPA TOX INAS

Cultivo s  celulares

CÉLULAS EN MONXAPA CÉLULAS EN SUSPENSION

V CHO CHO V ero

B2C LT ST LT(b) -(c) LT(d) V(e)
PB176 LT ST LT - LT V
H-10407 LT ST LT - LT V
Gonzales C2 LT ST LT - LT V
H-10407-P LT LT - LT V
PB-176-P LT LT - LT V
D121-C, LT LT - LT V
H19 VT - - - VT(f )
H30 VT - - - VT
M8031-MI ST(a) - - - -
K12-185 - - - -
Otras 5 cepas
no E.C.E.T. - - - -

(a) A pesar de tratarse de una cepa productora de ST,
el coeficiente IMT obtenido en nuestro ensayo fue 
negativo. Posiblemente se deba a la pérdida del plás- 
mido Ent ST+.

(b) Trasformación celular de tipo citotónico (efecto LT).
(c) Ausencia de trasformación celular.
(d) Efecto no siempre fácil de objetivar.
(e) Resultados variables, en muchas ocasiones negativos.
(f) Efecto citotóxico (acción de la toxina VT).



una tranformación citotónica específica de las células 
Y^ , típica de LT, que con mayor dificultad se pudo 
observar también sobre las células CHO y Vero.

La actividad LT de los filtrados de las 
cepas productoras de esta enterotoxina, ya fueran cepas 
LT positivas o LT-ST positivas, sobre los cultivos 
celulares, fue destruida al calentarlos a 100°C durante 
15 minutos. Sobre las células en monocapa, la entero- 
toxina LT causó un redondeamiento celular con emisión 
de prolongaciones dendríticas y aumento de su refringen­
cia (fig. 18 y 19).

El efecto LT sobre las células CHO sólo 
se ha observado cuando la toxina se ha inoculado en 
células recién tripsinizadas, todavía en suspensión. 
Consistió en una elongación celular con inhibición 
del crecimiento, dando lugar a núcleos aislados de 
multiplicación celular, sin llegar a formar capas con- 
fluyentes y únicas. Sin embargo no siempre este efecto 
fue totalmente objetivable, y en ocasiones se ha hecho 
difícil discernir entre la forma, ya por sí misma, 
alargada de las células CHO normales, y la posible 
elongación producida en ellas por la toxina LT. Por 
este motivo, y ante la buena respuesta de la monocapa 
de células Y^ , se han elegido éstas para llevar a cabo 
nuestro ensayo.

Respecto a las células Vero, el efecto 
que sobre ellas ejerce la toxina LT ha sido variable 
cuando se utilizan en suspensión, de modo que en repe­
tidas ocasiones no llegó a evidenciarse ninguna res-
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Fig. 18.- Aspecto de la monocapa normal de las células 
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Fig. 19.- Efecto de la toxina LT sobre la monocapa 
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puesta, a pesar de que son células sensibles a su 
acción. Esto obedece a que en las células en suspensión 
es imprescindible adicionar suero bovino fetal hasta 
una concentración del 5-10%, con objeto de que aumente 
su adhesión a los frascos de cultivo y lleguen a formar 
monocapas. Este porcentaje de suero neutraliza el efecto 
LT en la mayoría de los filtrados de dicha toxina, 
(GONZALEZ GARCIA, 1984), lo que explica la negatividad 
observada.

Las células Y^, CHO y Vero, alteradas espe­
cíficamente por la enterotoxina LT, se recuperan gene­
ralmente tras eliminar la toxina del medio de cultivo 
celular, lo que se logra realizando lavados sucesivos 
con medio de mantenimiento fresco. Se trata por tanto 
de un efecto citotónico reversible.

Los filtrados de las dos cepas productoras 
de citotoxina VT ,(TABLA 32) , destruyeron las células 
Vero en suspensión. Al calentar los filtrados a 100°C, 
durante 15 minutos, perdieron su actividad citotóxica, 
lo que confirma el carácter termolábil de VT.

La destrucción celular que produce la toxina 
VT es irreversible. Las células afectadas aparecen 
flotando en el medio de mantenimiento celular, (fig 
20 y 21 ), comenzando a detectarse este efecto a las 
8 horas, y progresando de tal modo, que a las 24 horas 
suelen observarse hasta el 75% de células destruidas.

Ninguno de los filtrados de las 14 cepas 
no productoras de VT, indicadas en la TABLA nQ 32,
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Fig. 20.- Aspecto de la monocapa normal de las células 
VERO. (20x)
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han mostrado actividad citotóxica sobre ninguna de 
las 3 líneas celulares utilizadas.

La acción de la enterotoxina termoestable 
ST no ha sido detectable en los ensayos realizados 
sobre las células Y p  CHO y Vero, ya que al calentar 
los filtrados de las 5 cepas productoras de enterotoxina 
ST, ninguno produjo alteraciones morfológicas al ser 
inoculados en ellas.

Los ensayos comentados han sido repetidos 
individualizadamente , tras mantener almacenadas las 
cepas a -70°C durante periodos variables de tiempo, 
que han oscilado entre 1 y 10 meses. En todas las oca­
siones los resultados han sido los mismos.

4.2.2.- Actividad de la enterotoxina ST en ratones

lactantes (I.M.T.). Valoración estadística

Se han utilizado 9 filtrados de 3 cepas 
no productoras de ST y 65 filtrados de 3 cepas producto­
ras de esta toxina.

En primer lugar se ha intentado demostrar 
la existencia de una diferencia significativa,, entre 
los pesos de los intestinos extraidos de los ratones 
inoculados con los filtrados de las cepas ST positivas, 
respecto a los inoculados con los filtrados de las 
cepas ST negativas. Para ello,se ha aplicado la prueba 
de comparación de dos varianzas observadas en grupos 
con datos independientes, que parte de la premisa de
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establecer previamente la similitud entre las varianzas 
estudiadas.

Se han comparado sucesivamente las acciones 
que, sobre el intestino de los animales,, provocan las 
cepas B2c, PB-176 y Gonzales-C2, con las desencadenadas 
por las cepas negativas H-407-P, K12-185 y H-30.

La distribución de los 17 pesos obtenidos 
con la cepa B2c tiene una desviación tipo de 0.1987g, 
la de los 33 obtenidos con la cepa PB-176 es de 
0.24489g, y la de los 15 de Gonzales-C2, de 0.25222g. 
La desviación tipo de las cepas negativas es de 0.18541.

La relación entre las varianzas de los
3 grupos establecidos dá unos valores F de 1.1486, 
1.7443 y 1.8499, todos ellos inferiores respectivamente 
a 3.20, 3.08 y 3.23 dados por la ley de Snedecor para 
un riesgo de 0.05 y un grado de libertad =17-1=16, 
V2 = 33-1= 32 y V3 = 15-1= 14. Con ello se llega a la 
conclusión de que no existen diferencias entre las
varianzas, lo que significa que las poblaciones estudia­
das son normales.

Sobre esta base, para conocer si existe 
una diferencia significativa entre los parámetros eva­
luados, se ha aplicado la ley de Student-Fisher con
la que se han obtenido valores de t de 7.6067, 8.7439
y 5.4374, mayores a t (16, 0.05) = 2.120, t (32, 0.05)= 
2.042, y t (14, 0.05) = 2.145, en cada uno de los grupos 
considerados, lo que demuestra que el peso de los intes­
tinos de los ratones inoculados con cepas ST(+) presenta

- 269 -



una diferencia significativa respecto a los ratones 
inoculados con cepas ST(-).

Por otra parte, para estudiar la dependencia 
existente entre el peso de los intestinos y los coefi­
cientes IMT obtenidos, (Coeficiente IMT= Peso de los 
intestinos/Peso resto de los cuerpos), se ha aplicado 
el cálculo del coeficiente r sobre variables cuantita­
tivos, tanto en forma de coeficiente de correlación, 
como en forma de coeficiente de regresión.

El valor de la pendiente de la recta de 
regresión, (o coeficiente de regresión), dado por las 
cepas ST(+) es de 0.2997.

El coeficiente de correlación (r) es de 
0.9972, (p<0.01), lo que denota la existencia de una 
correlación positiva óptima entre las variables estudia­
das.

El polinomio de regresión alcanzado al 
aplicar el método de los mínimos cuadrados de Gauss, 
que determina los puntos por los que pasa una línea 
baricéntrica, o recta de regresión,es de:

y = -0.1641016157 + 0.2997206371x, 
quedando representados sus valores en la gráfica nQ 22.

Estas mismas pruebas,aplicadas para evaluar 
la relación existente entre el peso de los intestinos 
y los coeficientes IMT de las cepas negativas, demues­
tran la falta de correlación existente entre estas 
dos variables.
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En la figura 23 se representa la distribu­
ción de los coeficientes IMT obtenidos con estos filtra­
dos. Los coeficientes IMT obtenidos con los filtrados 
de las cepas ST positivas (Media (x) = 0.1622; Desvia­
ción estandard (D.E.) = 0.02172), y de las cepas ST 
negativas (Media = 0.0675; D.E. = 0.0055), se han repar­
tido en dos grupos cláramente diferenciados cuyos inter­
valos normales (I.N.), que agrupan el 95% de los valo­
res, han sido 0.12 -r 0.21, y 0.054 x 0.080 respecti­
vamente.

Ninguno de los filtrados de las cepas ST 
negativas dió coeficientes IMT equiparables a los de 
las cepas ST positivas y viceversa. Los coeficientes 
de variación,(C.V.), de los coeficientes IMT que dieron 
las cepas ensayadas, están indicados en la TABLA 33. 
Están comprendidos entre 3.305 y 4.34 para las cepas 
negativas, y entre 12.17 y 13.67 para las cepas ST
positivas.

Como se puede comprobar en la TABLA 33,
las cepas ST negativas dieron coeficientes IMT compara­
bles a los obtenidos con el medio de cultivo estéril, 
y a los que dieron los ratones sin inocular.

Por último,para calcular la forma de distri­
bución de los coeficientes IMT, se ha aplicado el coefi­
ciente de simetría y?>j)» y para definir el grado de
aplanamiento de la distribución respecto a la curva
normal de Laplace-Gauss se ha utilizado el coeficiente 
de curtosis de Pearson (fy) •

La distribución de los coeficientes IMT
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TABLA 33

REPRODUCTIBILIDAD DEL ENSAYO CON RATONES LACTANTES ( IMT) 

EN LA DETECCIÓN DE LA TOXINA ST

Co e f i c i e n t e  IMT*
)

CEPAS F 1LTRADOS3 MEDIA +. d e c c/v(%).c1 i n (95%)e

ST POSITIVAS
B2C 17 0.1674+0.02208 13.9 0.2-0.21
PB-176 33 0.1662+0.02022 12.17 0.126-0.207
Gonzales-C2 15 0.1476+0.02018 13.67 0.104-0.19

TOTAL 65 0.1622+0.02172 13.39 0.12-0.21

ST NEGATIVAS
H.10407-P 3 0.07372+0.0032 4.34 0.0599-0.087
K12-185 3 0.06223+0.0025 4.017 o • 0 I—

*
•p* 1 o • o t'O

H-30 3 0.06555+0.0022 3.305 0.057-0.076

TOTAL 9 0.0675+0.0055 8.148 0.054-0.080

MEDIO DE 
CULTIVO 3 0.0699+0.0009 1.36 0.066-0.074
RATONES SIN 
INOCULAR 3 0.0645+0.003 5.45 0.05-0.08

a - Cada filtrado se ha obtenido a partir de una producción
de toxina diferente, 

b - Peso de los intestinos dividido por el peso del resto 
de los cuerpos, de lotes de 3 ratones, 

c - Desviación estándar.
d - Coeficiente de variación: porcentaje de la desviación 

respecto a la media, 
e - Intervalo normal (del 95%).



obtenidos tanto con las cepas ST(+), como con las cepas 
ST(-), es asimétrica positiva, ya que £ j es, en ambos, 
mayor de cero,(0.045366 para las primeras, y 0.466888, 
para las segundas). En las figuras 24 y 25 quedan 
reflejadas estas dos formas de distribución, pudiendo 
también observar en ellas, los respectivos valores 
de la moda (Mo) y de la mediana (Md). Para las cepas 
ST(+): Mo = 0.15 y 0.18; Md = 0.15. Para las cepas 
ST(-): Mo = 0.065; Md = 0.063.

Ambos grupos pueden ser representados en 
forma de una curva platicúrtica dado que es de
0.0265 y de 0.940491, menores que 3, en cada uno de 
ellos.

La enterotoxina LT y la citotoxina VT, 
no han provocado dehidratación al ser inoculadas a 
ratones lactantes, lo que ha podido ser demostrado 
porque los filtrados de las cepas no productoras de 
ST, fueran LT ó VT positivas, han dado coeficientes 
IMT claramente negativos.

Además, los filtrados que mostraron activi­
dad en los ratones lactantes han permanecido activos 
al ser calentados a 80°C durante 20 minutos, temperatura 
con la que se inactivan en cambio las toxinas LT y 
VT.

En la figura 26 se muestra un ratón inocula­
do con el filtrado de una cepa ST negativa y otro inocu­
lado con el filtrado de una cepa ST positiva. La entero- 
toxina ST produce una dilatación del estómago de los
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Fig. 26.- Ratones lactantes inoculados con cepas 
de E. coli ST(+)(izquierda) y ST(-) 
(derecha).



ratones, así como una acumulación de líquido en la 
luz intestinal. El colorante azul de Evans, que se 
añade al filtrado para poder comprobar la correcta 
inoculación del mismo, queda normalmente retenido en 
el estómago de los ratones que han recibido la cepa 
ST positiva, mientras que, en los que han sido inoculados 
con los filtrados de cepas no productoras de ST, el 
colorante se difunde también al intestino.

BYERS y DUPONT (1979), llevaron a cabo una 
modificación del IMT consistente en utilizar una mezcla, 
a partes iguales, de los sobrenadantes de los cultivos 
de 5 aislamientos de E. coli, demostrando que el IMT 
resultaba sensible a la toxina ST, incluso diluyendo 
los filtrados de las cepas positivas cinco veces. Con 
esta variante, estos investigadores reducían el número 
de ratones a utilizar, y acortaban el ensayo sin menos­
cabar los resultados finales.

En nuestro estudio se ha aplicado este 
método, después de realizar un ensayo previo para com­
probar su validez. Para ello hemos mezclado a partes 
iguales los filtrados de cultivo de cada una de las 
cepas PB-176, Gonzales C2 y B-2c, todas productoras 
de ST, con los de 3 cepas ST negativas , (H-10407-P, 
PB-176-P y K12-185), inoculando la mezcla en lotes 
de 6 ratones y realizando la experiencia por duplicado. 
Los coeficientes IMT obtenidos se han comparado a los 
logrados tras la inoculación de las mismas cepas sin 
diluir, en lotes de 3 ratones.

