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II. EL GRUPO ESCHERICITA COLL

A, Clasificacidn y nomenclatura
La clasificacidn y nomenclatura de los bacilos Gram nega-
tivos fermentadores rdpidos de la lactosa estd sujeta a u
na variedad de opiniones,

La escuela americana reconoce tres géneros: Esche-
D e

richia, Klebsiella y Aerobacter para los de origen ani-

mal, y Erwinia para los patdgenos de las plantas. Esta di
visidn la hacen basdndose en caracteres bioguimicos, pato
genicidad, y localizacidén (1). Kauffmann cree que no debe

existir diferencis entre los géneros Aerobacter y Klebsie-

lla ya que los géneros se diferencian sobre bases bioqui-
micas, y ésta no es suficiente para dicha separacidn (2);

Los cientificos britdnicos apoyan la existencia de un
solo género llamado BACTERIUM que incluye a los tres antes
mencionados, Este criterio que se apoyd en el congreso de
1950 de la Asociacién Internacional de Microbidlogos, fué
rebatido en 1953 por el Comité Internacional de Nomencla-—
tura guien decidié que el uso de dicho término no era per-
misible (1).

En el Bergey's Manual el grupo Escherichia coli forma

un género y en esta forma se le considerard en el presente
trabajo (3).

El Subcomité sobre Enterobacteriaceae define al grupo




Escherichia asi:

" Bacilos méviles o no que conformen a 1-. defini-

cién de Enterobacteriaceae, y con log caracteres

bioguimicos siguientes:

Glucosa

Manitol
Adonitol
Dulcitol
Inositol
Lactosa

Salicina

Sucrosa

Indol

Gas sulfidrico
Gelatina

Citrato de amonio
Vogues Prosxauer
Rojo de Mewilo
Urea

Nitratos

Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido

vy usualmente gas

usualmente no producido
producido variable
usualmente no producido
producido

oroducido variable
producido variable

Usualmente producido
No producido

No licuada

Usualmente no utilizado
Negativo

Positivo

No desdoblada

No reducidos

Algunas cepas producen gcido de lactosa tardiamente e
irregular, o ninguna produccidn. " (4).

B. Generalidades

1. Datos histdricos y ecologia

La Escherichia coli fué descrita por Escherich en 1886

bajo el nombre de Bacterium coli commune. E1 cultivo

original fué aislado de una deyeccién procedente de un

nifio amamantado por su madre, y cultivos de esta fuente

fueron considerados por Escherich como tipicos. La Esche-

richia coli, sin embargo, estd distribuida ampliamente

en la naturaleza, y es caracteristico habitante del in-

testino del hombre y muchos de los animales. En el mono
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se han reportado cepas de E. coli que son muy similares
aunque no idénticas a las encontradas en el recién naci
do. Io se les adjudica ni deniega accidén patdgena (22).

En el intestino de un determinado individuc se pue—
den encontrar tres o cuatro cepas de las cuales unas
permanecen por wa tiempo prolongado y se llaman "Resi-
dentes", y otras sdélo un tiempo corto y se llaman "Tran
sitorias" (5). Es este bacilo tan abundante en el in-
testino del hombre como para que bien amerite el mnombre
que se le ha dado.

Es facultativo anaerobio y crece bien en los medios
ordinarios de laboratorio a la temperatura de 37 grados
centigrados.

La Escherichia coli es una bacteria muy susceptible

a la accidn inhibitoria de ciertos colorantes, mucho mds

que las bacterias de los géneros Salmonella v Shigella,

condicidn que se ha aprovechado para preparar medios de
cultivo gselectivos.

Morfologia

La Hscherichia coli es un bacilo Gram negativo de morfo-
logia muy variable pero gue generalmente se presenta co~
mo wa bastdén corto de 2 ~ 3 micras de largo vor 0,6 mi-
cras de ancho. Se le encuentra en pares o en cadenas

cortas. DPuede ser mévil o no serlo. A veces tiene cdp
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sulas. No produce esnoras.

La morfologia de sus colonias en gelosa sangre es
idéntica a la de las otras bacterias Gram negativas del
intestino, debiéndose recurrir a medios diferenciales
como el SS agar, EMB, etc. para su identificacidn (8).
Hay colonias de E. coli que son hemoliticas (Beta hemo
liticas) y éstas ocurren con mayor frecuencia cuando la
muestra sembrada proviene de material patoldgico (1)(7).
Sinembargo hay que Tener muy en cuenta cuvando se inves-
tigan serotipos 0111:B4 y 055:B5 dos cepas patdgenas del
intestino, que éstas no se conocen como hemoliticas, con
la salvedad no obstante, de que bilen podrian aparecer
variantes hemoliticas en cualquier momento (4).
Fisiologia
Su accidn sobre azvcares y otros substractos fué defini
da al principio. De é€stas la mds importante es en toda
probabilidad la lactosa la cual ha servido para separar
el grupo coli de los grupos por largo tiempo reconocidos
commo patdgenos del intestino. E1 uso del sorbitol ha
s8ido acogido con entusiasmo por algunos investigadores,
basdndose en el hecho de que los serotipos 0111:B4 vy
055:B5 del coli, dos cepas enteropatdgenas, son casi
siempre sorbitol nzgativas. Rappaport y Henig descri-

ben un medio de MacConkey agar modificado en el cual la

-5 -



lactosa ha sido reemplazada por el sorbitol. Dicen ellos
que las cepas 0111 y 055 recidén aisladas no fermentan el
sorbitol y por lo tanto las colonias aparecen incoloras
en el rmedio por ellos descrito. Otros serotipos de

E. coli gque si producen dcido del sorbitol aparecerdn de
color rojo en sus colonias. ZEwing y Edwards opinan gue
si bien es cierto gue la mayoria de colonias de aquellas
cenas no fermentan el sorbitol en 24 horas, hay también
un buen numero de excepcionaes. Tambidn hay cepas de

E. coli gue no siendo 0111 o 055 pueden ser sorbitol
negativas. Sinembargo, el medio descrito por Rapparort
vy Henlg es de gran utilidsd cuando la caracteristica bac-
terioldgica de la ceps causante de la epidemia es cono-
cida, es decir si fermenta o no el sorbitol.

