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RESUMEN 

Las cntcrobacterias se utilizan preferentemente para señalar In calidad sanituria de los 
alimentos procesados. Se encuentran en el intestino del hombre y de los animales, pero 
también se cncucntmn en otros ambientes, como el suelo, aire, ngua, nlimentos, cte. 

Muchos tratamientos y combinaciones de éstos usados en el procesamiento de los 
alimentos pueden causar daño sublctal u las bacterias. Lus tcmpcrnturns de cocción. el 
empico de conservadores. la reducción de la actividad de agua.. cte .• son factores que 
influyen en el desarrollo de los microorganismos, creando condiciones estresantes en el 
medio, inhibiendo así su crccin1icnto. 

La habilidad para enumerar bacterias en un producto alimenticio es muy importante, 
pero también es importante el aislamiento de bacterias patógenas. En un alimento 
procesado se pueden encontrar bacterias que han sido dai'iadas al ser sometidas a las 
condiciones estresantes del procesamiento .. pero pueden ser recuperadas con In ayuda de 
medios enriquecidos y selectivos para su aislamiento. 

Los microorganismos dai'iados subletalmcntc contienen características de crecimiento 
alterado. por lo que la recuperación del microorganismo depende de la naturaleza del 
tratamiento sublctat la especie microbiana. el 1nedio selectivo usado.. la composición 
química y condiciones de incubación del medio. 

Algunas cntcrobacterins son microorganismos patógenos y se han asociado con 
cnformedadcs diarreica'"> severas en todo el mundo. 

En este trabajo se realizó la rccuperacaon de microorganismos alterados. 
cspccíficumente cntcrobacterias. de alimentos procesados. como guisados. obtenidos de una 
estancia infontil de gobierno. Dichos alimentos fueron elaborados en Ja cocina de In 
misma estancia infontil y se tomaron muestras de cada uno. se sembraron en caldo Bl-11 
para reactivar a los micrn<"lrganismos con la finalidad de obtener la toxina producida por los 
mismos. 

Se n:alizan1n pruchas inmumilú~ica~ cnm1' la té-cni1..·a de- FLJ~A r!lra cnmprohar la 
presencio de toxina LT (Termolübil) libcmda de las cntcrobactcrias aisladas y las cepas que 
rt.!sultaron positivas a dicha técnica se identificaron hioquimicamcnte. 

Las pruebas de identificación bioquímica dieron como resultado que las cepas 
positivas a ELISA fueron: Enterohac:tL•r. Pro1,•11s y 5:l.!rrutit.J. en guisados elaborados a base 
de carne y de verdura. 
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00.IETIVO GENERAL 

Detectar si las Entcrobactcrins recuperadas de alimentos proccsndos son capaces de 
producir toxina 1..;r (tcm1oltibil) paru comprobar que pueden llegar a reparar el cJailo sufrido 
durante el procesamiento. 

00.IETIVOS PARTICULARES 

1. Aislar las cnterobacterias a panir de alimentos procesados ténnicnmcntc para 
obtener cepas puras. 

2. Rcalii"..nr la prueba de ELISA para comproh:.tr la presencia de toxina L T en las 
cnterobactcrias aisladas. 

3. Identificar bioquímicamcntc a las hactcrias cuya prueba de ELISA rcsuhr:n 
positivas a h.t toxinn para determinar el género ni que pcncncccn~ 
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.JUSTIFICACIÓN 

Algunos de los microorganismos pertenecientes a la familia de las Entcrobactcriaccnc 
son patógenas en su mayoría debido a la producción de toxina L T (tcnnohíbil). que produce 
diarrea en humanos parecida a lit producida por la toxina de Vibrio cho/crac. 

Los métodos inmunológicos para su detección son variados y algunos son n1uy 
costosos: la técnica inmunocnzimática ELISA resulta ser una opción. no solo por su bajo 
costo. sino por su amplia versatilidad, su fácil manejo, el uso de pocos reactivos y no 
requiere personal espccializ.ado, además de una alta sensibilidad y relativa rapidez de 
respuesta. 