En la TABLA 34 se exponen los resultados. 
En ella se puede apreciar que en todos los casos, los
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TABLA 34

Co e f i c i e n t e s  IMT o b t e n i d o s  con  l o s  f i l t r a d o s  de  c u l t i v o

DE CEPAS ST POSITIVAS Y ST NEGATIVAS DILUIDAS AL 1/5 Y SIN

d i l u i r . (M é t o d o  de  BYERS y  DUPONT, 1979)

CEPAS

COEFICI ENTE IMT

F 1LTRADOS SIN  D IL U IR 3 F 1LTRADOS
b

D 1L U 1 DOS

ST POSITIVAS
Gonzales C 2 0.1538863 0.1350769 0.110707 0.1078112
B2C 0.1857198 0.172484 0.1330209 0.114301
PB-176 0.1834319 0.155064 0.134208 0.1230209

ST NEGATIVAS
H-10407-P 0.06555 0.0751558
PB-176-P 0.080931 0.0740061 0.0685 0.0739
K12-185 0.0602892 0.0640782

a - Filtrados obtenidos en condiciones idénticas y ensa­
yados por duplicado, en lotes de 3 ratones, 

b - El filtrado de cada cepa ST(+) se ha diluido a 1/5 
con una mezcla a partes iguales de filtrados de cepas 
ST(-) ensayándose por duplicado en lotes de 6 ratones.



coeficientes de las cepas ST positivas, diluidas y 
sin diluir, fueron positivas, mientras que los de las 
cepas ST negativas fueron negativos.

A pesar de ello, en la aplicación del mé­
todo a los 506 E. coli de nuestrQ estudio, cualquier 
coeficiente IMT con valores superiores a 0.075 obtenido 
con la mezcla de los filtrados de 5 colonias, fue repe­
tido, individualizando las muestras e inoculándolas 
por separado en lotes de 3 ratones. Se ha tomado este 
coeficiente como un valor medio, considerado por diver­
sos investigadores como límite de los coeficientes 
dudosos, (SACK et al. 1975; GIANELLA, 1976; ECHEVARRIA 
et al. 1977; GURWITH y WILLIAMS, 1977).
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4.3.- AISLAMIENTOS DE E. COLI SIN ENTEROTOXINAS 

DETECTABLES

De los 104 estudios coprológicos realizados,
en 96 se ha encontrado Escherichia coli de forma aislada 
o junto a otros microorganismos entéricos, lo que signi­
fica que 94 de los 101 niños estudiados tenían esta 
bacteria en sus heces.

En todos los casos, de cada una de las
muestras de heces se han tomado de 5 a 10 colonias
de E. coli , sobre las que se ha planteado la investi­
gación de enterotoxigenicidad.

En total se han investigado 506 aislamientos 
distintos de E. coli, no habiendo podido demostrar 
producción de enterotoxinas en 485 de ellos.

4.3.1.- Incidencia de E. coli con serotipos entero- 
patógenos clásicos (E.C.E.P.)

En 4 pacientes diarreicos se ha detectado 
E. coli cuyos serotipos son considerados clásicamente 
como enteropatógenos, (E.C.E.P.). Ninguna de estas cepas 
liberó al sobrenadante de cultivo las toxinas LT, ST 
ó VT. El listado de estos serotipos se muestra en la 
TABLA 35, y los coeficientes IMT que dieron sus filtra-
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TABLA 35

E. COLI CON SEROTIPOS ENTEROPATÓGENOS CLÁSICOS 

AISLADOS EN LOS PACIENTES

ANTISUEROS °  

POLIVALENTES

s e r o t ip o s  E .C .E .P .b NIÑOS EN LOS OUE 

SE ENCONTRARON

Mezcla I 0111:K58(B4) 1
055:K59(B5) 1
026:K60(B6) 0

Mezcla II 086a:K61(B7) 0
0119:K69(B14) 0
0127:K63(B8) 0

Mezcla III 0125:K70(B15) 0
0126:K71(B16) 1
0128:K67(B12) 1

Mezcla IV 0114:K80 0
0124:K72(B17) 0
0142:K86 0

a- Los antisueros poli y monovalentes son los comercializa­
dos por el Instituto Pasteur. Incluyen los serotipos 
más frecuentes en Europa.

b- Entre paréntesis se indica, en su caso, la denominación 
antigua (antígenos B) de los antígenos K.



dos en el ensayo de ratones lactantes, en la TABLA 36.

Se trata de 2 recién nacidos, con 7 días 
de vida, del grupo nosocomial, y de 2 lactantes, de 
6 meses, que fueron controlados ambulatoriamente.

En 2 de los enfermos, un recién nacido 
y otro de 6 meses de edad, E.C.E.P. fue identificado 
como microorganismo único. En los otros 2, E.C.E.P. 
se presentó asociado a Rotayirus.

A.3.2.- Aislamiento de E. coli no enteropatógeno,
ni enterotoxigénico.

En 84 de los 94 niños en cuyas heces dia- 
rreicas ha sido encontrado E. coli, este microorganismo 
no aglutinó frente a los sueros monovalentes de los 
serogrupos clásicos que se encuentran comúnmente en 
nuestras latitudes, ni tampoco respondió a las pruebas 
de enterotoxigenicidad.

En estos casos Escherichia coli se ha iden­
tificado como microorganismo único, formando parte 
de la flora fecal habitual, o junto a otros patógenos 
entéricos, bacterianos o virales.

4.3.2.1.- E. coli como microorganismo único.

E. coli no enteropatógeno ni enterotoxigéni- 
co, ha sido aislado como microorganismo único en 12 
casos: 3 en niños ingresados por su proceso diarreico,
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TABLA 36

C o e f i c i e n t e s  IMT ( e n s a y o  e n  r a t o n e s  l a c t a n t e s )

O B T E N I D O S  CON LAS CEPAS DE E . C . E . P .

C O E F 1C 1 ENTE IMT

S E R O T I P O  ECEP MEZCLA 5 F I L T R A D O S F 1LTRADOS  
1N D 1V 1 DUAL 1ZADOS

0111 :K58(B4) 0.0715499
0126:K71(B16) 0.06468
0128:K67(B12) 0.06297
055:K 5 9 (B 5 ) 0.0771332

0.08035 0.0775718
0.0743505
0.0667997
0.082537
0.0806858



(grupo A), 6 en pacientes con diarrea nosocomial, (grupo 
B), y 3 en niños controlados ambulatoriamente, (grupo C). 
Las edades de estos enfermos oscilan entre 2 días y 
11 años.

4.3.2.2.- E. coli como integrante de la flora fecal 
habitual

En 40 casos E. coli fue encontrado junto 
a otras enterobacterias, huéspedes habituales ¿Je. 
flora intestinal,(Proteus sp., Klebsiella Entero-
bacter sp., Citrobacter sp....).

De los 40 casos, 14 corresponden a pacientes 
extrahospitalarios y 26 a hospitalizados, 12 con diarrea 
nosocomial, y 14 con diarrea comunitaria.

Todos estos casos, junto con los del aparta­
do anterior, integran el grupo de diarrea inespecífica, 
no catalogable etiológicamente, en las que no ha podido 
ser demostrada la existencia de ningún patógeno entéri­
co. A ellos hay que sumar 3 niños del grupo B, en cuyas 
heces sólo fue aislada flora normal, entre la que no 
se encontró Escherichia coli.

En conjunto no ha podido ser demostrada 
la existencia de patógenos en 55 de los 101 pacientes 
estudiados, lo que supone el 54.45% del total.

4.3.2.3.- Asociación a otros patógenos entéricos

E. coli no enteropatógeno, ni enterotoxi- 
génico fue aislado junto a otros patógenos entéricos,
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(bacterias, virus y parásitos), en 32 casos.

4.3.2.3.1.- Virus asociados

Rotavirus han sido los únicos agentes 
virales detectados, junto a E. coli, en las heces de 
11 pacientes. Esta detección se ha realizado paralela­
mente por el método E.L.I.S.A., (Rotazyme -Abbot y 
E.L.I.S.A. doble sandwich con anticuerpos monoclonales 
anti-rotavirus A3/M4), y por microscopía electrónica, 
siendo los resultados concordantes en el 100% de los 
casos.

En la Figura n Q 27 se puede observar 
el aspecto que, al microscopio electrónico, ofrece 
la partícula viral. Tiene un diámetro de 70 nm y está 
constituida por un núcleo central y una cápside externa 
de doble capa.

El núcleo, o core, de 38 nm de diámetro, 
contiene 11 segmentos de ARN bicatenario, con pesos 
moleculares que oscilan entre 24.000 y 2.2x10 , y la 
cápside que lo rodea consta a su vez de una capa inter­
na formada por capsómeros cilindricos cortos dispuestos 
radialmente, y de una capa externa, montada sobre la 
anterior, que por su contorno liso se asemeja a un 
aro.

En muchas partículas virales, presentes en 
extractos fecales , falta la cápside externa, teniendo 
entonces la partícula un diámetro de 55 nm y un contorno 
espiculado e irregular,(fig. 21?). Es frecuente también 
observar estructuras vacías, en las que ha penetrado
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Fig. 27.- Partículas de rotavirus completas, in­
completas y vacias. Tinción negativa - 
con ácido fosfotungstico al 3%(126.000x 
y 175.OOOx).
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la tinción negativa.

4.3.2.3.2.- Bacterias asociadas

E. coli ha sido encontrado junto a otras 
bacterias intestinales en 16 casos: 14 junto a Salmo- 
nella sp. y dos junto a Campylobacter jejuni.

El grupo asociado a Salmonella está consti­
tuido principalmente por pacientes de control ambulato­
rio, (9 de los 14 casos). Los 5 restantes son niños 
hospitalizados, de los que uno pertenece al grupo noso­
comial. La edad media de estos niños es superior a 
la observada en otras etiologías, 3 años, aunque el 
rango abarca a enfermos desde 1 mes a 14 años de edad.

Los enfermos en los que se ha aislado Cam- 
pylobacter jejuni son lactantes, con 6 y 8 meses de 
edad y de los grupos A y C.

4.3.2.3.3.- Asociación con virus y bacterias

En dos niños han sido identificados 
conjuntamente, además de E. coli, Rotavirus y Salmone­
lla. En un tercero, E. coli se aisló junto a Rotavirus 
y Shigella. Los 3 son enfermos que fueron ingresados 
por su proceso diarreico, con edades de 2 meses, 9 
años y medio, y 8 años y 3 meses, respectivamente. 
En todos ellos el número de deposiciones al día fue 
alto, (8 a 15), existió fiebre y un aumento de la cifra 
de leucocitos en sangre. En 2 de ellos las heces fueron 
mucosas y presentaron dolor abdominal.
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4.3.2.3.4.- Parásitos asociados

Giardia lamblia ha sido encontrada junto 
a E. coli inespecífico en 2 casos. Aunque se trata 
de 2 pacientes muy distintos, uno de 2 años controlado 
ambulatoriamente, y el segundo de 12 años ingresado 
en cuidados intensivos pediátricos donde sufrió un 
brote diarréico nosocomial, ambos se han caracterizado 
por presentar diarrea persistente. En el primer caso 
se manifestó como un proceso cronificado de varios 
meses de evolución, y en el segundo caso, tras un primer 
brote agudo y grave acompañado de deshidratación hiper­
tónica, se sucedieron nuevos brotes, cesando en los 
dos bajo tratamiento específico con metronidazol.
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4.4.- RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE DETECCION DE TOXINA 

VT EN LOS E. COLI ESTUDIADOS

Ninguno de los filtrados de los 506 E. coli 
ensayados ha producido un efecto citotóxico sobre las 
células Vero en suspensión.

4.5.- AISLAMIENTOS DE E. COLI ENTER0T0XIGENIC0S

Sólo han respondido a las pruebas de enterotoxi- 
genicidad 21 de los 506 aislamientos de E. coli examina­
dos.

Los 21 aislamientos enterotoxigénicos encon­
trados corresponden a 6 niños, de cuyas heces se habían 
conservado y posteriormente estudiado 30 colonias dis­
tintas de E. coli. Esto significa que no todos los 
aislamientos obtenidos de cada uno de los niños mostra­
ron la misma respuesta.

El porcentaje de enterotoxigenicidad encon­
trado respecto al número total de E. coli investigados 
ha sido de 4.19%, y respecto al número de niños estudia­
dos, de 5.94%. Aplicando sobre este porcentaje el inter-
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valo de probabilidad OÍ -1, se puede deducir que con 
un riesgo ck= 0.05,1a probabilidad de encontrar E.C.E.T. 
en las heces de niños diarreicos en nuestra comunidad 
sería del 2 al 10%.

4.5.1.- Incidencia de E.C.E.T. productores de toxina 

termolábil (L.T.)

De los 21 E.C.E.T. identificados sólo 1 
ha producido un efecto LT sobre células cultivadas 
en monocapa. Todos los E. coli restantes no mostraron 
ningún efecto sobre ellas.

4.5.1.1.- Características de la cepa LT positiva

La cepa de EL coli enterotoxigénico pro­
ductor de la toxina LT, es 1 de los 5 aislamientos 
de EL coli tomado de las heces de un niño diarreico, 
en el que únicamente fue aislado este microorganismo.

Pertenece al serogrupo 0128:H49, y como 
ya hemos comentado no ha provocado ninguna respuesta 
sobre las células Vero en suspensión, ni ha causado 
acúmulo de líquido en las asas intestinales del ratón. 
Este último ensayo ha sido repetido en 2 ocasiones, 
obteniendo en cada una de ellas coeficientes IMT de 
0.0780381 y de 0.0651697 respectivamente, inferiores 
al límite superior del intervalo normal que muestran 
las cepas control ST(-).
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4.5.1.2.- Características del paciente

El enfermo en el que se ha aislado E.C.E.T. 
LT(+) es un niño de 13 meses de edad, que fue controlado 
ambulatoriamente en el Departamento de Pediatría en 
el mes de julio, por un proceso diarreico de 12 horas 
de evolución caracterizado por deposiciones líquidas, 
abundantes, amarillentas, sin moco ni sangre, en número 
de 4 al día, no habiendo recibido ningún tratamiento 
antibiótico previo. El proceso no se acompañaba de 
vómitos, ni fiebre, ni pérdida de peso, ni signos clíni­
cos de deshidratación, por lo que tan sólo con aporte 
de solución glucoelectrolítica oral durante las primeras 
6 horas, e introducción posterior de alimentación as­
tringente e hipoconcentrada, sin ningún otro tratamien­
to, la enfermedad evolucionó favorablemente curando 
en 4 días.

4.5.2.- Incidencia de E.C.E.T. productores de toxina

termoestable

La producción de toxina ST ha podido ser
demostrada en 20 de los 21 aislamientos de E. coli
enterotoxigénico encontrados. Estos 20 aislamientos 
pertenecen a su vez, a 5 niños diarreicos del grupo 
nosocomial.

La distribución de los coeficientes IMT
obtenidos con los filtrados de los cultivos de los
506 E. coli que han sido ensayados en ratones lactantes, 
se representan en la figura 28. Doce de los ensayos
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CASOS
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13
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0055 0Ó79 r -0.j2
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COEFICIENTE I.M.T.

FIC. 2 8 ..DISTRIBUCION DE LOS COEFICIENTES I.M.T. OBTENIDOS CON LOS 
FILTRADOS DE LAS CEPAS CONTROL ( ■ ■ ) ,  Y CON 506 FILTRADOS 
DE AISLAMIENTOS DE NIÑOS VALENCIANOS ( != □ ) ,DE LOS QUE 
486 CORRESPONDEN A 89 CEPAS S T (-),Y  20 A 5 CEPAS ST( + ).



realizados con las mezclas de los filtrados de los 
5 aislamientos de E. coli tomados de cada paciente, 
dieron coeficientes IMT mayores de 0.075 en dos inocu­
laciones sucesivas, a grupos de 6 ratones. Por ello
fueron repetidos, utilizando los filtrados individuali­
zados de cada uno de los cultivos de 15. coli. Con ello 
hemos querido asegurar los resultados obtenidos,evitando 
posibles falsos negativos.