Se recomiends ¢l uso del medio de sorbitol en unidén
de otros medios como el SS ager, EMB, y gelosa sangre,
los cuales evitan gue pueda vasarse por alto ciertas ce-~
pas patdédgenas de E, colli. Esbo es esnecialmente cierto
del medio de gelosa sangre por no tratarse éste de un me-
dio diferencial ni restrictivo. También lo antes acon-

sejado prestaria la

]

facilidades para detectar Salmone-—

lla o Shigella que pudieran introducirse en el curso de

una epidemia. Ademds la gelosa sangre permite seleccio-
nar colonias no hemoliticas de E. coli entre lag cuales
podria encontrarse 0111 o 055 (4).
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Bl GALACTINOL, vuna substancia derivade del azucar

de remolacha, ha sido usada con éxito por algunos. Esta

substancia no es fermentada por la Escherichis coli pe-

ro si por Xlebgsiella y Aerobacter y han sacado ellos

ventajo de esta propiedad para facilitar la identifica-
cidén del coli (9).

Recientemente se han publicado nuevas pruebas bio-
quiricas que permiten una rdpida diferenciacidn entre

el srupo Escherichia v los géneros Salmonella y Shigella.

Estas pruebas son:

Prueba de 1a Ninhidrina

Es sabido gue la E. coil produce decarboxilasas de lisi-
na moderadamente fuertes mientras que la Shigella las pro
duce muy despacio y en pequefias cantidades o no las pro-
duce del todo. =stas decarboxilasas se detectan por ne-
dio de una substancia llamada Ninhidrina, y de alli el

nombre de la prueba.

Medio de cultivo:

Tripticasa 15 Gms.
Fosfato de votasio dibdsico 2 Gms.
Glucosa 1 Gm.
Agua destilada 1000 mil.

Verter en cantidadcs de 5 cc. en Tubos con tapadera

de rosca, v esterilizar a 15 libras de presién por

15 minutos. Inocilense de un cultivo de caldo o ge-



losa, incudbese a 37 grados centigrados toda la noche
v afiddase 1 cc. de Hidrdxido de sodio 4N. Extraer
con 2 cc, de cloroformo agitando vigorosamente. Cen-
trifuger o dejar en renoso hasta que la emulsidén se
rompa. Tomar 0.5 cc. de extracto del cloroformo;cg
locar en fHubo peque’io y afladir 0.5 cc, de reactivo
de Nintiidrina (0.1 por ciento de Ninhidrina en clo-
roformo). Dejar reposar a la temperatura ambiente
por 4 minutos y leer. Una reaccidn positiva se
muestra vor el desarrollo de un color pUrpura encen-

dido.

Prueba de la utilizacidn del citrato

se sabe que la Hscherichia coli utiliza el citrato en

presencia de fuentes de carbdén y nitrdgeno facilmente a-
similables, mientras gque la Shigella no.

Medio de citrato y sulfuro de Christenzen en agar.

Citrato ¢e sodio

3.0 Gms.
Glucosa 0,2 Gms.
Extracto dc levadura 0.5 Gms .
Monohidroclorhidrato de cisteina 0.1 Gms .
Citrato férrico amdénico 0.4 Gms.
Fosfato monopotdsico 1.0 Gms.
Cloruro de sodio 5.0 Gms.
Tiosulfase de sodio 0.08 Gms .
Rojo de fenol 0.012 Gms.
Agar 15.0 Gms.
Agus destilada 1000,0 ml,

El medio sc esteriliza en el autoclave y con inclinag

cidén iguel que un medio de TSI. Deberd inocularse



por estria y por puncidén. Incubar a 37 grados cen-

tigrados por 5 -~ 7 dfes o hasta gque se obtenga resul
tado positivo, La utilizacidén del citrato se eviden
cia por alcalinizacidén del medio. E1 indicador de

hidrdégeno sulfurado (Citrato férrico amdnico y tio-

sulfato de sodio) pueden ser omitidos si se desea.

Prueba del TCH

En un medio de cultivo gue contenga XCN no crecen la ma

yoria de log bacterias del género Salmonella ni culti-

vos del gruvwo Arigona, mientras que una bacteria del

grupo BEscherichia (E. freundii) generalmente si crece.

Medio de XCN

Peotona, Orthana esvecial 10.0 Gms.
Cloruro de sodio 5.0 Gms.
Fosfato de sodio monobdsico 0.225 Gms.
Fosfato de sodio diabdgico 5.54 Gms.
Agua degtilada 1000,0 ml.

pH ajustodo a 7.6

El medio bdsico se esteriliza en el auvtoclave a 15
libras, por 15 minutos, y luego se enfria en el re-
frigeracor. A este medio bdsico enfriado se le afia-
den 15 ml, de solucidn 0.5% de KCN (0.5 Gms. de XCN
en 100 ml. de agua destilada bien fria) por litro.
Il medio se distribuye inmediatamente en los tubos
respectivos (13 x 100) en cantidades de 1.0 ml; NS

luego se tepan con tapones empbebidos en parafina
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caliente, Cuando sc guardan a la temperatura de 4
grados centigrados los tubos se pueden usar hasta %0

. 7 .
dias despuds de su prepsracidén, EL medio debera ser

93]
&)

inoculado con una asadns de otro cultivo en caldo de
24 horas dc¢ vida, incubado por 1o menos 48 horas na-
ra su observacida., Tapones flojos y ‘tubos rajados
puelen dar falsos positivos, y por esa razdén deben
de excluirse (11).

Tas pruebas arribs descritas pueden ser mejor apreciadas

al recordar que algzunas cepas de Shigella dispar son i-

dénticas antigenicamente con ciertos bacilos coliformes,
otras son muy similares. Y gue la Unica diferencia en
esencia entre aguella misma Shigella y los bacilos co-
liformes aerogsénicos es la produccidn de gas (4) (10).
VARIAFTES FIRMENTATIVAS

La Egcherichia coli se ha dividido en "Variantes fermen

tativas®, basdndose en su accidn sohre deterninados subs-
tratos. Estas variantes por supuesto nueden scr muchas
debido a lo variahle del poder fermentativo de estas
bacterias sovre muchas azlcares. Sincmbargo unas pocas
de déstas son bien conocidas ¥ a déstas nosg referiremos.
Mds o menos 1la mitad de las cepas de B, coli fer-

mentan la sucrosa mientras que la otra mitad no, a las

primeras se les ha llamado coll communior ¥ a las segun-

[y
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das coli communig. Con menos frecuencia se han encontra

do cepas de E, coli gue no fermentan la lactosa de inme
diato, vero cu el curso de la incubacidén éstas colonias
no fermentadoras de la lactosa al principio desarrollan
papilas que al ser transplantadas se desarrollan en ver-
daderas fermentadoras de lactosa. A estas cepas cde goli

se les ha 1lsmzdo coli mutabile., Otraza variante fermenta-~

tiva es aquells que fermenta la dextrosa pero sin pro-

duccidn de gas, a ésta se le ha llamado colil anaerdzenes.

E1l grupo <e los bacilos paracolon se puede conside-
rar una veriante fermentativa del colil difiriendo del
tipico en que fermenta la lactosa tardiamente. Ta rela-
cidén entre estos dos gruwos de bacterias no estd muy cla-

ra todavia (7).

C. Composicidén antisdnica
Los trabajos iniciales verificadcs por algunos investiga-
doresg revelaron cue el gruvo coli tenia una grdn heteroge-
nicidad de factores antisénicos (1).
1. Antigenos de imrortancia seroldgica.
Hay tres clases de antigenos que son de importancia en

-

la serologia Jde la Escherichia coli. Estos son 0 X v H.

ANTIGENOS O
Los antigernos O son sométicos. No son inactivados pnor

el calor a 100 grados centigrados o 121 grados centi-
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3

rados. To son destroidos por el alconhol. Consisten

&

(¢

basicamente en carbohidratos.

ANTIGENOS X

Los antigenog ¥ son somdticos llamados de envoltura o
también de cdn=ula, y son blogqueadores de la aglutina-
cidn del antigeno 0, Hay tres variedades del antigeno
X: L A v B

Variedasd L

La aglutinabilidad de este antigeno en su antisuero
es inactivada por el calor a 100 grados centigrados
en une nora.

Las suspensiones bacterianas se vuelven aglubi-
nables en antisvero O mediante la aplicacidn de ca-
lor a 100 grados centigrados por una hora,

E1 polfer combinante de gu anticuerpo se inacti-
va »nor el calor a 100 grados centigrados en una hora.
(Diferencza la mds importante entre variedad L y va-
riedad B).

El vnoder antigénico es inactivado vor el calor
a 100 grados centigrados en una hora.

oe le encuentrs como envoltura o vaira, ocasio-
nalmente como cdpsula.

Variedad A

La agluvinabilidad del antigeno A en antisveros 4

- 12 =



E, coli, especialmente aguellos relacionados con 0aSo0s

de diarrea infantil,de manera que el esquema de E, 0old

se hs extendido aun mds (2) (4).

D. Patogenicidad

1., Infecciones diversas

Bs bien sabido que bajo ciertas condiciones el bacilo

coli puede invadir ciertos drganos anatomicamente rela-

cionados al intestino, tales como la vesicula biliar,

rifiones, vejiga, v también el peritoneo. ELl apéndice es

con alguna frecuencia sitio de infeccidn producida por

la B, coli. Las infecciones agudas del tracto uvrinario

son causadas con gran frecuencia por Escherichia coli.

También, acompafiado de otras bacterias de la piel se le

puede encontrar en focos infecciosos de la misma.

La Escherichig coli puede ganar acceso al torrente

sanguineo, aungue raras veces (6). FEl autor de este

trabajo aisldé en una ocasidén una Escherichia coli en he-

mocultivo de un paciente con cistitis sobrevenida a raiz

de

do

te

de

en

severo trauma en la uretra. E1 hemocultivo fué pedi-
por el médico que atendia el caso, mientras el pacien
era presa de violentos escalofrios que fueron seguidos
elevada fiebre. En dos ocasiones anteriores se aislé

la orina de este mismo paciente una cepa de Escherichia

coli, en cultivo »nuro, que resulté ser sensible itnicamente
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a Cloromicetina.

La ceva aislada de la sangre fud tembiédn sen-
sible unicamente a Cloromicetina y resistente a los
otros antibidticos y sulfamidados probados. Cebe
pensar que lo ocurrido a este paciente fué una bac-
teremia trancitoria.

Bn algunos crsos la entrada del coli a la sangre
representa nds bien un fendmeno secundario durante es-
tados agonalcs de otras condiciones. En los recien
nacidos se presenta = veces una infeccidn generalizada

o
£

a bacilo coliforme que puede conducir a una fatal "Sep-
ticemia Hemorrdgzica" o "Enfermedad de Winckel" (12).

Flex y Shaw reportarorn un caso raro de Septicemia

debida a bacilc coli snaerdgenes (13).

Enteropatdgenos del srupo Escherichia coli

Resumen histdrico

Por muchos ai‘os los investigadores habian ya estudiado

cultivos de Ischerichia coli aislados de casos de gas-

troenteritis infantiles en log cuales no se enconbtraba

una bacteris o .tégena tal como Salmonella o Shigellsa,

Log resultados obtenidos de aguellos cultivos estudiados
no fueron concluyentes ya que sdélo métodos biogquimicos
se emoleagron para diferenciar las distinbtas cepas aisla-

das de los niilos afectados de diarrea, y tambidn de per-

- 16 =



sonas normales, Actualnmente se sabh uue diferentes se-—

rotipos de BEscherichia coli dan a menudo idénticas reac-

ciones biogquimicas. Bl problema emmezd a soluclonarse
cor. el establecimiento del escueme neroldgico del gruoo
Escherichia nor ¥Yauffmarn, el cual fué a su ver grance-
nente facilitado por el descubrimiento que el mismo Kauf-
frmenn hizo del antigeno L, con lo cuzl se clarificd en
gran parte el porqué de resultados discordantes.