De los 60 filtrados reensayados de esta
forma, todos menos 3 han dado coeficientes IMT claramen­
te negativos, incluidos dentro de los límites del inter­
valo normal para el 95% de las cepas ST negativas utili­
zadas como control.

Aunque los coeficientes IMT ̂ 0 .08 fueron 
confirmados en una nueva experiencia, sus valores queda­
ron dentro de la zona muda, próximos a los negativos, 
por lo que pueden ser considerados como indeterminados.

En la TABLA 37 quedan reseñados los coefi­
cientes IMT obtenidos con estos 60 filtrados.

4.5.2.1.- Características de las cepas ST(+)

Los serogrupos de las 20 cepas en las que 
se ha demostrado la producción de toxina ST, quedan 
reseñadas en la TABLA 38. Se puede observar que todos 
ellos pertenecen a sólo 3 ó 4 serogrupos distintos, 
y que el serogrupo 0153:H45 está presente en al menos 
1 de los aislamientos de E. coli conservados de cada 
niño afecto.
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TABLA 37

Re s u l t a d o s  d e l  e n s a y o  en  r a t o n e s  l a c t a n t e s  d e  l a  m e z c l a  de  5

FILTRADOS DE AISLAMIENTOS DE E. COLI QUE DIERON 

COEFICIENTES IMT SUPERIORES A 0.075

COEF1C 1ENTES IMT

MEZCLA 5 F 1LTRADOS

VALOR IN IC IA L VALOR REPET IDO VALORES INDIVIDUALIZADOS

0 .7 7 7 9 5 9 0 .0 8 3 3 8 8 0 .0 7 9 1 8 5 4
0 .0 7 8 0 4 1 7
0 .0 6 9 7 6 4 5
0 .0 6 4 6 7 9 3
0 .0 7 4 8 5 3 4

0 .0 7 7 9 0 1 7 0 .0 7 7 2 9 3 4 0 .0 7 0 7 7 8
0 .0 7 2 6 2 7
0 .0 6 8 5 1 4
0 .0 7 2 7 4 9
0 .0 6 8 8 7 8

0 .0 8 2 4 4 6 2 0 .0 8 2 9 4 5 0 .0 6 2 8 5 9
0 .0 6 4 2 9 0 7
0 .0 6 3 8 2 4 7
0 .0 7 5 4 2 2 5
0 .0 7 4 0 3 5 2

0 .0 8 1 7 0 5 7 0 .0 7 5 1 4 3 9 0 .0 8 0 1 0 4 3 ;  0 .0 8 3 3 5 0 4  
0 .0 8 5 9 3 3 1 ;  0 .0 8 3 2 2 8 4  

0 .0 7 2 4 8 6 9  
0 .0 7 8 7 1 9 7  
0 . 0 6 8 0

0 .0 7 7 9 3 1 0 .0 8 0 7 4 7 5 0 .0 6 5 8 9 1 4
0 .0 6 4 0 7 8 2
0 .0 7 5 1 7 1 9
0 .0 7 9 0 9 5 0
0 .0 7 0 1 5 5 8 0



TABLA 37 (continuación)

C O E F 1C 1 ENTES IMT

MEZCLA 5 FILTRADOS

VALOR IN IC IA L VALOR REPETIDO VALOR ES 1ND1V 1 DUAL 1ZADOS

0 .0 7 7 2 9 7 2 0 .0 7 5 4 4 3 6 0 .0 7 2 7 6 6 4
0 .0 7 2 9 3 8 3
0 .0 6 7 5 0 6 0
0 .0 7 0 3 3 8 4
0 .0 6 6 1 2 3 4

0 .0 7 7 9 8 6 8 0 .0 7 6 8 0 8 2 0 .0 7 0 1 5 4 9
0 .0 6 2 9 4 3 0
0 .0 6 3 1 2 5 4
0 .0 7 0 4 2 4 7
0 .0 6 6 1 2 3 4

0 .0 7 7 1 3 3 2 0 .0 8 0 3 5 0 .0 7 7 5 7 1 8
0 .0 7 4 3 5 0 5
0 .0 6 6 7 9 9 7
0 .0 7 1 7 7 6 4
0 .0 6 7 5 0 9 3

0 .0 7 7 1 4 0 .0 8 0 2 5 3 6 0 .0 6 9 1 0  
0 .0 7 6 2 8 8 7  
0 .0 6 8 2 4 8 1  
0 .0 6 5 9 2 6 2  

0 .0 8 0 1 7 1 8 ;  0 .0 8 5 8 1 6 5

0 .0 8 4 9 1 0 .0 8 8 0 8 1 0 .0 7 2 1 5 2 9
0 .0 7 0 1 6 8 6
0 .0 6 6 1 2 6 0
0 .0 6 7 9 1 1 4
0 .0 6 6 7 7 0 9 7

0 .0 7 9 7 0 5 6 0 .0 7 6 0 6 9 2 0 .0 7 0 8 0 1 3
0 .0 6 8 1 4 9 2
0 .0 6 4 6 9 3 2
0 .0 6 6 9 5 1 4
0 .0 6 5 0 9 3 7

0 .0 7 5 4 2 6 0 .0 7 6 0 9 4 7 0 .0 6 8 4 8 7 2
0 .0 7 4 6 9 6 6
0 .0 7 0 1 3 0 4
0 .0 6 7 9 1 5 8
0 .0 6 4 7 1 0 9



TABLA 38

R e l a c i ó n  d e  l a s  c e p a s  d e  E . C . E . T .  y  s u s  s e r o g r u p o s

PACIENTE (SEXO/EDAD) CEpAS(a) SEROGRUPOS TOX1 ÑAS

V.M. (varón/7 días) 422262-Cl) 0153:H45 ST
422262-(2) 0153:H45 ST
422262->(3) 0153:H45 ST
422262-(4) 0153:H45 ST

B.P. (mujer/7 días) 422605-(l) 0102:K2:H6 ST
422605-(2) 0153:H45 ST
422605-(3) 0102:K2:H6 ST
422605-(4) 0spag:H45 ST

B.G. (mujer/7 días) 423070-(l) 0153:H45 ST
423070-(2) 0153:H45 ST
423070-(3) 06:K13:H1 ST
423070-(4) 0153:H45 ST

S.T.A.(varón/47 días) 423707-(l) 0153:H45 ST
423707-(2) 0153:H45 ST
423707-(3) 0153:H45 ST
423707-(4) 0153:H45 ST
423707-(5) 0153:H45 ST

S.T.J.(varón/47 días) 423735-(l) 0153:H45 ST
423735-(2) 0153:H45 ST
423735-(4) 0153:H45 ST

P.C. (varón/11 meses) 422967-(l) 0128:H49 LT

(a) nQ de cada aislamiento ensayado (5 por paciente)



El diagnóstico de enterotoxigenicidad se 
ha establecido, como para el resto de E. coli ensayados, 
observando individualizadamente y por duplicado, la 
acción de cada uno de los filtrados sobre minicultivos 
de células en monocapa y de células Vero en suspen­
sión, (apartados 3.5.2.1.1. y 3.5.2.2.), lo que ha dado 
para todas ellas resultados negativos. Paralelamente 
se ha utilizado a partes iguales, la mezcla de los 
filtrados de las 5 colonias de E. coli aisladas en 
cada paciente, inoculándolas sobre lotes de 6 ratones. 
Los coeficientes IMT obtenidos y repetidos para su 
confirmación, fueron claramente positivos, o dieron 
cifras mayores que los valores superiores del intervalo 
normal de las cepas ST negativas-control.

Para comprobar estas positividades e identi­
ficar cuál o cuales de los 5 filtrados de E. coli de 
la mezcla eran los productores de enterotoxina, se 
planteó de nuevo el ensayo, inoculando separadamente 
cada filtrado en grupos de 3 ratones. De este modo, 
con el ensayo individualizado, se han identificado 
las 20 cepas ST(+), que han vuelto a ser confirmadas 
en una nueva prueba posterior, y cuyos coeficientes 
quedan enumerados en las TABLAS 39, 40, 41, 42 y 43. 
En ellas se hacen constar los pesos del grupo de ratones 
antes de ser sacrificados,(4 horas después de la inocu­
lación), los pesos de los intestinos una vez extraidos, 
y los pesos de los ratones sin intestino, en cada uno 
de los ensayos, que como se puede observar se han reali­
zado siempre por duplicado, en momentos diferentes, 
y utilizando filtrados obtenidos de producciones reali­
zadas en idénticas condiciones.
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TABLA 39

Re s u l t a d o s DEL ENSAYO EN RATONES LACTANTES DE LOS FILTRADOS

DE E.  COLI DEL NIÑO V .M . (FUENTE DE CONTAGIO)

PESOS (e n  g )

CEPA RATONES 1NTEST1 NOS 
ENTEROS

RESTO CUERPOS COEF1C 1 ENTE
IMT

4 2 2 2 6 2 a 1 3 .8 3 9 c 2 .0 6 0 7 1 1 .7 7 8 3 0 .1 7 4 9 5

1 2 .6 5 7 7 1 .8 1 4 1 1 0 .8 4 3 6 0 .1 6 7 2 9 6 8

4 2 2 2 6 2 ( l ) b 7 . 1 75 3 d 1 .0 2 2 4 6 .1 5 2 9 0 . 1 6 6 16 55 d

8 .0 5 6 2 1 .1 4 5 1 6 .9 1 1 1 0 .1 6 5 6 8 9 9

4 2 2 2 6 2 ( 2 ) 7 .2 6 7 2 0 .9 9 5 7 6 .2 7 1 5 0 .1 5 8 7 6 5 8

7 .4 3 2 5 1 .0 1 0 2 6 .4 2 2 3 0 . 1 57 29 56 0

4 2 2 2 6 2 ( 3 ) 6 .8 1 7 2 0 .8 7 6 8 5 .9 4 0 9 0 .1 4 7 5 9 9 4 a

1 0 .1 0 6 9 1 .2 3 4 2 8 .8 7 2 7 0 .1 3 9 1 0 0 8 a

4 2 2 2 6 2 ( 4 ) 6 .8 6 5 7 1 .1 4 9 5 .7 1 6 7 0 .2 0 0 9 9

7 .7 9 8 6 5 1 .1 3 3 5 6 .6 6 7 3 0 .1 6 9 6 8 6 3

4 2 2 2 6 2 ( 5 ) 6 . 2 8 1 3 0 .4 2 4 2 5 .8 5 7 1 0 .0 7 2 4 2 4 9

a. Ensayo con la mezcla de los filtrados de los aislamientos
1,2,3,4 y 5 de E. coli.

b. Ensayo de cada aislamiento de E. coli por separado.
c. Lote de 6 ratones.
d. Lote de 3 ratones.
e. Todos los ratones presentaron diarrea a lo largo de

la prueba.



T A B L A .40

R e s u l t a d o  d e l  e n s a y o  e n  r a t o n e s  l a c t a n t e s  d e

LOS F IL T R A D O S  DE E. COL I DEL N IÑ O  8.P.

CEPAS

PESOS (e n  g )

COEF1C 1 ENTE
IMF

RATONES
ENTEROS

INTESTINOS RESTO CUERPOS

422605a 14.7788°
13.4827

2.0278
2.2176

12.751
11.2651

0.1590306
0.19685

422605(1)b 6.6756d 1.1104 5.5652 0.1995256
6.8566 1.049 5.8076 0.1806253

422605(2) 5.8558 0.8038 5.052 0.1591053
7.6466 0.9993 6.6473 0.1503317

422605(3) 5.6606 0.8141 4.8465 0.1679768
6.5541 0.8117 5.7424 0.141352

422605(4) 6.398 0.9732 5.4248 0.1793983
7.3082 1.0276 6.2806 0.1636149

422605(5) 6.2684 0.4713 5.7971 0.0812992

a. Ensayo con la mezcla de los filtrados de los aislamientos
1,2,3,4 y 5 de E. coli.

b. Ensayo de cada aislamiento de E. coli por separado.
c. Lote de 6 ratones.
d. Lote de 3 ratones.



TABLA 41

R e s u l t a d o  d e l  e n s a y o  e n  r a t o n e s  l a c t a n t e s  d e

LOS F IL T R A D O S  DE E.  COL I DEL N IÑ O  B . G .

CEPA

PESOS (e n  g )

COEFICIENTE

m

RATONES

ENTEROS

1NTEST1 NOS RESTO CUERPOS

423070a 14.4389
15.3487
11.9823

1.4577
1.298
1.8047

12.9812
14.0507
10.1776

0.1122931
0.09237976
0.1773207

423070(1)b 6.4627 0.862 5.6007 0.1539093
6.9089 1.0244 5.8845 0.1740844a

423070(2) 6.476 0.7286 5.7474 0.1267703
6.9868 0.9329 6.0539 0.154099

423070(3) 7.1081 0.9396 6.1685 0.1523222
6.50785 0.9202 5.58765 0.1646846a

423070(4) 7.3929 0.9475 6.4454 0.1470
7.07685 1.0178 6.05905 0.1679801

423070(5) 7.0821 0.4701 6.612 0.071098
6.8998 0.481 6.4188 0.0749361
10.9574 0.7564 10.201 0.0741495

a. Ensayo con la mezcla de los filtrados de los aislamientos
1,2,3,4 y 5 de E. coli.

b. Ensayo de cada aislamiento de E. coli por separado.
c. Lote de 6 ratones.
d. Lote de 3 ratones.
e. Durante la prueba los ratones presentaron diarrea.



TABLA 42

Re s u l t a d o  d e l  e n s a y o  en  r a t o n e s  l a c t a n t e s  de  lo s  f il t r a d o s  

DE E. COLI DEL NIÑO S . T . A .

CEPA

PESOS (e n  g )

COEFICIENTE

IMF
RATONES

ENTEROS

INTESTINOS RESTO CUERPOS

423707a 15.1781C 1.9012 13.2769 0.143196
14.5713 1.6813 12.89 0.1304344a

423707(l)b 7.14145d 0.95735 6.1841 0.15480
7.90785 1.29215 6.6157 0.1953156

423707(2) 7.0236 0.852 6.1716 0.138056
6.676 0.9702 5.7058 0.1700375

423707(3) 6.9461 0.9732 5.9729 0.1629359
7.4973 0.9841 6.5132 0.1510931

423707(4) 6.451 0.9998 5.4512 0.1834
5.97795 0.69105 5.2869 0.1307098a

423707(5) 6.3896 0.9025 5.4871 0.16447
6.8085 0.9614 5.8471 0.1644233

a. Ensayo con la mezcla de los filtrados de los aislamientos
1,2,3,4 y 5 de E. coli.

b. Ensayo de cada aislamiento de E. coli por separado.
c. Lote de 6 ratones.
d. Lote de 3 ratones.
e. Durante la prueba los ratones presentaron diarrea.



TABLA 43

Re s u l t a d o s  d e l  e n s a y o  en  r a t o n e s  l a c t a n t e s  de  lo s  f il t r a d o s  

DE E, COLI DEL NIÑO S . T . J .