Bray en 1945, vy Bray y Beaven cen 1948 despertaron el
interds en ¢l papel gue la E, coli nodria estar jugando
en los brotes epidémicos y casos esvorddicos ce disrrea
infantil., Fueroa estos autores los vrimeros en emnlear
métodos seroldgicos para diferenciar los serotinos coli
aislados de niilos normales, de aguellos gue provenian
de nifios afectodos de diarrea, Aiglaron el tipo gue a-
hora se conoce como 0111:B4 en 42 »nacientes de 44 egtu-
diados, todogs ellos suirian de la llamada "Dierrca In-
fantil de Verano’.

Independientemente Varela, Aguirre, y Carrillo en

la Ciudad de México

o

igslaron en 194¢ el mismo serotipo

de B, coli al cual ellos llamaron coli-gdmez. Bl segun-—

do tipo, de imvortancia wnor su asocizcidn a diarrveas
infantiles fué investigedo por Giles, Sangster y Smith

en 1949, Este fud el 055:B5. Desie 1945, cultivos de

-~ 17 -



E. coli 0111:B4, y 055:B5 han sido aislados durante
evidemias y ern casos esporddicos de diarrea infantil
en casi todos los paises del mundo.

Otros serotipos han sido reportados, de manera que
en la actuslidad hay por lo menos doce qgue deben ser
investigados en casos de brotes epidémicos de diarrea

infantil:

026:B6 086a:B7 0111:B4 0112a
055:15 0119:B14 01l1l2c:Bll
0124 :B1Y
0125:B15
0126:B16
0127:B8
0128:B12

Fournelle 2isld recientemente en Alaska, de un nifio
esquimal, la cepa 0117:H27 (2) (4) (14) (18).

BEstudios sobre el rol patdgeno de egtas bacterias

La evidencia epidemioldzica ha aportado su contribucidn
en los estudios verificados. Se ha encontrado por ejem-
plo, que una de las cepas en sospecha durante una epide-
mia, predomine en las heces de los niflos afectados pero
no en la de los sanos. También ha sido de utilidad la
observacidn de cue un brote epiddmico coincida con la
introduccidn en la nurseria de organismos tales como
0111:B4, 055:B5 etc., ¥ que desaparezcan juntamente con

el brote. (15) (16) (17)

- 18 -



Lags pruvehas en volunvarios han sido otra fase im-
vortantisima del mismo estudio. A vn grupo dec volun-
tarios se les pidid que ingirieran cultivos de cenas
0111:B4 o 055:8B5, Estos voluntsriog desarrollaron
diarreas desde leves hasta severas, no habiendo ocurri-
do en las personas gue actuaron cono controles., PYara
un estvdio inmunoldgico se desarrolld un test de hema-

glutinacidn v se encontrd un aumento en titulo de hema-

glutininas homdlogas de Escherichiu coli en los volun-

tarios que ingirieron cuvltivos de ceva 055:B5, mien-
tras gue en los controles gue ingirieron cuvltivos de ce-
pas inocuas, no se encontrd aumento 2lguno de dicha he-~
maglutinina, Por otra parte, los voluntarios que toma-
ron cepas patdgenas 055:85 no mostraron aumento slzuno

en titulo de hemaglutinina heterdloza de E. coli.

Ferguson y June usaron voluntorios de un penal para
experiencias Ce esta misma Indole. Se tomd precauciones
para seleccionar voluntarios gue estuviegsen libres de
enfermedades orzdnicas o infecciosas. Se mantuvo a estos
individuos seleccionados en cuarentena antes dél experi-

mento. Se les did a tomar en leche cépas paidgenas de

Escherichia coli. Se ued un grupo de control, al gue no

se le didé dichas cepas, sino leche conteniendo cepas i-

nocuas de E. coli. Ninguno de¢ log irdividuos gue parti-
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ciparon en el CAD@flﬁ@DtO sabia si cu leche contenia o
no cepas natégenas de coli. Durante el periodo de cua-
‘rentena vrevio al experimento se 1es hicileron obderva-
ciones clinicas v varios exémenes de laborctorio. Des-
pués de la ingestidén de la leche nuevomente se les ni-
cieron las mismas observaciones, incluyendo exdmenzs de
heces, garganta, orina, y sangre.

Los resultados se »uoden regumir ¢ " forma siguiente:

a. Log voluntarios gue ingirieron Egcherichia colil pa-

tégenns sufrieron sintomes similares a los produci-

-

dos nor la intoxicacidn alimenticia aguia, cuando
1la dosis de organisnos ingerids Tué grande.
530.500.000 organigios ingeridog o menos produjeron
efectos leves o ninguna molegtia., No hubo oviden-
cia alguns de bacteremia, o de aparicidén de organis-—
mos en la orina.

b. Un buen porcentaje ce voluntarios que ingirieron
B. coli 0111:B4 desarrollaron -gluatininas para dicho
organismo. Algunos voluntarios ¢ue no desarrolla-~
ron sintomas de ninguna clase tambidn desarrollaron

aglutininus, aunque en menor grudo.

c. Los voluntarios oue ingirvierorn una cepa clasificada
como patdgena, no sulrieron de «intomas que pudieran

ot

ser atribuidos a la bacteria, n: obstante gque el ni-
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dos cevas de Bgcherichia coli 0111:B4, Una produjo en

4 voluntarios sintomas similareg a logs del envenamien-
to alimenticio; La otra cepa no produjo sintomas en 3
adultos voluntarios,

Modica, Ferguson, y Ducey estdn en favor de la re-

lacidén existente entre Escherichia coli 0111:B4 y las

diarreas., Para reforzar sus pruebas en favor de tal
relacidn, reportan haber encontrado aglutinitas anti
E. coli 0111:B4 en el suero de niflos convalecientes de
un episodio de diarrea epidémica (15).

Como conclusidn a esta parte podria decirse que hay
todavia mucho lugar pars experimentacidén en esta linea,
pero que poca duda puede haber ya del rol patdgeno de

estas bacterias en el intestino de los nifios.



INVESTIGACIO:T DE BSCHERICHIA COLI DEL GRUPO ENTEROPATOGENO EN
131 MUESTRAS DE HECES

A, Finalidad de la investigacidn

1.

Tratar de aislar bacterias del grupo Escherichia coli

enteropatégeno (0111:B4, 055:B5, 026:B6, 0127:B3), por
medios bioguimicos y seroldgicos.

Obgservar si el numero de esas bacterias aisladas repre-
senta una cifra de consideracidén como para incluir los
métodos emnleados en este trabajo en la rutina bacte~
riolégica de diagndstico del grupo eniérico.

Buscar entre la informacidén obteni’a de este trabajo,
algin dato o datos que pudieran servir para lao evalua--
cidén indirecta del rol patdgeno de las bacterias inves-

tigadas.,

B. Material y métodos

Todos los medios de cultivo empleados son de la casa Difco

y de la B.,B.L. (Baltimore Biological Laboratory,lnc.). oe

obtienen en forma deshidratada y se rehidratan en el labo-

ratorio acorde a las recomendaciones 4e las casas (23)(24).

Las muestras de heces fueron enviadas en receptdculos

de vidrio especiales para este fin, con excepcidn de ocho

lag cuales fueron tomadas en el laboratorio con hisopo

rectal,

A cada una de las muestras se le procurd hacer lo mds



posivle de la sistemdtica que a continuacidn se describe:

Examen microscdpico

Bstudio de la muestra en solucidn salina, directamente al
microscopio, sola y coa lugol afiadido. Se buscdé formas
tréficas y enquistadas de Protozoarios, huevos de Metazoa-
rios, y manifestaciones de inflamacidén en el intestino
(Leucocitos, hematies, mucus).

Se hizo ademds estudio microscdédpico de concentrado de
la muestra investigando quistes de Protozoarios, y huevos
de Metazoarios. 8¢ usé el método de Faust de concentra-
cidn (19),

Examen bacterioldgzico

La muestra se sembrdé en SS agar, EMB, ledio de Tetrationa-
to, Gelosa sangre, y Sorbitol agar.

Para investigar Salmonella v Shirella, v ademds otras

lactosa negativa se resembrd colonizs incoloras de los
medios de SS agar y EMB a un medio de TSI agar por caja.
£ las 24 horas se observd el TSI v si habia indicacidn de

que la bacteria fuera Salmonella o Shipgella se procedid a

hacer una reaccidn de aglutinacidén con suero polivalente,

Vi, y de grupos para Salmonells. Asimismo con sueros de

grupo para ghigella, Luego se sembraron los siguientes

medios pora estudiar la accidn bioquimica de la bacteriac



Caldo base con lactosa
Caldo base con sucrosa
Caldo bage con dextrosa
Agua triptona
Medio semisdlido de movilidad
Medio ligquido de urea
Citrato agar de Simmons
El agua de triptona lleveba suspendida gobre el nivel del
liguido una cinta de papel impregnada de acetato de plomo
rara detectar la presencia de gas sulfidrico. Psra detec-
tar la »roduccidn de indol en el mismo medio se usé la mo-
dificacién de Bohme con el reactivo de Ehrlich., (23).
Del medio de Tetrationato se resembré a un nuevo EMB ¥y
se siguid la misma sistemdtica que se describid arriba,
La identificacidén final de Salmonellae y Shigellae se
hizo basdndose en los datos obtenidos de las pruebas sero
ldégicas y las pruehas bioquimicas. BEn algunos casos se

hizo uso de la reaccidn con el antisuero H para detectar

el antigeno flagelar de Salmonellae.

Para investigar Escherichia coli del grupo patdgeno se

resembraron tres colonias a 3 tubog Ce gelosa simple, Una
colonia del medio de gelosa sangre (l'o hemolitica de pre~
ferencia), una colonia caracteristica lactosa positiva del
medio de SS agar o EMB, y una colonis del medio de sorbi-
tol agar (De preferencia sorbitol negativa). Los tres tu~
bos de gelosa nutritiva (Gelosa simple) se incubaron 24 ho-

ras y se usaron para las pruebasg serolbgicas y bioguimicas,
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Pruebas seroldgicas para E., coli entercnstdgeno

Los sueros usadog son todos de la casa Difco. Se trabajd
con dos clases de sueros: Suero OB polivalente (0111:B4,
055:B5, 026:86, v 0127:B8), v suero 0B individuval para ca-
da uno de los componentes del guero polivalente. TLos sue~
ros polivalentes vpor si solos pueden dar una identificacidn
presuntiva del coli patdgeno, y son rrobablemente los que
mayor uso tienen en los laboratorios bacterioldgicos donde
una respuesta rapida y orientadora es de 1o mds indispensa-
ble (20). Tos suveros OB individuales del grupo que compren
de el suero polivalente, son necesarios nara una identifi-
cacidn mds segurs del coli en estudio.

Primera prueba seroldgica: Se tomd una porcidn del creci-
niento en el tubo de gelosa nutritiva y se hizo una suspen-—
sién moderadamente gruesa en una gota de suero polivalente,
vy en una gota de solucidn salina colocata a la par y usada
como control.

Las suspensiones se hicieron en una ldming portaobjetos,
por ser facilmente manejadas y depositacas en los recipien-
tes con liguido desiniectante (72n 1s primera y segunda prue-
ba seroldgice se trabaja con cepas viven), v evitando asi
una posible contaminacidn del operador ¢ cualquiera otra
persona,.

La ldmina se movid en tal forme que las suspensiones se
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pudieran mezclar satisfactoriamente por espacio de 2 minu-
tos. Se considerd nositiva la muestra si se observd aglu-
tinacidén franca a los 2 minutos o antes, De otro modo se
le considerd negativa. Bl control dehid permenecer perrec
tanente homogéneo, de lo contrario se congiderd como aglu
tinacidn espontdnea y la muestra por lo tanto negativa.
Segunda prueba seroldgicas: Al resultar positiva la agluti-
nacidn con el suero polivalente se nrocedid a usar igual
técnica con los sueros OB individuvales. Los resultados po-
sitivos en esta pruveba son dehidos casi en su totalidad a
la accidn del antiseno B, ya gue éste, como antes se expli-

cd, es bloguezador de la accidén del antigeno 0. Por lo tan-
to la tercera pruchba seroldgica es necesaria para determi-
nar la presencia del antigeno O.
Tercera prueba seroldgica: Se hizo una suspensidn gruesa
del crecimiento en el tubo de pelosza nutritivs, usando so-
lucidn salina como diluyente. Se calentd la suspensidn a
100 grados centigrados (Bafio de agua) por media hora, pars
destruir el antigeno B, ITuego se repitid la prueba sero-
1égica como se hizo en la segunda,

Existe todavia vna cuarts prueba serolégica nera confir-
mar las diferentes especies de E. coli. Para esta prueba
se¢ nrevars uvna serie de diluciones del suvero antli 0, se a-

o~

flade a cada wna de lasg diluciones una porcidn de suspensidn
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bacteriana calent~da (100 grados centigrados por media ho
ra), se incuban en bafic dv agus a 5C grados centigrados
por 18-20 horsc v se lz2e la agiutinacidn, Tos cultivos
que muestran aglutinacidn a una dilucidn de 320 o wds se

les considera —oseedores del antizeno O correspondiente

a1l anticsvero usado (21).