CEPA

PESOS (e n  g )

COEFICIENTE

m

RATONES

ENTEROS

INTESTINOS RESTO CUERPOS

423735a 15.0395° 1.2425 13.795 0.0902138°
13.4819 1.3108 12.1711 0.1076977a

423735(l)b 6.8164d 0.773 6.0434 0.1279081
6.3184 0.7499 5.5685 0.13466

423735(2) 6.33615 0.92025 5.4159 0.1699163
6.2883 0.8929 5.2981 0.1685321

423735(3) 7.1205 1.0358 6.0692 0.17066
6.0606 0.6589 5.4017 0.1219801

423735(4) 7.0773 0.4325 6.6448 0.06508
5.9071 0.361 5.5461 0.0650907

423735(5) 7.07485 0.48095 6.5939 0.07293

a. Ensayo con la mezcla de los filtrados de los aislamientos 
de 1.2.3.4 y 5 de E. coli.

b. ensayo de cada aislamiento de E,. coli por separado.
c. Lote de 6 ratones.
d. Lote de 3 ratones.
e. Durante la prueba los ratones presentaron diarrea.



4.5.2.2.- Asociación de E.C.E.T. ST(+) con otros 
patógenos

En 3 de los 5 casos señalados E.C.E.T. 
ST(+) se ha aislado formando parte de la flora bacteria­
na habitual del intestino, (junto a Klebsiella pneumo- 
niae o/y Klebsiella oxytoca). En un caso ha sido encon­
trado junto a Rot-avirus» Y en otro ha sido identificado 
de forma aislada.

4.5.2.3.- Características de los pacientes

Los 5 pacientes afectados fueron diagnosti­
cados a partir de un pequeño brote diarreico nosoco­
mial, que tuvo lugar en la sala de neonatos del Departa­
mento de Pediatría, durante los últimos días del mes 
de julio del pasado año.

Uno de ellos, el considerado como hipotético 
origen del foco, ingresó en el centro neonatal con 
7 días de vida, por presentar desde 32 horas antes, 
vómitos y deposiciones diarreicas líquidas abundantes, 
verdosas, sin moco, ni sangre, en número de 10 al día 
que no había respondido a un tratamiento dietético, 
y que habían condicionado pérdida de peso y distensión 
abdominal. No existía fiebre, ni deshidratación. No 
se produjo alteración del equilibrio hidroelectrolítico, 
pero sí se evidenció una acidosis metabólica y una 
intolerancia transitoria a monosacáridos, así como 
neutrofilia con desviación izquierda. El estudio copro- 
lógico mostró E. coli como microorganismo único.
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La diarrea curó a los 8 días, sin recidivas ni secue­
las, tras un periodo de 48 horas de ayuno, e intro­
ducción posterior de leche, exenta de lactosa, a baja 
concentración. Además se instauró tratamiento con colis- 
tina oral, y ampicilina y gentamicina parenterales.

Tras el ingreso de este niño, y a lo largo 
de las 2 semanas siguientes, otros 6 neonatos iniciaron 
una sintomatología similar, aunque más leve. En 4 de 
ellos fue identificado E.C.E.T. ST(+), encontrándose
en los 4, al menos 1 aislamiento de E. coli con el 
mismo serogrupo de la cepa considerada como fuente
infectante.

Las características de la enfermedad en
estos niños se exponen en la TABLA 44.

Por último, como resumen global, en la
TABLA 45 se recogen los resultados sobre la incidencia 
de E. coli enterotoxigénicos y enteropatógenos clásicos, 
en los niños valencianos estudiados.
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TABLA 44

C a r a c t e r í s t i c a s  d e  l a  e n f e r m e d a d  d i a r r e i c a  e n  l o s  n i ñ o s  c o n  E . C . E . T .

PACTENTE GRUPO 
(edad)

FECHA PATOLOGIA
SUBYACENIE

INFECCION
OONOCMITANIE

HORAS
EVOLDCTON

TRATAMIENTO
ANITBIOnOO

FIEBRE VOMITOS PERDIDA
PESO

DESHIDRATACION

V.M.
(7 días)

A Julio NO NO 36 NO NO SI SI NO

B.P.
(7 días)

B Julio Hijo Madre 
diabética

NO 12 NO NO NO SI NO

B.G.
(7 días)

B Julio Bajo Peso 
(PEG)

NO 48 NO NO NO SI NO

S.T.A.
(47 días)

B Agosto Bajo Peso 
(AEG)

NO 24 NO Febrícula NO SI NO

S.T.J.
(47 días)

B Agosto Bajo Peso 
(AEG)

NO 72 NO NO NO NO NO

P.C.
(11 meses)

C Julio NO NO 18 NO NO NO NO NO

P.E.G.: Pequeño edad gestacional 
A.E.G.: Adecuado edad gestacional



TABLA 44 (continuación)

C a r a c t e r Ís t i c a s DE LAS D E P O S I C I O N E S EN LOS N I Ñ O S  CON E. C . E . T .

PACIENTE N3 DEPOSICIONES 
DIA

OQUE CONSISTENCIA VOLUMEN MOCO SANCRE FROTIS ESIUDIO OOFROLOGIOO

V.M. 10 Verdoso Líquida Abundante NO NO Flora Gram (-) 
NO P.M.N.

E.C.E.T. ST(+)

B.P. 2-3 Amarillo Senálíquida Abundante NO NO / E.C.E.T. ST(+)
E. coli
Klebsiella pneumoniae

B.G. 6 Amarillo Líquida Normal NO NO Escasos P.M.N. E.C.E.T. ST(+) 
Klebsiella pneumordae

S.T.A. 8 Amarillo-
verdoso

Líquida Abundante NO NO / E.C.E.T. ST(+) 
Rotavirus

S.I.J. 4 Verdoso líquida Normal NO NO Flora abundante 
NO P.M.N.

E.C.E.T. ST(+) 
Klebsiella pneumoniae

P.C. 4 Amarillo líquida Abundante NO NO / E.C.E.T. LT(+) 
Flora habitual

P.M.N.: Polimorfonucleares.



TABLA 44 (continuación)
Ca r a c t e r ís t ic a s  de  l a  e n fe r m e d a d  d i a r r e  ic a  en  lo s  n iñ o s  con  E. C. E . T .

PACTEME DOLOR ACTDOSIS INTOLERANCIA TRATAMIENTO DiEM'lOO ANITBIOnOOS DURACION
DISTENSION METABQLICA H. de C. ó AYUNO AUMENTACION ORALES PARENIERAL.
ABDCMINAL PROIEINAS Sol. orales 

glucoelectrolíticos

V.M. SI/NO SI MDNOSACARIDOS 48 horas/NO FORMULA EXENTA 
de LACTOSA

Colistina Ampiciüna
Gentanicina

8.5 días

B.P. SI/NO NO NO NO/SI FORMULA
ADAPTADA
HIFOaONCENIR.

Colistina NO 4 días

B.G. NO/NO NO 6 horas/NO FORMULA
ADAPTADA
fflHXÜNCENIR.

Colistina NO 5 días

S.T.A. NO/SI SI NO 120 h.(A,P.T.)/NO FORMULA
ELEMENTAL

Colistina NO 6 días

S.T.J. NO/NO SI MDNOSACARIDOS 120 h.(AP.T.)AlO FORMULA
SEMTELEMENTAL

Colistina NO 5.5 días

P.C. NO/SI NO NO/SI ASIRM3ME NO NO 4 días

A.P.T.: Alimentad ón parenteral total



TABLA 45

Re s u l t a d o s  g l o b a l e s  so b re  l a  i n c i d e n c i a  de  E. c o l i

ENTEROTOXIGEN ICOS EN LOS NIÑOS ESTUDIADOS

N iños en uos que se a is ló  a l  ra\cs 1 cepa

NIÑOS E.C.E.T. LT(+) E.C.E.T. ST(+) E.C.E.P. E. coli VT(+)

101 1/101 (0.99%) 5/101 (4.9%) 4/101 (3.96%) 0/101

(5.9%)



4.6.- INCIDENCIA GLOBAL DE PATOGENOS ENTERICOS

Uno o más patógenos entéricos han sido aislados 
en 46 de los 101 niños examinados, lo que supone que 
en el 45.54% de los pacientes, la diarrea ha podido 
ser atribuida a algún agente etiológico.

La presencia de patógenos en las heces 
de los niños diarreicos ha sido ligeramente inferior 
entre los niños hospitalizados que entre los no hospita­
lizados, ya que han sido diagnosticados en el 48.48% 
(16/33) de los enfermos del grupo A, en 36.36% (12/33) 
de los del grupo B, y en el 51.42% (18/35) de los del 
C. Sin embargo existe una diferencia significativa 
entre el porcentaje de patógenos encontrado en las 
diarreas comunitarias, (50%), y nosocomiales, (36.36%) 
(Xa = 8.20, p <0.05).

En las TABLAS 46, 47 y 48 se especifican, 
en cada uno de los grupos, los hallazgos microbiológi- 
cos, distribuyéndolos de acuerdo a las edades de los 
pacientes en los que fueron encontrados. En la TABLA 
49, queda resumido el conjunto de patógenos.

4.6.1.- Virus

Han sido detectados Rotavirus en 17 de 
los 58 casos en los que fue investigada la etiología
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TABLA 46

Ha l l a z g o s  m ic r o b io l ó g ic o s  en  l a s  h e c e s  de  lo s

PACIENTES DEL GRUPO A

PACIENTES DEL GRUPO A

AISLAMIENTOS 0-6m 7-12m 13-24n 25n-5a >5a TOEAL(%)

NO PATOGENOS 17(51.51%)

E. coli inespecifico
. único 1 1 1  3
. con Flora habitual 5 2 2 4 1 14

PATOGENOS 16(48.48%)

Virus 4(18.18%)a
. Rotavirus 1 3  4
Bacterias 9(27.27%)
. E.C.E.T. (ST+) 1 1

. Salmonella 1 2 2 2 7

. Cainpylobacter 1 1

VirusfBacterias 3(9.9%)
. Ro+Salmonella 1 1 2

. Ro+Shigella 1 1

a. % referido al total de pacientes investigados (4/22)(El % total
de virus identificados en este grupo es de 31.8%).



TABLA 47

HALLAZGOS MICROBIOLÓGICOS EN LAS HECES DE LOS 

PACIENTES DEL GRUPO B

PACIENTES DEL GRUPO B

AISLAMIENTOS 0-6m 7-12tn 13-24n 25m-5a >5a T0IAL(%)

NO PATOGENOS 21 (63.63%)
E. coli inespecífico
. único 6 6
.con Flora habitual 12 12
Flora habitual 3 3

PATOGENOS 12(36.36%)
Virus 4 4(20%)a
. Rotavirus 4 4
Bacterias 5(25%)
. E.C.E.T. (ST) 3 3
. E.C.E.P. 1 1
. Salmonella 1 1
Virus+Bacterias 2(10%)
. E.C.E.T.+Ro 1 1
• E.C.E.P.+Ro 1 1
Parásitos
. G. lamblia 1 1(5%)

a. Porcentaje referido al nQ de pacientes investigados (4/20)
(EL porcentaje total de virus identificados en este grupo es



TABLA 48

H A LLA ZG O S M 1C R O B 1O L Ó G 1COS EN LAS HECES DE LOS

PAC 1 ENTES DEL GRUPO C

PACIENTES DEL GRUPO C

AISLAMIENTOS 0-6m 7-12m 13-24 25ro-5a 5a T0EAL(%)

NO PATOGENOS 17(48.57%)
E. coli inespecífico
. único 1 2 3
. con. flora habitual 4 2 3 3 2 14

PATOGENOS 18(51.43%)
Virus 3(18.75%)a
. Rotavirus 2 1 3
Bacterias 13(37.11%)
. E.C.E.T. (ET+) 1 1

• E.C.E.P. 1 1

. Salmonella 6 2 1 1 10

. Campylobacter 1 1

VirusfBacterias 1(2.85%)
. E.C.E.P.-fRo 1 1

Parásitos 1(2.85%)
. G. lamblia 1 1

a. Porcentaje referido al total de pacientes investigados (3/16).
(EL porcentaje total de virus identificados en este grupo es
de 25%).



TABLA 49

Pa c ie n t e s  en  l o s  q ue  s e  han  a is l a d o  p a tó g en o s  e n t é r ic o s  j u n t o  a . ó  s i n  E. c o l i .

O EN LOS QUE E. COLI HA SIDO EL PATÓGENO ENCONTRADO

NQ NIÑOS/AISLAMIENTOS

MICROORGANISMOS ENCONTRADOS

E. coli

Virus^ Salmonella Shigella Campylobacter Giardiai
w|

bPL,w
tí ¡E
CE
T o

PATOGENOS
Virus
11/E. coli y Rotavirus 11 11

Bacterias
2/EEEP
5/KET (1LT y 4ST)
14/E. coli y Salmonella 
2/E. coli y Campylobacter 
4/Salmonella

14
2

2
5

14
2

4



TABLA 49 (continuación)
/

Pa c ie n t e s  en  lo s  q ue  s e  han  a is l a d o  pa tó g en o s  e n t é r ic o s  j u n t o  a . ó s in  E. c o l i .

O EN LOS QUE E. COLI HA SIDO EL PATÓGENO ENCONTRADO

N9 N1ÑOS/AISLAM1MIOS

MICROORGANISMO ENOONIRADOS
E. col:L

Viruŝ  Salmonella Shigella Campylobacter Giardia"i
wl EC

EP
a

EC
ET

o

Virus y Bacterias
2/ECEP y Rotavirus
1/EEET y Rotavirus
1/E. coli, Rotavirus y Shigella
2/E. coli, Rotavirus y Salmonella

1
2

2
1

2
1
1 1
2 2

Parásitos
2/E. coli y G. lamblia 2 2

TOTAL DE NIÑOS OON
PATOGENOS = 46 32 4 6 17 20 1 2 2

(3.96%)(5.9%) (29.31%) (19.8%) (0.99%) (1.98%) (1.98%)

10
(45.54% del total) (9.9%)
a = E. coli no enterotoxigénico, ni enteropatógeno. 
b = E. coli enteropatógeno. 
c = E. coli enterotoxigénico.
d = Sólo se investigan en 58 niños.(Porcentaje referido al nQ niños investigados).



viral, lo que supone un porcentaje del 29.31%.

En relación con la edad, la mayor parte
de los niños con virus en sus heces son menores de 
1 año, (14/17 = 87.1%)/Xa = 79.56, p <0.001), entre 
los que se encuentran 1 recién nacido, 8 con edades 
entre 1 y 6 meses y 5 comprendidos entre 7 meses y 
1 año.

El niño más pequeño en el que ha sido detec­
tado Rotavirus tiene 23 días. Se encontraba ingresado 
en la sala de neonatos por bajo pesó, y desarrolló 
una diarrea nosocomial en la que se aisló también
E.C.E.P.

El paciente de mayor edad tiene 9 años
y 5 meses , y en sus heces ha sido encontrado además
Salmonella junto a E. coli no enteropatógeno, ni entero­
toxigénico.

La detección de Rotavirus en los distintos 
grupos y su asociación con otros aislamientos coprológi- 
cos se expresan en las TABLAS 46,47 y/48. En ellas se 
puede comprobar, que los aislamientos virales se han 
producido en mayor número entre los pacientes hospita­
lizados, (13/17), ( que entre los extrahospitalarios, 
con una diferencia significativa,(Xa = 16.54, p 0.001), 
que no existe en cambio, cuando se comparan las diarreas 
de los grupos A y C, ambas comunitarias, pero con dis­
tinta forma de control. (Xa = 1.1629, p<0.05).