Pruebas bioguimicas pars Bscherichia coli

Para estas prusbas se usd también log tubog de gelosa nu-~

(&)

tritive con crecimiento de 24 horas. Estas pruebas bio-
guimicrs se verificaron uricamente cuando la reaccidn con
el svero polivalente fué positiva. Tos medios que se usaron
para cetectar la accidn vioquimica de estas bacterias son

los misnmos gue se usaron »ara 1os géneros Salmonella ¥

Shigella, hebidndose afiadido vn medio mds para la detec-
cidn del acetilmetilcarbinol, y vara la prueha cel rojo
de metilo. (%) Les reacciones gue se consideraron como Ca-

racteristicas del srupo Escherichia coli son:

Dextrosa Acido y gas

Lactosa Acido

Sucrosa Acido producido variable
Indol Usvalmente producido

Gas suvlfidrico No nroducido

Ures, No desdoblada

Movilidad Variable

Citrato Usualmente no vitilizado
Rojo de lMetilo Positivo

Vogues Progkauer Negativo

(%) Se hace notar que se omitieron otras nruchas, no pPor care-
cer éstos de importancia, sino por razores de otra indole.
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mo Egcherichin coli el zruno enteropntdseno

30 congide~

identifica--

serold.;ica.
BJEMPLO DE ESTUDIO COMTLETO EN UNA MUBESTRA
Mombre del paciente................. XXX
Edad ..o 2 meses
Protoez ~riou .................................. No hay
Metrzoarios. .o Huevos de Agcsris lum-
bricoides

Signos InflanoTorios...o.... Pregentes
Otras bacueri s
Jactosa moxoative. . Proteus
Kgcherichia ccll
~3erologia

Polivalente . oo Positivo

OB dindividual.............o. 0l111:B4

Después de calentamiento.....0111:B4 (0111)

~-Bioguimica
Dextrosa. .o Acido v was
Tmetosn. Acido
Y OB e Acido
IOl Positivo
Goas sulfidrico..oi . Negativo
Urea.......c.cooccoiiiiiiici 0 legativo
Movilidad............ocooii 1 Negativo
Citrato.. ..o Negzztivo
Rojo de Metilo...............l. Positivo
Voues Proskaver... ... Negativo
RESULTADO Bgchevichia

coli del

grupo enteropatdgeno.
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V. RESULTADOS

Cuvadro

No.1

POSITIVIDAD A ESCLERICHIA COLI EITEROPATOCENA EN EL TCTAL

DE

Cuadro

Cuadzro

LAS MUEBOLTIRAS

Muestras estudiadas 151
Muestras positivas 28
Porcentaje de nositividad 21.4
Ho.2

HALLAZGO DE BSCHERICHTIA COLI ENTEROPATOGENA CON RELA--
CION A =DAD

Pacientes Pacientes
nenores de mayores de
cinco aliog cinco alios

Muestras estudiadas 76 55
Muestras positivas 21 7
Porcentaje de positividad 27.6 12.7
No.3

MUBSTRAS CON SIGNOS INFPLAMATORIOS DEL INTESTINO,
AUSENCTIA DE FROTOZCARIOS, METAZOARIOS, Y DE BACTERIAS
GRAIT INBEGATIVAS ENTERICAS DE RECONCCIDA PATOGENICIDAD

Muestras estudiadas 27
Muestras positivas a E, coli

enteropatdgena 10
Porcentaje de positividad 37
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En las pdginss siguientzs se da una tabulacidén de los
datos obienidos del examen de lag 131 muestras de heces.,

Por razones de cespacio los encavezamientos de las co-
lumnes aspercecen en abreviaturas, en algunas de ellas. Los
encabezamientos son:

dad

e

Protozoarios
Metazoarios

Escherichia coli del gruno patdgeno

Otras bacterias Gram negativas,lacvosa negativas
Signos inflamatorios
Otros datos
Aungue en el trabajo experimenval se describen formas
trdficas v quisticas de Protozoarios, en la tabulacién sd-
lo se mostrard el nombre del Protozoario. Igualmente con

5

los Metazoarios, sdlo se dard el nombre,

[€)]

Bl término " hisopo" se usa para mostrar gque la muestra
fué tomada en el laborabtoric usando uvn hisovno rectal,

Pars los sigros inflamatorios y otros se usan tres mar-
cas: (+) indicando que estavan presentes, (~) indicando que
estaben ausentes, y (?) indicando que no fué posible bus-

carlos en la muestra.

-~ 31 -



Proto- Meta- E. coli Otros
Edad zoarios zoarios  pat. Otras bact. S.I. datos
26 afios No hay No hay No hay  No hay +
6 meses No hay No hay No hay o hay +
16 meges ©No hay o hay No hay No hay +
6 meses No hay Mo hay No hay No hay +
1 afio Mo hay No hay 055:85 No hay +
44 arios No hay o hay No hay Proteus +
21 afios ? ? No hay  Pseudo- +
monas
6 meses No hay No hay 0111:B4 ©No hay +
2 meses No hay No hay 055 :B5 No hay +
14 meses No hay No hay No hay No hay +
14 atios No hay Trichu- 055:B5 No hay +
ris
9 meses No hay Ko hay 0111:B4 Paracolo- +
bactrum
21 meses No hay Ancylos—~ No hay No hay +
toma
21 meses No hay Yo hay Mo hay  No hay +
51 aifios Mo hay Ascaris, No hay No hay +
Trichu-
ris
4 afios Ko hay No hay 0111:B4 INo hay +
2 meses o hay No hay No hay  No hay +
66 afios No hay No hay No hay No hay +
14 meses No hay Ascaris, No hay  Pgeudo- +
Strongi- monas
loides