Respecto al número de detecciones réalizadas 
en los distintos meses que ha abarcado el periodo de
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estudio, si establecemos una comparación entre los 
hallazgos positivos de los meses fríos,(enero y febrero), 
y los obtenidos en los meses calurosos,(julio y agosto), 
observamos que aunque en valores absolutos el mayor 
número se produce en estos últimos, el porcentaje de 
aislamientos de Rotavirus en relación al número de 
pacientes en los que se efectuó la investigación viral, 
(TABLA 13), es similar,,(42.85% y 32.25% respectivamente), 
sin diferencias significativas entre ellos,(X2 = 2.0989, 
p ^0.05). Durante los meses de marzo y abril no se 
ha producido ningún aislamiento viral.

Si aplicamos el intervalo de probabilidad 
Ó* -1, en base al porcentaje de Rotavirus detectados 
durante los 8 meses de nuestro estudio, podemos suponer, 
con uh srtor oC= 0.05, que del 17 al 41% de los niños 
diarreicos examinados en idénticas condiciones en nues­
tra comunidad,podrían tener Rotavirus en sus heces.

Entre los 17 niños con Rotavirus. sólo 
5 presentaban o habían presentado signos o síntomas 
de infección de vías altas, 11 tuvieron fiebre en algún 
momento de la enfermedad, 11 vómitos y 9 pérdida de 
peso, pero sólo 3 sufrieron deshidratación, que fue 
isotónica y de carácter leve o moderado. En 6 pacientes 
existía acidosis metabólica, y en 6 intolerancia a 
monosacáridos.

Refiriéndonos a las características de 
la diarrea el número de deposiciones ha oscilado entre 
4 y 15,(media de 8 deposiciones/día), con heces total­
mente líquidas en 12 casos y semilíquidas en 5, sin

- 318 -



moco, (sólo 3 de 17, 1 de ellas asociada a Salmonella), 
ni sangre, (sólo en 2, y en ambos asociados a Salmone­
lla).

En todos los casos en los que se efectuó 
un examen directo de las heces se apreció la existencia 
de escasos polimorfonucleares, sin que este hallazgo 
se relacionase o no con la presencia de otros patógenos 
asociados. Sin embargo, en la analítica efectuada, 
no se aprecia alteración de la cifra de leucocitos, 
ni de la fórmula leucocitaria cuando Rotavirus se aisla 
como agente único en heces, observándose leucocitosis 
cuando el virus se asocia a Salmonella sp. o Shigella sp.

La duración de la diarrea ha oscilado entre 
3 y 8 días, con una media de 5 días y medio en los 
casos con Rotavirus como agente único, y de 5.58 días, 
en los que existió asociación con bacterias.

4.6.2.- Bacterias enteropatógenas

Si incluimos como patógenos a los aislamien­
tos de E. coli con serogrupo considerado como tal, 
han sido encontradas bacterias enteropatógenas en 33 
de los 101 pacientes, lo que supone un porcentaje de 
32.67%. Si E.C.E.P. no se incluyen como tales, este 
porcentaje desciende al 29.7%.

Además de los aislamientos de E. coli»(ya 
comentados en los apartados 4.3.1. y 4.5.), Salmonella 
sp. ha sido identificada en 20 casos, Shigella sp. en
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uno, y Campylobacter sp, en 2, no habiéndose encontrado 
ninguna otra bacteria patógena.

4.6.2.1.- Salmonella sp

El grupo de niños en cuyas heces han sido 
identificadas cepas de Salmonella, está constituido 
por 20 pacientes, aislándose en 18 como patógeno único 
y en 2 junto a Rotavirus. Salmonella sp.es por tanto, 
en la mayor parte de los casos,el único agente causal 
y el agente bacteriano identificado con mayor frecuen­
cia, con un intervalo de probabilidad, para un riesgo 
C U  0.05, de 12 al 28%.

La edad media de los niños afectados es 
de 2 años y 9 meses, aunque el rango abarca desde 1 
mes de edad a 14 años.

La mayor parte de los casos, (15/20), se 
han diagnosticado en los meses más calurosos del periodo 
que duró el estudio, junio, julio y agosto, y correspon­
den a niños que precisaron ser ingresados, (9/20, 7 
de ellos con Salmonella sola), o a pacientes que fueron 
controlados ambulatoriamente , (10/20); sólo 1 caso de 
diarrea nosocomial mostró esta bacteria en sus heces.

La enfermedad diarreica con esta etiología, 
se ha caracterizado por heces líquidas, amarillentas 
o amarillo-verdosas con moco,(13/20),y sangre,(10/20), 
en número de 8 a 9 al día por término medio. Ha sido 
frecuente la presencia de fiebre, (14/20), y pérdida 
de peso, (11/20), y poco frecuente el dolor abdominal
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(6/20), los vómitos, (5/20) y la acidosis,(6/20). Esta 
última acompañó a los 5 casos con deshidratación isotó- 
nica, 4 de carácter leve y 1 moderada.

En todos los casos en los que se hizo un 
examen directo de las heces se encontraron leucocitos, 
aunque no siempre en gran cantidad. Excepto en 4 casos, 
2 con leucopenia y 2 con cifra de leucocitos normal, 
en todos los que fueron examinados ha existido leucoci­
tosis.

La diarrea tuvo en este grupo una duración 
media de 8.2 días, con un rango de 4 a 13 días. Sólo 
4 casos recibieron tratamiento antibiótico,(ampicilina, 
gentamicina o colistina), y en ellos la duración del 
proceso fue mayor,(9 días y medio).

Por último, en 12 casos pudieron realizarse 
controles coprológicos seriados tras la curación del 
proceso, comprobándose como a los 7 días todos los 
niños controlados, excepto uno, seguían eliminando 
Salmonella en sus heces, independientemente de que 
hubieran recibido o no tratamiento antibiótico. Este 
hallazgo se negativiza en todos, entre los 15 y 20 
días. Sólo una niña de 5 meses de edad, se mantuvo 
como portadora durante 5 meses, sin presentar a pesar 
de ello ninguna sintomatología.

4.6.2.2.- Shigella

Sólo en 1 caso se ha encontrado Shigella 
en heces. Se trata de Shigella flexneri, grupo 6, que
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fue aislada junto a Rotavirus en un niño de 8 años.

La enfermedad se caracterizó en él por 
fiebre, dolor abdominal, vómitos y deposiciones líqui­
das, verdosas, en número de 15 al día, sin moco, ni 
sangre. El niño tuvo que ser ingresado en el hospital 
donde se apreció una cifra de leucocitos normal con 
gran desviación izquierda y aumento de la velocidad 
de sedimentación. En el exámen directo de las heces 
se observaron algunos leucocitos polimorfonucleares. 
El curso clínico fue favorable, sin complicaciones, 
curando en 7 días.

4.6.2.3.- Campylobacter jejuni

En 2 casos ha sido aislado este microorga­
nismo en heces. En ellos, la enfermedad se ha manifesta­
do de forma diferente, por lo que no existen síntomas 
o signos característicos. Sólo en ambos se dió la cir­
cunstancia común, de presentar una enfermedad concomi­
tante, (una neutropenia y una bronconeumonía respecti­
vamente) , que obligó a mantener un tratamiento antibió­
tico, cediendo en los 2 la diarrea, en 4 días.

4.6.3.- Parásitos

Los hallazgos de Giardia lamblia ya han 
sido expuestos en el apartado 4.3.2.3.4.
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5 . -  DISCUSION



5.1.- POBLACION ESTUDIADA

El estudio ha abarcado un periodo de 8 meses, 
desde los más fríos a los más calurosos, lo que permite 
con algunas reservas mostrar, de forma bastante aproxi­
mada, la patología infecciosa intestinal anual en nues­
tra comunidad.

Esta incidencia ha sido además proyectada sobre 
dos tipos de diarrea bien diferenciados, diarrea nosoco­
mial y diarrea comunitaria. Esta última se ha distribui­
do en otros 2 grupos, el de niños hospitalizados por 
esta causa, y el de pacientes controlados ambulatoria­
mente. Cada uno de estos grupos ha ido constituyén­
dose al azar, con la única particularidad de estar 
formados por niños con diarrea aguda, cuyas deposiciones 
fueran exclusiva o predominantemente líquidas, conside­
rando este signo como la expresión patognomónica de 
la enterotoxigenicidad buscada.

Esta selección explica, que el porcentaje de 
niños hospitalizados en nuestro estudio sea tan sólo 
el 27.27% del número total de casos de diarrea diagnos­
ticados entre los niños ingresados en el Departamento 
de Pediatría, en 1984.

La mayor parte de los pacientes diarreicos 
son menores de 2 años de edad (80%),(fig. 12,13 y 14),
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lo que coincide con estudios previos llevados a cabo, 
tanto en países subdesarrollados,( (GORDON, 1971; DRACH- 
MAN, 1974; WADSTROM, 1976; MATA, 1983), como desarrolla­
dos, (BACK et al. 1977; GURWITH y WILLIAMS, 1977; PICKE- 
RING et al. 1978; THOREN et al. 1983b; GEORGES et al. 
1984; VELASCO et al. 1984).

Los niños menores de 6 meses constituyen el 
grupo más numeroso, debido a que de los grupos estudia­
dos, el de diarrea nosocomial está integrado casi ex­
clusivamente por lactantes de esta edad, que son a 
su vez, los que con mayor frecuencia se ven afectados 
por este tipo de infección intrahospitalaria (MOFFET, 
1981).

El mayor número de casos se ha producido en 
meses opuestos por sus características climáticas: 
julio y febrero,, (seguidos por enero), lo que podría 
coincidir epidemiológicamente con patología bacteriana 
y viral respectivamente, (RODRIGUEZ et al. 1977; BACK
et al. 1980a; PRATS, 1985), circunstancia que será
analizada posteriormente, de acuerdo a los hallazgos 
microbiológicos en nuestros casos.

En cuanto a la valoración de la diarrea, los 
procesos con mayor repercusión general fueron presenta­
dos por los pacientes del grupo A, en los que se dá
un gran número de casos con pérdida de peso, así como
el mayor porcentaje de deshidrataciones y trastornos 
del equilibrio ácido-base, y en los que la enfermedad 
ha tenido una duración mayor (x = 6.5 días).
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En el grupo nosocomial en cambio, aunque 22 
pacientes presentaron pérdida de peso, y 12 acidosis 
metabólica, sólo 2 sufrieron deshidratación, y la dia­
rrea en ellos fue de menor duración, 5 días por término 
medio. Todo ello se puede explicar porque, aún siendo 
pacientes con un mayor riesgo, al tratarse de un grupo 
integrado casi totalmente por lactantes afectos al 
mismo tiempo de otros procesos patológicos, estuvieron 
sometidos en todo momento a una mayor vigilancia, adop­
tando actitudes terapéuticas, (reposición hidroelectro- 
lítica, pautas dietéticas...etc.), más precozmente 
que en los otros dos grupos, independientemente de 
la etiología de la diarrea que será comentada después.

La mayor parte de las deshidrataciones produ­
cidas han sido de carácter leve e isotónicas, y han 
afectado a niños menores de 1 año de edad, lo que coin­
cide con lo aportado por otros autores, (RUZA et al. 
1979; FINBERG et al. 1982). Sólo 2, ambos de carácter 
moderado,- presentaron cifras de sodio superiores a 
150 mEq.

En resumen por tanto, podemos concluir que 
las diarreas estudiadas han sido procesos benignos, 
sin complicaciones y de fácil control, como suele ocu­
rrir en países o zonas con condiciones higiénico-sanita- 
rias similares a las nuestras (SILVERMAN y ROY, 1983; 
ELLIS et al. 1984; PRATS, 1985).
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5.2.- EVALUACION DE LAS PRUEBAS CONVENCIONALES DE 

ENTEROTOXIGENICIDAD

5.2.1.- Actividad de las toxinas LT, VT y ST, in 

vitro

Las primeras experiencias de nuestro estudio 
tuvieron como fin poner a punto los sistemas de detec­
ción de las toxinas producidas por E. coli.

Como se puede observar en la TABLA 32, se han 
ensayado los filtrados de cultivo de 16 cepas de E. 
coli sobre monocapas y suspensiones de células , 
CHO y Vero. Entre las cepas ensayadas, unas son produc­
toras de enterotoxina LT y ST, otras de LT ó ST solamen­
te, y otras no producen ninguna de las tres toxinas.

Los filtrados de las cepas productoras de ente­
rotoxina LT han causado transformaciones citotónicas 
específicas en las células en monocapa, en las célu­
las CHO, y en ocasiones, también sobre las células Vero, 
en suspensión, mientras que los filtrados que contenían 
la citotoxina VT destruyeron los cultivos de células 
Vero cuando, tras ser tripsinizadas, eran inoculadas 
con ellos.

Como era de esperar, ni los filtrados calentados 
de las cepas enterotoxigénicas, ni los filtrados de
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las cepas no productoras de enterotoxina, causaron 
efectos citotóxicos o citotónicos sobre ninguna de 
las tres líneas celulares, lo que confirma que tanto 
la toxina LT, como la verotoxina son productos termolá- 
biles, y que las células no se ven alteradas por ninguno 
de los componentes del medio.

A pesar de que tanto las células , como las 
células CHO reaccionan de forma similar frente a las 
cepas LT(+), (GUERRANT et al. 1974; SPEIRS et al. 1977; 
GONZALEZ, 1984), en nuestra valoración preliminar obser­
vamos que la respuesta de las células CHO no ha sido 
siempre fácilmente cuantificable, y que incluso en 
ocasiones, ha resultado difícil la interpretación de 
los resultados, debiendo en general posponer la lectura 
hasta 48 horas, para hacer más patente la inhibición 
del crecimiento causado por la toxina LT.

SPEIRS et al. 1977, ensayaron los filtrados 
de 7 cepas productoras de LT, tratando de comparar 
los efectos que producían sobre las células en mono- 
capa y células CHO en suspensión. Encontraron que la 
enterotoxina LT era activa en todos los ensayos, pero 
que la respuesta morfológica disminuye al 25 ó 50% 
en la mayor parte de los casos, cuando era usado como 
medio de crecimiento CST, medio que ha sido el utilizado 
por nosotros en nuestra experiencia.

De forma similar, KETYI et al.(1978) habían 
observado también la menor sensibilidad de las células 
CHO en monocapa frente a la acción de LT, comparándola 
con la de la toxina colérica. Por estos motivos, en
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la aplicación posterior de las técnicas ensayadas, 
se ha elegido la línea celular para la detección 
de LT.

Por otra parte, se ha estudiado la acción de 
los filtrados de cepas productoras de toxina LT frente 
a células Vero en suspensión, obteniendo resultados 
dispares ya que en unas ocasiones estos filtrados fueron 
considerados LT(+), y en otras como LT(-).

En este sentido, dado que estos mismos filtrados 
ensayados sobre células Y^ siempre las alteraron espe­
cíficamente, nuestros resultados no pueden ser atribui­
dos a la ausencia de LT, pudiendo deberse a la necesidad 
de una mayor cantidad de enterotoxina de la que pudiera 
existir en nuestras preparaciones. Sin embargo, el 
sistema de producción que se ha utilizado en nuestro 
estudio es similar al que emplearon SPEIRS et al. 
1977, que lograron una respuesta adecuada sobre las 
células Vero.

Hemos comprobado, coincidiendo con SACK y SACK, 
1975 y CALDERON y LEVIN, 1980, que para evitar obtener 
resultados falsos negativos, es necesario esperar a 
que la monocapa de células Y^ sea confluyente y densa, 
mientras que para evitar confundir las alteraciones 
morfológicas inespecíficas debidas a efectos citotóxicos 
con el redondeamiento celular específico propio de 
LT, es eficaz el cambio sistemático del medio antes 
de añadir los filtrados de las cepas a investigar, 
así como plantear una doble lectura, por personas dife­
rentes.
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Al igual que otros investigadores se ha observa­
do, que si bien el efecto causado por la toxina LT sobre 
las células , Vero y CHO comienza a las pocas horas 
de añadido el filtrado a las células, para lograr una 
lectura homogénea y comparable de los resultados, debe 
mantenerse el periodo de incubación de 12 a 16 horas, 
cuando se utilizan ensayos sobre monocapas celulares 
y entre 16 y 48 horas cuando se emplean células en 
suspensión. El hecho de que no siempre los periodos 
de incubación recomendados sean iguales para todos 
los autores, obedece a que no todos los medios y condi­
ciones de producción de toxina utilizados son idénticos, 
por lo que tanto la cantidad de toxina obtenida como 
su acción sobre las células pueden variar, (DONTA et 
al. 1974; GUERRANT et al. 1974; SACK y SACK, 1975; 
SPEIRS et al. 1977).

En nuestro ensayo se han utilizado cultivos 
en agitación, (apartado 3.5.1.2.), basándonos en los 
resultados obtenidos por DONTA et el. (1974a) y por 
GONZALEZ (1984) que demuestran que la agitación potencia 
la producción de LT, incrementando el número de reaccio­
nes positivas, y se ha elegido el sistema de producción 
de toxina utilizado por GONZALEZ (1984): medio CST, 
pH: 7.0/37°C/20 h/200 rpm,(apartado 3.5.1.), que consi­
gue títulos de toxina similares a los reportados por 
otros investigadores, (DONTA et al. 1974a; GUERRANT 
et al. 1974; SPEIRS et al. 1977).

El efecto de la citotoxina VT se ha estudiado 
utilizando los filtrados de 2 cepas (H-19 y H-30),pro­
ductoras de verotoxina, sobre suspensiones de células
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Vero, más sensibles según KONOWALCHUCK et_ al. (1977) 
y KARMALI et al. (1983), que las células HeLa a esta 
acción tóxica. Estos filtrados destruyeron las células 
Vero no afectando a las células y CHO, lo que coin­
cide con el efecto observado por otros investigadores, 
(KONOWALCHUCK et al. 1977; WADE et al. 1979; KARMALI
et al. 1983; O'BRIEN et al. 1983a).

Por último, la enterotoxina termoestable, tal
como se indica en la TABLA 32, no ha producido ningún 
efecto sobre las células eucariotas cultivadas in vitro, 
(DONTA et al. 1974a; GUERRANT et al. 1974; SPEIRS et 
al. 1977; GROSS y ROWE, 1984).

5.2.2.- Actividad de la toxina ST in vitro

Para la detección de la enterotoxina ST
/

se ha utilizado el ensayo de ratones lactantes,(I.M.T.), 
(DEAN et al. 1972), que en nuestra experiencia ha resul­
tado totalmente seguro y eficaz, tal y como ya habían 
comprobado otros investigadores, (GUERRANT et al. 1975; 
EVANS et al. 1977b; BACK et al. 1980; BRUNTON, 1980; 
MAKI et al. 1980; STINTZING et al. 1981; MATA et al.
1983).

La puesta a punto del ensayo, llevada a cabo 
con cepas control ST(+) y ST(-), ha demostrado que 
los coeficientes I.M.T. obtenidos se distribuyen en 
2 grupos totalmente diferenciados, (fig. 23), quedando 
entre ellos una amplia zona muda, en la que no existe 
ningún valor, con coeficientes.de variación comprendidos 
entre 3.305 y 13.9 que impiden que existan cepas (+)
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que pasen al grupo de las (-), y viceversa, (TABLA 
33).

El estudio estadístico del total de extractos 
de toxina ensayados, (fig. 23 ) indica, con un riesgo 
igual a 0.05, que los coeficientes iguales o inferiores 
a 0.080 corresponden a cepas no productoras de entero- 
toxina ST, mientras que los iguales o superiores a 
0.12 se deben a la actuación de la enterotoxina ST. 
Aquellas cepas cuyos sobrenadantes de cultivo den valo­
res comprendidos entre los anteriormente citados, debe­
rán ser considerados estadísticamente dudosos. No obs­
tante, y coincidiendo con otros autores, (BLANCO et 
al. 1983), la experiencia nos sugiere que las cepas 
con coeficientes superiores a 0.10 pueden ser conside­
radas productoras de enterotoxinas ST.

Nuestros resultados son muy similares a los 
obtenidos por BLANCO et al. (1983) y se aproximan a 
los de EVANS el: al. (1977b) ó a los de LOPEZ BREA et 
al. (1982), sin embargo resultan ligeramente superiores 
a los publicados por otros autores. Así por ejemplo, 
coeficientes mayores de 0.09 son considerados positivos 
por DEAN et al. (1972);MULLAN et al. (1978);BYERS y DU- 
P0NT, (1979); BACK et al. (1981) y 0LSS0N et al. (1982), 
que a su vez aceptan como negativos los vabres inferio­
res a 0.07, y dudosos o indeterminados los comprendidos 
entre ambos. CRAVI0T0 et al. (1980) dan ya como positivos 
coeficientes mayores de 0.08, y GIANELLA (1976),coinci­
den con SACK et al.(1975), MORRIS et al.(1976), ECHEVARRIA 
et al. (1977)0 GURWITH y WILLIAMS. (1977), en considerar 
como límite inferior de positividad 0.083.
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Nosotros creemos que estas diferencias se deben 
al sistema de disección y pesada, que influye dicisiva- 
mente en el cálculo de peso intestinal; por eso pensamos 
que no deben aceptarse coeficientes preestablecidos, 
debiéndose calcular estadísticamente los límites en 
cada laboratorio, de acuerdo a las condiciones en las 
que se va a aplicar la técnica I.M.T.

Nuestro ensayo ha sido desarrollado aplicando 
la modificación de BYERS y DUPONT (1979), que como ya 
hemos comentado utiliza, sobre un mismo lote de ratones, 
la mezcla de los filtrados de 5 colonias de E. coli 
de un mismo paciente. Los resultados obtenidos en el 
ensayo previo, utilizando la dilución al 1/5 del filtra­
do de una cepa ST(+), demuestran la fiabilidad del 
método, ya que ninguna de las cepas diluidas ha dado 
resultados negativos, a pesar de producirse una disminu­
ción de los coeficientes en relación a los que habían 
dado los filtrados sin diluir (TABLA 34). Sin embargo, 
esta confianza en el método no es compartida por todos 
los investigadores. MOON et al. (1978), encuentran que 
al diluir al 1/4 algunos extractos de cepas ST(+),
2 de ellas resultaban negativas en el I.M.T. BRUNTON 
et al. (1980) y BLANCO-ALVAREZ et al. (1983), comprueban 
que 2 cepas que dieron coeficientes negativos con el 
método de mezcla de filtrados de 5 colonias, eran posi­
tivas cuando utilizaban el ensayo convencional. Por 
ello, a pesar de nuestros resultados y para subsanar 
posibles fuentes de error, hemos repetido el ensayo 
convencional en todos aquellos casos en los que el 
coeficiente obtenido por el método de BYERS daba un 
valor ^  0.075. La elección de este coeficiente como 
valor límite se ha basado en que, para algunos autores,
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es el que separa los resultados negativos de los inde­
terminados, (GIANELLA, 1976), y en que está situado por 
debajo del límite superior del intervalo normal dado 
por las cepas ST negativas control. El hecho de que 
sólo 3 de los aislamientos de E. coli reensayados hayan 
dado coeficientes superiores a 0.080, y que incluso 
estos queden alejados del límite inferior de positivi­
dad, confirma la eficacia del método de BYERS, que 
al ser aplicado por nosotros ha supuesto una reducción 
de más del 50% del número total de ratones que se hubie­
ran utilizado con el método de DEAN.

Durante el desarrollo del ensayo hemos podido 
observar que el coeficiente no siempre es representativo 
del grado de deshidratación de los ratones, ya que 
el contenido intestinal puede ser excretado al exterior, 
en forma de diarrea, durante el periodo de incubación, 
lo que incidirá negativamente en el peso posterior 
de los intestinos extirpados. Esto explica que GIANELLA 
haya encontrado filtrados ST(+) con periodos de incuba­
ción de 3-4 horas, que pasaban a ser negativos cuando 
se prolongaban 6 u 8 horas.

Aunque esta circunstancia no es demasiado fre­
cuente, parece estar favorecida por la edad y por 
la temperatura de incubación de los ratones, (M00N 
et al. 1978).

En nuestro estudio, siempre que se ha producido 
diarrea, ha ocurrido con ratones de 4 días inoculados 
con extractos ST(+), a pesar de mantener la temperatura 
ambiente en unos 25°C. Su presentación ha repercutido
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negativamente en el coeficiente obtenido, aunque sólo 
en una ocasión llegó a negativizarlo. En este caso, 
optamos por repetir la experiencia para no alterar
la media de los demás coeficientes. En cambio, nunca 
se ha producido diarrea en ratones menores de 3 días,
ni en los inoculados con filtrados de cepas ST negati­
vas.

Por todo ello, consideramos interesante la
propuesta de MOON et al. (1978) que trata de simplificar 
el I.M.T., manteniendo a los ratones a 37°C o eligiendo 
a animales mayores de 4 días, y utilizando entonces 
la diarrea como indicativa de respuesta positiva a 
la enterotoxina termoestable.

Ninguna cepa productora de enterotoxinas LT 
ó VT produjo dilatación y acumulación de líquidos en 
las asas intestinales de los ratones, lo que demuestra 
la alta especificidad de este ensayo para la entero- 
toxina ST.
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5.3.- INCIDENCIA DE E. COLI ENTEROTOXIGENICO EN LAS 

DIARREAS AGUDAS INFANTILES NUESTRO MEDIO

La tasa de aislamientos de E.C.E.T. encontrada 
en nuestro medio aunque baja (5.94%), es ligeramente 
superior a las presentadas por otros investigadores 
en experiencias similares: GURWITH y WILLIAMS (1977), 
en Canadá (1.07%); PICKERING et al. (1978), en E.E.U.U. 
(4%); BRUNTON et al. (1980), en Canadá, y MAKI et al. 
0-980), en Suecia (1.7%); BACK et al. (1980a), en Suecia 
(2.1%); ALB0UY et al. (1981), en Francia (0.62%), y CA- 
PRI0LI et al. (1983), en Italia (3.6%). Incluso en alguna 
de ellas, no se produjo ningún aislamiento: DEAN et 
al. (1972), ECHEVARRIA et al. (1975), y KAPIKIAN et al. 
(L976), en E.E.U.U., ó GUIÑEE y JANSEN (1979), en Holanda.

En poblaciones semejantes a la nuestra tan 
sólo G0LDHAR et al.(1980), en Israel y 0TNAESS y HALV0R- 
SEN (1981), en Noruega, encuentran porcentajes superio­
res, 20.5% y 17.5% respectivamente, dado que los presen­
tados por G0RBACH y KHURANA (1972) con 82.75%, y RUD0Y 
y NELS0N (1975) con 86%, no son aceptados al no adaptar­
se sus métodos a criterios unánimemente aceptados.

En el caso de G0LDHAR et al. (1980) ya hemos 
comentado anteriormente que la alta incidencia podría 
deberse al periodo en el que se realizó la investiga­
ción, en un país mediterráneo con altas temperaturas
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veraniegas.

En el segundo caso, OTNAESS y HALVORSEN (1981) 
parten de una cuidadosa selección de los pacientes, 
de tal forma, que la investigación sólo la realizan 
sobre aquellas muestras de heces en las que únicamente 
se había aislado E. coli. Aún así, llama la atención 
que sólo fuera ensayada 1 colonia por paciente, y que 
sólo se buscara enterotoxina LT.

En España sólo hemos encontrado referencia 
de dos estudios realizados sobre diarreas esporádicas 
comunitarias, en Madrid por LOPEZ BREA et al. (1982) 
y en Galicia por BLANCO ALVAREZ et al̂ . (1983a). Los prime­
ros investigan solamente enterotoxina ST, durante un 
periodo de 5 meses, con 0.6% de positividades. La expe­
riencia de los segundos dura 8 meses, durante los cuales 
encuentra E.C.E.T. en 2.63% de los casos, aunque sólo 
plantean la búsqueda de enterotoxina ST en 44% de ellos.

El hecho de que nuestros enfermos muestren 
un porcentaje mayor puede obedecer, a que en nuestro 
estudio se ha podido detectar un brote nosocomial 
que ha incrementado el número de aislamientos positivos, 
a que se han tomado al menos 5 colonias de E. coli 
por paciente, y a que en todas ellas, se han ensayado 
todas las pruebas convencionales de enterotoxigenicidad.

Respecto a la primera razón, E.C.E.T. ha sido 
reconocido como un patógeno entérico de gran trascenden­
cia en brotes epidémicos de diarrea infantil que se 
producen en países desarrollados, (TABLA 10). En España 
sólo han sido comunicados dos brotes de estas caracte-
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rísticas, por ESPINOSA et al. en 1983, ocurridos en 
la sala de neonatología de un hospital de Burgos y 
Madrid, que afectaron a 7 y 8 niños respectivamente, 
en los que sólo fue investigado y encontrado E.C.E.T. 
productor de enterotoxina LT. Sin embargo, generalmente, 
la toxina implicada en estos brotes es la enterotoxina 
termoestable de E. coli, (RYDER et al. 1976b y 1979; 
WACHMUTH et al. 1983; GROSS y ROWE, 1984), que da lugar 
a procesos diarreicos de grado moderado, cuyo mecanismo 
de trasmisión suele ser por contacto, persona a persona, 
o a partir de un mediador contaminado, agua o leche. 
En nuestros casos parece claro que la fuente infectante 
fue uno de los 5 neonatos afectos, por lo que la trasmi­
sión se debió producir de persona a persona. En ninguno
de ellos la enfermedad fue grave, no presentando por
si misma ninguna característica diferenciadora que 
puediera hacer sospechar clínicamente la etiología 
enterotoxigénica. Su duración no fue llamativamente 
prolongada en ningún paciente,(rango de 4 a 8.5 días), 
en contra de lo señalado por ROSEMBERG et al. 1977, 
aunque por las características de los niños afectados, 
el periodo de ayuno fue mayor de lo habitual, y en
todos se administraron antibióticos específicos (colis- 
tina oral),(TABLA 44).

La investigación de al menos 5 colonias de
E. coli por paciente podría ser, como ya hemos comenta­
do, otra de las razones por las que puede verse incre­
mentada la tasa de aislamientos de E.C.E.T. Este método 
es recomendado por la mayor parte de los investigadores 
(DEAN et al. 1972; SACK, 1975; DONTA et al. 1977; BYERS 
y DUPONT, 1979), pero sin embargo, no siempre se realiza 
así,(WADSTROM et al. 1976; BRUNTON et al. 1980; OTNAESS
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y HALVORSEN, 1981; LOPEZ BREA et al. 1982; BLANCO ALVA- 
REZet al. 1983a; GEORGES et al. 1983).

De los 6 pacientes con E.C.E.T. sólo en uno 
de ellos, los 5 aislamientos eran productores de entero- 
toxina ST; 3 tenían 4 aislamientos positivos; 1 tenía 
3, y en el paciente con E.C.E.T. LT(+), sólo 1 de los 
aislamientos producía la enterotoxina. Algo similar 
les ocurre a DONTA et al. (1977), que toman 10 colonias 
por muestra y observan que de 8 casos en los que encuen­
tran E.C.E.T., sólo 4 tienen más de 1 aislamiento posi­
tivo.