[
rd
I



Proto- Veta- E, coli Otros
ndad 70a1rios 704173108 pat. O%ras bact. S.I. dotos
18 arios No hay Ascaris No hay No hay +
52 aiios No hay Ascaris No hay Yo hay +
4 meses No nay Mo hay o hay Pgeudo-- 4+
monas
11 meses °? ? 026 :B6 No hay +
6 meses No hay No hay No hay  No hay +
18 meges No hay Ascarig  026:B6  No hay +
11 dias No hay No hay 026:B6 1o hay +
20 meses No hay No hav 011i:B4 No hay +
15 afios No hay Agceris Yo hay No hay +
9 meses No hay No hay o hay Psevdo- +
monas
44 afios No hay No hay Yo hay No hay +
49 aiflos o hay No nay No hay Lo hay +
6 meses Yo hay Ko hay o hay  No hay +
15 meses ? ? "o ha Proteus ? Hisopo
11 meges 9 ? No hay o hay ? Hisopo
S meses NO hay No hay 0127:B8 No hay +
26 ailog T1riCOw Ascaris Mo hay  No hay +
ronas
17 meses No hay No hay No hay Yo hay +
8 meses No hay Trichu- 026 :B6 Pseudo- +
rig monas
9 mezes Yo hay 0 hay No hay Pseudo- +
monas
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Proto-- Meta- E. coli Otros
Edad z0oa2110s zoarios  patb, Otras bact. S.I. datos
8 meses ? ? No hay No hay ? Hisopo
6 meses 7 ? No hay  No hay ? Higopo
1l mes No hay No hay 0111:B34 No hay +
9 meses No hay No hay No hay  Pgseudo- +
mounas
3 meses No nay Trichu- No hay  Pseudo- +
ris monas
8 meses No hay No hay No hay  Pseudo- +
monag
23 allos No hay No hay No hay  Protsus +
2 meses No hay No hay o hay Proteus +
14 meses No hay o hay No hay No hay +
15 meses No hay No hay No hay  No hay +
5 meses ? ? 0111:B4 No hay ? Higsopo
5 meszes ? ? No hay  No hay ? Hisopo
43 aios No hay No hay O111l:B4 No nay +
2 meses ? ? No hay  Proteus ? Hisopo
2% afios No hay Mo hay o hay No hay +
22 anos Tricho-- No hay Mo hay No hay +
monas
8 meses No hay No hay 055:B5 Mo hay +
15 meses No hay Yo hay Yo hay  Wo hay +
%0 aﬁos No hay No hay o hay No hay +
6 meses No hay Mo hay No hay  Protecus +



Proto- Meta- E., coli
Edad zoarios z0arios nat. Otras bact,
12 afios Ent.coli Ascaris, No hay No hay
Ancvlos--
toma
70 afios ? ? No hay  INo hay
11 atios ? ? No hay MNo hay
18 afios ? ? No hay No hay
14 meses ? ? No hay Proteus
20 afios ? ? No hay Pseuvdo-
monas
19 meses (Glardia, Ascaris No hay  Proteus
Entero-
monas
25 aflos ? ? o hay 170 hay
1 alfio Ent.coli Agcaris o hay o hay
10 meses ? ? o hay Proteus
54 afios ? ? 0127:B8 wWo hay
23 afios Mo hay Strongy- 0127:88 I7o hay
loides
20 meses Gilardia No hay No hay No hay
24 afios No hay Ancylos- No hay Proteus
toma ,
Trichu--
ris
57 aflos ? ? No hay  No hay
28 aflos 7 ? No hay  Proteus
5 meses Ent,coli No hay No hay  No hay
22 meges ? ? No hay No hay




Proto- Meta~ E. coli
Edad z0o2rios zogrios  pat, Otras bact, S.I.
38 afios ? ? Mo hay  Proteus +
2 neses No hay No hay No hay No hay -
8 meses ? ? Yo hay No hay ?
54 afios Ent.coli No hay No hay No hay ?
20 meges MNo hay No hay No hay No hay -
42 afios Giardia, 1Io hay No hay  No hay -
Tricho-
monasg
50 afios ? ? No hay Proteus ?
1 afio Tricho- No hay No hay o hay -
monasg
11 meses ZXEnt.coli No hay No hay Salmonellsg +
35 afios  Gilardia  Ascaris  0127:B8 No hay -
9 meses 7 ? No hay  Paracolo- ?
bactrum
14 meses Gilardia No hay ITo hay Proteus -
82 afiog Mo hay Ascarils No hay  Proteus +
18 aflos  No hay Agscaris, No hay ¥o hay -
Trichu-~
rig
36 afios Ent.coli MNo hay Yo hay Proteus -
18 afiog 7 ? Fo hay Proteus ?
2% afos ? ? No hay No hay ?
meses  ? ? 0127:B8 Proteus ?
20 afiog Ent.coli MNo hav 055 :B5 No hay —
35 arios o hay Ancylos-~ No hay  Proteus -
toma,