Por último, otra de las razones que favorece 
la identificación es la aplicación, de forma sistemá­
tica, de todas las pruebas de enterotoxigenicidad, 
en todos los aislamientos de E. coli recogidos. Esto 
no siempre es así, pues debido al elevado número de 
E. coli que han de ser ensayados en cualquier investi­
gación epidemiológica, y a la necesidad de contar con 
un laboratorio y personal altamente cualificado, o 
bien no pueden ser aplicadas todas las pruebas, (DEAN 
et al. 1972; SHORE et al. 1974; NALIN et al. 1975; 
BACK £t al. 1977; LOPEZ BREA et al. 1982), o bien no 
son investigados todos los aislamientos, (GURWITH y 
WILLIAMS, 1977; BACK et al. 1980 a; BRUNTON et al. 
1980; MAKI et al. 1980; STINTZING et al. 1981; GEORGES 
et al. 1984).

Algunos autores, con ánimo de facilitar el 
diagnóstico y de acortar el tiempo que se precisa para 
llegar a él, con los métodos convencionales, recomiendan 
partir de la serotipificación previa de la cepa de
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E. coli que va a ser investigada, realizando sólo las 
pruebas de enterotoxigenicidad, si el serotipo obtenido 
es uno de los considerados como enterotoxigénico,(EVANS 
et al. 1977a; ORSKOW et al. 1977a; ROWE et al. 1977; 
MERSON et al. 1980a; ROWE et al. 1983; GROSS y ROWE,
1984).

Sin embargo en cada área geográfica suelen 
predominar unos serotipos concretos que no siempre 
se corresponden con los que forman el grupo de entero- 
toxigénicos, (SACK, 1980), y que en ocasiones han sido 
descritos exclusivamente en esa zona o país,(REIS et al.
1980). Esto es lo que parece ocurrir con las cepas 
de E. coli enterotoxigénico identificadas en nuestro 
estudio. El serogrupo 0153:H45 no figura entre los 
considerados más frecuentemente como toxigénicos por 
0RSK0W et al. 1976, (TABLA 6), y sólo ha sido descrito, 
como productor de enterotoxina ST, por GEORGES et al. 
(1983), en la República Centroafricana, en un niño de 
5 meses en el que no se encuentra ningún otro patógeno.

Llama por tanto la atención, la asociación 
de un serogrupo, no común en nuestro país, con unas 
propiedades enterotoxigénicas que tampoco son frecuente­
mente encontradas en él.

Otra circunstancia llamativa es la presencia, 
en un mismo paciente, de varias cepas de E. coli, tam­
bién enterotoxigénicas, pero con serogrupos distintos 
entre sí. (TABLA 38). Este hallazgo, referido también 
por GOLDHAR et al. (1980), es atribuido por BACK et al. 
(1977), a una infección múltiple, o a la trasferencia 
de plásmidos, lo que quizás pueda ser aplicado a
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nuestros casos, dado que parece claro en ellos, que 
el agente infectante es la cepa 0153:H45, productora 
de enterotoxina ST.

En el caso del paciente con diarrea por E.C.E.T. 
LT(+), el serotipo detectado es el 0128:H49. En él, 
aunque el antígeno 0128 se encuentra con relativa fre­
cuencia entre las cepas toxigénicas, tampoco es habitual 
que se presente asociado con el antígeno H49. El sero­
grupo 0128 suele encontrarse en cepas productoras de 
enterotoxina ST (MERSON et al. 1979; REIS et al. 1980), 
mientras que el serotipo 0128:H49 ha sido detectado 
por SC0TLAND et al. 1981, como productor de toxina
termolábil, lo que coincide con nuestros resultados. 
En este caso la diarrea tampoco mostró ningún rasgo 
diferenciador, y el niño afectado no precisó ingreso 
hospitalario.

Tanto la baja incidencia de E.C.E.T. en nuestro 
medio, como la benignidad de la enfermedad, contrastan, 
como era de esperar, con la importancia del problema 
en países con grandes deficiencias higienico-sanitarias, 
(GUERRANT et al. 1975; NALIN et al. 1975; WH0 SCIENTIFIC 
W0RKING GROUP, 1980a; STINTZING et al. 1981; MATA et 
al. 1983). Sin embargo, la implicación de E.C.E.T. 
como agente causal del brote diarreico intrahospitala- 
rio detectado, corrobora el papel que este microorganis­
mo puede tener en los brotes epidémicos de diarrea 
que se producen en países desarrollados.

Por último, E.C.E.T. ha sido identificado como 
patógeno único en todos los casos, excepto en uno,
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en el que fue aislado junto a Rotavirus. A pesar de 
ello, creemos que el responsable de la diarrea en este 
último paciente ha sido E. coli, dadas las característi­
cas que concurren alrededor de todos los neonatos diag­
nosticados. A esto se une el hecho de que rotavirus 
no suele producir síntomas en los recién nacidos (CHRYS- 
TIEet al. 1978; STEINHOFF, 1980; CAMPSAUR et al.1984a), 
como comentaremos después, por lo que el aislamiento 
en las heces de los niños de esta edad, no implica 
siempre responsabilidad etiológica.
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5.4.- INCIDENCIA DE E. COLI ENTEROPATOGENO

Han sido encontrados serogrupos considerados 
clásicamente como enteropatógenos, (E.C.E.P.), en 4.9% 
de los pacientes , (TABLAS 35 y 45), siendo esta tasa 
similar a otras publicadas en estudios realizados sobre 
casos esporádicos de diarrea en países desarrollados 
(pURWITH y WILLIAMS, 1977; GOLDHAR et al. 1980; MAKI 
et al. 1980 y THOREN et al_. 1983b). Ninguna de las 
4 cepas de E.C.E.P. fue productora de las enterotoxinas 
LT ó ST, lo que concuerda con los resultados obtenidos 
por la mayoría de los investigadores que han trabajado 
con cepas de E. coli aisladas en países desarrollados. 
(GURWITH et al. 1977 y 1978; SCOTLAND et al. 1980a; 
ROTHBAUM et al. 1981; R0BINS-BR0WNE et al. 1982).

Por otra parte, aunque E.C.E.P. son considera­
dos como importantes agentes de diarreas epidémicas 
y endémicas en países en vías de desarrollo, (EVANS 
et al. 1977b; THOREN et al. 1983b; TOLEDO et al. 1983), 
y nadie pueda negar su implicación patogénica en brotes 
epidémicos repetidos, en salas de lactantes o neonatos, 
(BRAY, 1945; BRAUN, 1967; EDWARDS y LEVINE, 1972; EDEL- 
MAN y LEVINE, 1983), los investigadores de este tema 
tienen opiniones opuestas respecto a su papel como 
agentes causantes de casos esporádicos de diarrea infan­
til en países con buenas condiciones higiénico-sanita- 
rias. Algunos consideran que E.C.E.P. sólo debe buscar-
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se cuando se sospecha que existe un brote epidémico, 
basándose en que estos serotipos clásicos han sido 
detectados por igual en las heces de niños sanos o 
con diarrea. (GOLDSCHMIDT y DUPONT, 1976; NETER, 1976; 
GANGAROSA y MERSON, 1977; ORSKOW et al. 1977b; KLIPSTEIN 
et al. 1978). Otros creen que es necesario realizar 
nuevos estudios que clarifiquen este hecho, (FARMER 
et al. 1977), y por último hay investigadores que apor­
tan datos convincentes de que E.C.E.P. están asociados 
a diarrea infantil endémica, (GURWITH et al. 1977 y 
1978).

En nuestros casos no contamos con datos sufi­
cientes para apoyar ninguna de estas posturas dado 
que clínicamente la enfermedad fue indistinguible de 
las de otra etiología, tal y como ya observó THOREN 
et al. (1983b), y que en al menos uno de los 4 niños 
afectados, rotavirus pudo ser el verdadero agente cau­
sal de la enfermedad. (El segundo paciente con rotavi­
rus es un recién nacido, por lo que en él, su papel 
etiológico puede ser también discutido).

Han sido 4 los serogrupos identificados. Tres 
de ellos 055, 0111 y 0126, se encuentran entre los 
aislados con mayor frecuencia, (TABLA 5). En España 
los serogrupos predominantes son 0111 y 0119,(MUNIESA,
1977), aunque existen diferencias regionales y estacio­
nales (MUNIESA, 1977; FL0REZ ALIA et al. 1980 y BLANCO 
ALVAREZ et al. 1983a).

Ninguno de los E.C.E.P. detectados en nuestro 
estudio eran productores de enterotoxina VT. En otras
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experiencias se han encontrado cepas productoras de 
VT con los serotipos 0128:K67 y 0111:K58, a los que 
pertenecen dos de nuestras cepas.

Hasta ahora todos los estudios que han investi­
gado la producción de verotoxina por E. coli de origen 
humano, se han efectuado sobre cepas de E.C.E.P. Noso­
tros, junto con BLANCO ALVAREZ et al. (1983a,b), somos 
de los primeros que hemos planteado la búsqueda sistemá­
tica de esta citotoxina en cepas de E. coli enteropato- 
génicas y no enteropatogénicas.

Como ya hemos indicado, no se han encontrado 
cepas productoras de VT en los niños valencianos inves­
tigados, por lo que aparentemente esta toxina no está 
asociada con la diarrea infantil en nuestra comunidad.
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5.5.- VALORACION RELATIVA DE TODAS LAS ETIOLOGIAS DE 

DIARREAS

En nuestro estudio se han podido diagnosticar 
etiológicamente el 45.54% de los casos, siendo esta 
tasa semejante a la obtenida por GEORGES et al. (1984), 
en la República Centroafricana, y superior a la de 
GURWITH y WILLIAMS (1977), en Suecia. Sin embargo, en 
otros trabajos llevados también a cabo en países con 
buenas condiciones higiénico-sanitarias, se dan porcen­
tajes superiores. Así, PICKERING et_ al. (1978), en 
E.E.U.U., presentan 59% de aislamientos positivos, 
y MAKI £t al. (1980),en Finlandia, llegan hasta el 75%. 
Estos últimos, realizan una concienzuda investigación 
viral, incluyendo en el resultado final todas las for­
mas virales encontradas, coronavirus, calicivirus, 
astrovirus..., cuyo valor patogénico no es reconocido 
unánimemente, (WHO SCIENTIFIC WORKING GROUP, 1980b; 
ELLIS et al. 1984; FLEWETT, 1984). Los primeros estudian 
la enterotoxigenicidad de varias bacterias aisladas 
en heces, encontrando positividades en diversas espe­
cies: Proteus, Pseudomonas. Todo ello unido al predomi­
nio de la etiología viral en zonas higiénica y sanita­
riamente bien controladas, pueden explicar en parte, 
estas elevadas tasas.

Debemos hacer constar sin embargo, que la inci­
dencia de patógenos entre nuestros pacientes, debe
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ser superior a la detectada, ya que si la investigación 
viral se hubiera realizado en todos los enfermos, el 
porcentaje final de aislamientos sería probablemente 
superior. Además el hecho, estadísticamente significati­
vo (X2 = 18.085; p ^.0.001), de que el número de dia­
rreas inespecíficas sea mayor entre los pacientes en 
los que no se investigó etiología viral, que entre 
los enfermos en los que se buscaron virus (69.76%, 
frente a 41.37%), apoya esta hipótesis.

Dentro de las diarreas específicas se han encon­
trado enterobacterias en el 32.67% de los casos, 
(33/101), y virus en el 29.31%, (17/58), de los pacien­
tes investigados. En ambos cómputos están incluidos 
6 casos, en los que virus y bacterias fueron identifica­
dos conjuntamente.

El porcentaje de enterobacterias encontrado 
es mayor que el presentado por MAKI et al. (1980),(10%), 
o por SILVERMAN y ROY (1983),(15%), en estudios simila­
res, pero se asemeja a los encontrados por PICKERING 
et al. (1978), (34.9%), BACK et al. (1980a), (33.42%), 
y GEORGES et al. (1984), (30.3%), o por PRATS, en el 
Hospital de Santa Cruz y San Pablo de Barcelona, en 
1985 (25.5%).

En cuanto a la incidencia de virus, en países 
con buen nivel de desarrollo, oscila entre 10 y 60% 
(KAPIKIAN et al. 1976, 50%; GURWITH y WILLIAMS, 1977. 
11%; PICKERIN et al. 1973, 16%; SIERRA et al. 1982,, 
45.9%; VESIKARI et al. 1982, 49%; THOREN et al. 1983b,, 
58%; ELLIS et al. 1984, 34%; GEORGES et al. 1984, 17.6%;
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KOOPMAN et al. 1984, 16%; VELASCO et al. 1984, 21% 
y PRATS. 1985, 26.4%).

La presencia en heces de virus y bacterias, 
es considerado por VESIKARI et al. (1982) como una aso­
ciación de azar. La diarrea por rotavirus podría prece­
der a la infección por la bacteria enteropatógena favo­
reciendo su crecimiento, pero esta explicación no es 
siempre válida, (VESIKARI et al. 1982). En nuestros 
casos por ejemplo, sólo uno de los niños presentó un 
proceso previo de carácter viral, y en los 5 restantes 
la diarrea fue la única manifestación patológica común. 
Además, la presencia simultánea de ambos patógenos 
no ha alterado la evolución de la enfermedad, que es 
incluso de menor duración,(X = 5.33 días), que la pre­
sentada por los pacientes en los que se aisla una bacte­
ria sola (X = 7.33 días). Algo similar observaron PI- 
CKERING ejt al. (1978) y ELLIS et' al. (1984), en contra 
de STEINHOFF (1980) que aboga por un sinergismo entre 
ambos patógenos, de tal forma que rotavirus aumentaría 
la gravedad de la diarrea bacteriana producida al mismo 
tiempo o inmediatamente después.

Sin embargo, el aislamiento de varios microorga­
nismos hace difícil determinar la contribución de cada 
uno de ellos a la enfermedad, lo que unido al fallo 
para demostrar la etiología en 54.45% de nuestros casos, 
pone en evidencia la complejidad del diagnóstico etioló- 
gico de la diarrea en la edad pediátrica (EVANS et 
al. 1977b).

En nuestro estudio, el número de diarreas ines- 
pecíficas es mayor entre los pacientes del grupo B,
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(63.63%), que entre los enfermos del grupo A, (51.51%), 
o del C, (48.57%), siendo esta diferencia significativa 
(Xa = 8.2, p <0.05).

Al mismo tiempo, dado que en el grupo nosocomial 
30% de los niños han presentado una enfermedad infeccio­
sa concomitante, el origen "parenteral" de las diarreas 
inespecíficas podría explicarse a través de ellas, 
(NELSON, 1979; SILVERMAN y ROY, 1983). Sin embargo, 
esta misma patología se encuentra, incluso con mayor 
frecuencia^(39.39%), entre los niños del grupo A,(TABLA 
31), en los que sin embargo se produce un número menor 
de diarreas no catalogables etiológicamente, lo que 
puede explicar que, aunque la mayor parte de las infec­
ciones, (17/27), afectan a pacientes con este tipo 
de diarrea, no exista una relación estadísticamente 
significativa entre la diarrea inespecífica y la infec­
ción concomitante. (Xa = 1.625; p <0.05).