Proto- Meta~ E. coli Otros
Edad 70arios 70arios pat. Otras bvact. S.I. datos

48 aflos ? ? No hay No hay

25 alios No hay No hay No hay  No hay

19 meses Tricho-~ No hay 0111:B4 PEroteus

monas

8 meses No hay No hay No hay  Paracolo- ~
bactrum

11 meses No hay No hay No hay  No hay —-

51 afios Ent.coli No hay No hay  Salmonella -

36 afios No hay No hay No hay  Proteus -

16 meses No hay No hay No hay  No hay

10 meses No ha No ha No hay Shigella

4 Y Flexnery

60 afios  No hay No hay No hay  Proteus

9 meses No hay No hay 0127:B8 Proteus ~—

14 meses No hay No hay No hay  Proteus -

60 afios  No hay No hay No hay  Salmonella —
paratifica

20 afios No hay No hay No hay  Proteus

10 meses No hay No hay No hay Proteus —
Pseudomonas

10 meses No hay No hay No hay  Pseudomonas

9 meses No hay No hay No hay  No hay -

41 afios  No hay No hay No hay  Pseudomonas =
Paracolo-
bactrum

18 meses No hay No hay 0127:B8 Paracolo- Hisopo
bactrum
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Proto~ Meta~ E. coli Otros
Edad zoarios 70arios pat. Otras bact. S.1l. datos
28 afios  No hay No hay No hay  Proteus ?
6 meses No hay No hay No hay  Pseudomonas =
3 meses Gilardia No hay No hay No hay -
Ent.coli
55 afios  No hay No hay No hay  Salm.tifica +
Paracolo-
bactrum
10 meses ? ? 0111:B4 No hay ?
2 aflos ? ? 026:B6  No hay ?
20 afios Trichomo- Ancylos- 0127:B8 Salmonells r—
nas,ente~ toma paratifica
T omonas
3 aflos ? ? No hay No hay ?
18 meses No hay No hay No hay  Shigella +
flexnery
6 aflos ? ? No hay  No hay ?
9 aflos ? ? No hay  No hay ?
25 afios ? ? No hay No hay ?
15 afios No hay No hay No hay No hay -
4 afios No hay No hay No hay  Shigells +
sonnel
11 meses Ent,coli No hay 026:B6  Proteus -
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V. DISCUSION

Tos resultados obtenidos del estudio de las 131 muestras de he

ces sefialan un numero de casos positivos a Escherichia colil

del grupo enteropatdgeno que despierta la curiosidad de gquien-
gquiers se dedique a este tipo de trabajo.

De 131 casos estudiados 28 fueron positivos haciendo esto .
una positividad de 21.4%. Este porcentaje es alto y cabria
preguntarse si estas bacterias coliformes estdn jugando un
papel patdgeno o no. Ta resvuesta a esta pregunta constituye
material suficiente para un trabajo aparte. Habria que estar
seguro de eliminar la accidén de otros agentes patdgenos del in-
testino tales como Protozoarios, Metazoarios, otras bhacterias,
virus, y adn agentes téxicos (1). Bl estudio de virus en mues
tras patoldgicas estd todavia al alcance de pocos laboratorios.
Sinembargo, y aungue el objeto de la presente tesis eg la in-~
vestigacidn de las cepas patdgenas y no decidir su papel patd-
geno, se puede con los datos agui recopilados, hacer conclusio-
nes parciales y provisionales respecto a su patogenicidad.(Ha-
brd que tener siempre en mente que en el estudio de las mues-
tras no se incluyd investigacidn alguna de agentes virales, ni
téxicos, Tas razones se explican por si solas.)

Se pudo estudiar de las 131 muestras, 27 en las cuales se

encontrd signos inflamatorios del intestino con ausencia de

Protozoarios, lietazoarios y alguna otra bacteria entérica lac-



tosa negativa. De esbtas 27 muestras 10 fueron positivas a

Escherichia coli patdpena. E1l dato parece significativo,pues
cabria pensar que los signos de inflamacidn intestinal presen-

tes bien podrian ser causados por la Bscherichia coli. Es tam-

bién de interds hacer notar que de los 10 casos positivos, 9
correspondieron a nifios de edad comprendida entre los 11 dias
v 4 afios., Un solo caso correspondid a un adulto de 48 aflos de
edad., Se recordard que las enteritis debidas a coli enteropa~
tégeno son mucho mds frecuventes entre los nifios de corta edad,
v que los aduvltos parecen tener resistencia a las cepas.

En casi todos los casos las muestras de heces fueron en-
viadas al laboratorio. TLa excepcidn fué 8 casos en los cuales
los nifios fueron llevados por sus madres al laboratorio, donde
se les tomd vna muestrs de heces directamente del intestino
usando un nisono rectal. TLas madres de los 8 nifios dieron el

dato de diarrea profusa sufrida por sus nifios. De estos 8 ca-

sos de Tranca diarrea se aisld 2 cepas de Bscherichia coli en~

teropatdzena.

Para ser mds estricto en la evaluacidén de los datos obte-
nidos no ge tomaron en cuenta los casos de positividad a coli
cuando en compaiifa de éste se encontrd algin otro agente que

pudiera considerarse como patdgeno.
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VI. RESUMEYN Y CONCLUSIOIES

L.

Se hace un estudio del rruno Escherichia coli. Con par-

ticular interds se desgcribe las cepas capaces de produ-
cir enteritis infecciogasg, incluyendo algunas experien-

cias de investicadores gque han tratado de probar su poder

patdgeno.

! a

e examinaron 131 muegtras de heces, investigando en ellas

2

Escherichia coli 0111:B4, 055:B5, 026:B6, 0127:B8, to-

das pertenccientes al grupo de lag enteropatdgenas.
Se anotd ademds otros datos de imyortanciz que se observa-
ron en las muestras.

Se aisliaron cewas patdgenas de FEgcherichig coli en un

21.4% del total de lzs muestras examinadas. De 27 mues-—
traé gque mostrabvan signos inflamatorios del intestino,con
ausencia de otro posible agente patdgeno, se aisld 10 ce-
pas patdgenss, correspondiendo 9 de estas a niflos de menos
de 5 afiog de edad.

De las hneces de 8 nifios corn drocesos diarréicos profusos,
sc aisld 2 cepas de coli patdgeno.

Con base en los hallaszgos del presente trabajo cabe reco-

mendar que se dedique tiempo y esfuerzo a la investiga-
cidén de 1la Escherichis coli enteropatdgena como parte del

examen que se haga en lag materias fecales de pacientes
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con trastornos gastrointestineles, muy especialmente

cuando estos vnacientes sean nitios,

Con especial interds se recomienda el uso de gueros poli-
valentes gue comprendm los antigenos O y B de las cepas
mds comunmente aisladas (0111:B4, 055:85, 026:8B6, 0127:B3),
conteniendo los anticuerpos correspondientes a dichos an-~
tigenos. Con estos sueros es posible lograr identificacio-
nes presuntivas mds rdnidas de los ¢oli patdgenos, y obte-
ner en un minimo de tiempo pruebas de sensibilidad a los

antibidticos y sulfamidadoss
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