Otras causas que pueden explicar el origen 
de este grupo de diarreas sin etiología demostrada, 
podemos buscarlas en las enfermedades subyacentes que 
acompañan a la casi totalidad de los enfermos del grupo 
B. Entre ellas, la hiperbilirrubinemia se ha encontrado 
en 3 niños, asociándose en otros 2 a distress respira­
torio idiopático. Ambos procesos, o el tratamiento 
instaurado para combatirlos, junto con la asfixia neona­
tal, presente en otros 2 recien nacidos, pueden facili­
tar el desencadenamiento de una diarrea.

La fototerapia, una forma de tratamiento de 
la hiperbilirrubinemia, bien a través de la estimulación 
del peristaltismo intestinal que incrementa la excre­
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ción de electrolitos y agua por heces (WU y MOOSA,
1978), o bien por una inhibición de la actividad enzimá- 
tica de la lactasa del borde en cepillo de la célula 
intestinal (BAKKEN, 1976), va a provocar diarrea. El 
ditress respiratorio o/y la asfixia neonatal, debido 
a la hipoxemia que provocan, pueden alterar el metabolis­
mo de la célula intestinal y consecuentemente su funcio­
namiento.

Otra de las enfermedades subyacentes que puede 
facilitar el inicio de una diarrea es la malnutrición, 
que ha afectado a 5 de nuestros enfermos, 3 de los 
cuales no tenían patógenos en heces. En los niños malnu- 
tridos se produce una contaminación de las partes proxi- 
males del intestino delgado,(GRACEY, 1973; HEYWORTH 
y BROWN, 1975), donde se encuentran organismos no 
considerados normalmente como enteropatógenos, lo que 
va a ocasionar efectos desfavorables sobre la función 
intestinal tales como diarrea, o malabsorción de los 
hidratos de carbono (COELLO-RAMIREZ y LIFSHITZ, 1972).
A su vez, esta última favorece el sobrecrecimiento 
anormal de la microflora saprofita, lo que inicia un 
círculo vicioso.

Por último, en este grupo de diarreas no diag­
nosticadas, tampoco se ha observado un aumento de la 
utilización previa de antibióticos, en relación con 
otros grupos, ni retraso en la investigación de las 
heces, ni cambios alimentarios capaces de provocar 
una alteración aguda de la flora intestinal. Es posible, 
que los agentes etiológicos sean microorganismos con 
mecanismos patogénicos distintos a la producción de 
enterotoxinas, como factores de colonización o adheren-
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cia (EVANS et al. 1975; ORSKOV y ORSKOV 1977a; 
SCOTLAND et al. 1981), o cuyas toxinas no puedan ser 
detectadas con los métodos empleados; que se traten 
de enterobacterias enterotoxigénicas distintas a E. 
coli,(no investigadas por nosotros), o a virus entéri­
cos que no han sido identificados. Esta última posibili­
dad puede ser cierta en nuestro caso, dado que no se 
ha generalizado la investigación viral a todos los 
pacientes, y a que sólo se han detectado rotavirus. 
Esta única detección podría ser debida, a que para 
la identificación de otras formas virales, sólo se 
ha utilizado el microscopio electrónico, técnicamente 
menos sensible que los métodos serológicos, (STEINHOFF, 
1980; WHO SCIENTIFIC WORKING GROUP, 1980b), y con 
el que existía menor experiencia en aquel momento.

Si tratamos de analizar la repercusión general 
en relación a la etiología, observamos que globalmente, 
las deshidrataciones han afectado por igual a los niños 
con diarrea específica o inespecífica, si bien en 3 
de estos últimos no se investigaron virus, lo que podría 
alterar esta distribución. Respecto a la duración de 
la diarrea se observa que ésta es mayor en las diarreas 
específicas, (X = 6.7 días), que en las inespecíficas, 
(X = 4.8 días), con una diferencia estadísticamente 
significativa, (z = 3.76; p <0.001), que también se pr£ 
duce entre las diarreas virales, (X = 5.79), y las 
bacterianas, (X = 7.33), (T = 3.198; p <»0.05), a costa 
fundamentalmente de las diarreas por Salmonella que 
son las que tienen una mayor duración (X = 8.2).

De todos los patógenos diagnosticados, han 
destacado por su frecuencia Rotavirus y Salmonella.
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5.5.1.- Virus

En nuestro estudio el 88.23% de los niños 
en cuyas heces se ha aislado rotavirus son menores 
de 2 años, tal y como ocurre habitualmente (KAPIKIAN 
et al. 1976; RODRIGUEZ et al. 1977 y 1980; MAKI et 
al. 1980; PANIKER et al. 1982; SIERRA et al. 1982; 
RAYNEY y YORK, 1984). Sin embargo, no hemos observado 
una disminución de incidencia en los niños menores 
de 6 meses, en contra de lo señalado en gran parte 
de los trabajos publicados sobre este tema (KAPIKIAN 
et al. 1976; STEINHOFF, 1980; S0ENART0 et al. 1981). 
Aún así, cabe señalar, que aunque 8 aislamientos han 
sido encontrados en niños menores de 6 meses, 2 se 
han asociado a E.C.E.P., 1 a E.C.E.T., ST(+), y 1 a 
Salmonella, mientras que los 4 restantes presentaban 
diarrea nosocomial. Esta última, trasmitida por el 
personal de enfermería, médicos o estudiantes, (STEIN­
HOFF, 1980), se ha descrito generalmente en forma de 
brotes ? (FLEWETT et al. 1975; RYDER et al. 1977), pero 
también se produce de forma aislada, (S0ENART0 el: al.
1981), como ha ocurrido en nuestros casos. En ellos, 
el curso de la enfermedad ha sido leve o moderado, 
lo que es habitual en este grupo de edad a causa de 
la elevada tasa de anticuerpos trasmitidos por la madre 
(STEINHOFF, 1980; G0UEDARD et al. 1981), llegando inclu­
so a la ausencia de síntomas, (CHYSTIE et al. 1978; 
RAYNEY y YORK, 1984), lo que justifica la duda esgrimi­
da en ocasiones, sobre el valor que puede tener la 
presencia aislada de virus en las heces de estos lactan­
tes (CHAMPSAUR et al. I. 1984a).
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Otro hecho bastante común, que se produce tam­
bién entre nuestros enfermos, es el predominio de esta 
etiología entre los niños hospitalizados (KAPIKIAN et 
al. 1976; RODRIGUEZ et al. 1980; AVEDAÑO et al. 1981; 
DUPONT, 1984); sin embargo la variación estacional 
observada en regiones templadas, en las que se produce 
un incremento del número de casos durante la estación 
invernal, (KAPIKIAN et al. 1976; STEINHOFF, 1980; WHO 
SCIENTIFIC WORKING GROUP, 1980; MAKI, 1981), no se 
ha producido en nuestro estudio. En él no existen dife­
rencias significativas entre el porcentaje de aislamien­
tos encontrados en meses fríos o calurosos, aunque 
estos resultados pueden estar expuestos a error, al 
no haber generalizado la investigación a todos los 
niños diarreicos observados durante el periodo de estu­
dio.

Las manifestaciones clínicas no difieren signi­
ficativamente de las referidas en otras series, (RO­
DRIGUEZ et al . 1977), destacando entre ellas la frecuen­
cia de los vómitos y fiebre, y la escasa frecuencia 
de complicaciones,(deshidratación, acidosis, malabsor- 
ción de hidratos de carbono, o intolerancia a proteínas 
vacunas), que de forma aislada han aparecido en otras 
publicaciones (MAKI, 1981; PIGNAL et al. 1981), y que 
en nuestros casos pueden no haberse producido al tra­
tarse de enfermos con buen estado de nutrición y con 
aceptable nivel socioeconómico.
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5.5.2.- Salmonella

Ha sido la bacteria intestinal aislada con 
mayor frecuencia,(19.8%), afectando por igual a pacien­
tes controlados ambulatoriamente u hospitalizados. 
Nuestra incidencia es mayor que la reflejada por otros 
autores, y que oscila entre 2 y 10%, (GURWITH et al. 
1977; BACK et al. 1980; ELLIS et al. 1984; FARFAN et 
al. 1984; GEORGES et al. 1984; VELASCO et al. 1984). 
Tan sólo SILVERMAN y ROY (1983) muestran una tasa de 
aislamientos que alcanza el 29% y el 40%, en dos hospi­
tales de Montreal, y PRATS (1985) encuentra el 32.3%, 
en un estudio en el que se incluyen enfermos adultos. 
Sin embargo, nuestros resultados son concordantes con 
el incremento de la prevalencia de este patógeno, obser­
vado en los últimos años, en países desarrollados, 
(WHO SCIENTIFIC WORKING GROUP, 1980c; HORNICK, 1981b; 
KANTOR, 1981), lo que puede obedecer al aumento de 
las posibilidades de exposición, al ser cada vez mayor 
el consumo de alimentos preparados comercialmente.

Tanto las manifestaciones clínicas de la enfer­
medad, como el predominio estacional, (15 de los 20 
aislamientos se han producido en los meses calurosos), 
han sido los propios de esta etiología (GURWITH y WI­
LLIAMS, 1977; WHO SCIENTIFIC WORKING GROUP, 1980c; 
HORNICK, 1981b). Sólo cabe señalar que en la mayoría 
de los pacientes se dejó de aislar Salmonella en las 
heces a las 2-3 semanas del inicio de la enfermedad, 
y que incluso en el único caso en el que se mantuvieron 
positivos los cultivos, no persistió la sintomatología 
diarreica.
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5.5.3.- Otros patógenos

El porcentaje de aislamientos de los restan­
tes patógenos encontrados en las heces es mínimo, por 
lo que no merece la pena detenernos en su análisis. 
Sin embargo llama la atención la escasa incidencia 
de Campylobacter sp. (1.98%), sobre todo si la compara­
mos con el porcentaje encontrado en nuestro propio 
Departamento, en 1981, con 12 aislamientos en diarreas 
infantiles, producidas durante un periodo de 6 meses. 
(GARCIA VILA <5t al. 1981). Ignoramos el motivo de este 
descenso y tampoco hemos encontrado causas concretas 
que lo justifiquen, a no ser que se hubiera producido 
algún fallo en el método utilizado.
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6 . -  CONCLUSIONES



1.- Para la detección de la enterotoxina termoestable 
(ST), la modificación de BYERS y DUPONT ha resultado 
sensible y específica, dado que en la puesta a punto 
del ensayo ninguna cepa ST(+) diluida al 1/5 ha 
dado coeficientes I.M.T. negativos, y en el estudio 
posterior sobre las cepas problema, todos los coefi­
cientes positivos obtenidos se han correspondido 
con respuestas positivas por parte de alguno de 
los filtrados de la mezcla. Del mismo modo, todos 
los resultados negativos, al ser reensayados según 
el método original de DONTA, han dado coeficientes 
negativos.

2.- En nuestro estudio, los coeficientes I.M.T. iguales 
o superiores a 0.12 se han considerado estadística­
mente como positivos, y los coeficientes iguales 
o inferiores a 0.08 como negativos. Los situados 
entre ambos valores son indeterminados y deben ser 
reensayados.

A pesar de ello, creemos conveniente señalar 
que en nuestra experiencia, y coincidiendo con 
otros investigadores, aquellos coeficientes que 
de forma repetida dieran cifras iguales o superiores 
a 0.1 deberían ser considerados como positivos.

3.- La incidencia de E.C.E.T. y E.C.E.P. en nuestro 
medio y durante el periodo estudiado, es escasa,
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si bien ha resultado superior a la de Shigella 
sp, Campylobacter sp, Yersinia enterocolitica y 
Giardia lamblia, y menor que la de rotavirus y 
Salmonella sp.

4.- Todos los niños afectos de diarrea por E.C.E.T. 
o por E.C.E.P., han sido menores de 1 año.

5.- El proceso diarreico . que desencadenan E.C.E.T. 
ó E.C.E.P., es de carácter leve o moderado, y no 
presenta rasgos propios que lo diferencien clínica­
mente de otras etiologías.

La diarrea se caracteriza por deposiciones 
líquidas,generalmente abundantes, en número variable 
de 2 a 10 deposiciones al día, sin sangre, ni moco. 
No se acompaña de vómitos, fiebre o deshidratación, 
aunque suele producir pérdida de peso y acidosis 
metabólica. No son frecuentes las complicaciones 
y/o secuelas, y ceden entre los 4 y 8 días.

6.- Los casos de E.C.E.T. detectados se dividen clara­
mente entre los producidos por E. coli ST(+), que 
constituyen un brote diarreico neonatal, y un único 
caso producido por E . coli LT(+). El descubrimiento 
de este brote nosocomial explica el incremento 
de nuestro porcentaje de aislamientos de E.C.E.T. 
respecto a los registrados en otros países con 
condiciones higiénico-sanitarias semejantes a las 
nuestras.

7.- Pensamos que E.C.E.T. es una causa infrecuente 
de diarrea esporádica en nuestro país, aunque puede
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dar lugar a brotes de diarrea infantil. Por eso 
creemos que a pesar del evidente valor epidemioló­
gico que tiene su detección, no es necesaria la 
identificación sistemática de los mismos, resenván- 
dola a aquellas situaciones en que E. coli sea 
aislado, de forma predominante o única, como agente 
causal en brotes diarreicos de cualquier origen.

8.- La detección serológica de E.C.E.T. utilizada de 
forma sistemática en muchos laboratorios de Micro­
biología, es un método de escasa sensibilidad, 
ya que, como ha ocurrido en nuestro estudio, pueden 
existir cepas productoras de toxina con serotipos 
distintos a los considerados más frecuentemente 
como enterotoxigénicos, que no estén contenidos 
en el suero polivalente utilizado.

Tan sólo la utilización en cada zona geográ­
fica de sueros conteniendo también los serotipos 
enterotoxigénicos más frecuentes en ella, reduciría 
las posibilidades de error.

9.- Para poder decidir el valor de la serotipificación 
rutinaria de E.C.E.P. deberían realizarse trabajos 
prospectivos, en los que se comparasen las tasas 
de aislamiento de cepas de E.C.E.P., en niños sanos 
y en casos esporádicos de diarrea infantil endémica 
en nuestro país.

10.- El porcentaje de diarreas diagnosticadas etiológica- 
mente ha sido de 45.54%, detectándose enterobacte- 
rias en el 32.67% de los casos, y virus en el 29.31%

- 359 -



de los pacientes investigados.

La asociación de ambos patógenos se ha produ­
cido en el 13% de las diarreas específicas, sin 
que ello haya influido negativamente en la evolución 
de la enfermedad.

11.- Las diarreas inespecíficas se han dado con mayor 
frecuencia entre los pacientes con diarrea nosoco­
mial, con una diferencia estadísticamente significa­
tiva respecto a los otros dos grupos de enfermos.

12.- Los virus, y entre ellos rotavirus, han sido la 
etiología detectada con mayor frecuencia, seguida 
por Salmonella sp.

13.- Rotavirus afecta fundamentalmente a niños menores 
de 2 años de edad, predomina entre los pacientes 
previamente hospitalizados o que requieren hospita­
lización, y en nuestra experiencia no tienen un 
predominio estacional, al menos estadísticamente 
significativo.

14.- Salmonella sp se ha identificado en el 19% de los 
casos, afectando por igual a pacientes controlados 
ambulatoriamente y a los que precisaron hospitaliza­
ción. Predomina en niños mayores de 2 años y durante 
los meses veraniegos, y produce la enfermedad dia- 
rreica de mayor duración (8.2 días).
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