Las cntcrobactcrias presentan cierta resistencia a las condiciones hostiles de los 
trauimientos térmicos al que son sometidos los alimentos, por lo que permanecen en estndo 
latente en Jos mismos y no causan daño a In salud. si son consumidos. Con los tratamientos 
ejercidos a los alimentos. las bacterias pueden sufrir lesiones que inhiben su crecimiento. 
pero si se presentan condiciones óptimas. pueden restaurar el daño ocasionado a nivel 
celular y comen;r..ar a desarrollarse nuevamente hasta producir toxina9 en el caso de tratar.se 
de una bacteria toxigénicu. 

Debido al riesgo de toxicidad causudo por la presencia de microorganismos 
lesionados en Jos alirnentos. se desarrolló este trabajo. el cual estil enfocado a la 
recuperación de las cntcrobactcrias cstrcsadas de alirncntOs procesados y dctcnninnr si son 
productores de toxina L T por medio de la técnicu de ELISA. :tdcmñs de su idcntificnción 
hioquímica. 
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CAl'ITlJl.O l. INTHOl>IJCCIÓN 

1.1. ANTECEDENTES 

Los microorgunbtnos son organismos vivos microscl\picos. los cuales han sido 
identificados y clasificados en familias. géneros y especies. Algunos son dnñinos al 
hombre (patógenos) y otros no (no patógenos). 

Mucho se ha aprendido acerca de los requerimientos nutricios de las bacterias y otros 
microorganismos y. con pocas excepciones. en la actualidad se pueden cultivar en medios 
nnificialcs. fucn.1 de su hábitat nonnal. la mnyoria de los gérmenes pntógcnos.1 

Como lo mencionan Nataro y Kapcr. en su articulo al aislar e idcntilicur n la 
Escherichia coli diarrcagénica •• ... Las hcrramicntus de cultivo para n1uchas categorías de E. 
coli diarrcagénicu pueden ser utitizudas en i.:asos de diarreas hactcrimms. especialmcntl! en 
viajeros y niños .. así como en situaciones de hrotes .. :· 1q 

Mnríu del Rosarh.-, Pascual ( 1992) indica las principales caroctcristicus de lus 
Enterobucterius: ·· ... Aptitud para desarrollarse entre 43.5 y 45.5 ºC: capacidad pur..t crecer 
en presencia de sales biliares y facultad paru producir indol en agua de pcptona .. :· 1 ... 

Unn definición práctica de un medio de cultivo conveniente es: aquél que contenga 
los elementos nutricios esenciales en concentración adecuada~ la necesaria cantidad de sal y 
el adecuado volumen de agua .. se encuentre exento de sustancias inhibidoras del organismo 
que se va a cultivar .. tcngn la consistencia deseada .. la reacción (pi 1) conveniente para el 
metabolismo del cultivo .. y sea estéril. También habrá que hacer frente u otros requisitos 
que surgen de las relaciones de tcmpcr..itura y oxigeno del cultivo y de la incapacidad de 
síntesis de nutrientes de algunos g¿rmcnes patógenos. 1 

En la preparación de los medios de cultivo es fundamental el empleo de material de 
vidrio y equipos limpios. exentos de sustancias detergentes. Es imponnnte el pesado exacto 
del cultivo y agregar el volumen adecuado de agun. prelCrcntcmente en dos panes. Se 
agrega primero ~1proximadamcntc la n1itad del volum.:n necesario de agua para dh.olver los 
ingredientes y el resto se añade después. Si el medio contiene agur es necesario el calor 
para disolverlo .. llll se recomienda calentar s<ihrc Ja llamu. aunque a menudo se procede así. 
Es necesario disolver los ingredientes antes de lu cstcrili?...ación para ohtcner un producto 
constante Y hon1ocenco.1 

Los ;ncdios -pueden ser líquidos (caldo~ 1 o ,t'Jlidos (con ¡agarl. r'\ veci::-. :-.c n.·l}ui..:re de 
~•na cnnsi-.tc__·1h_.i:1 'l."H'i-..:ú!id::_ 1..'n c11Yn c:1 ... ..., ._. ..... ,...,l...•:1 t111:1 ..,ai:? ~-r>nl.·entracibP de acar. 
rarnbién los nH:dios de cultivo pu~dcn ~cr :-.1nh:ti~os en los quc ~e 1..:onocc11 h.lJ,1~ .su:-. 
ingredientes .. u nn ~intético~. en los que ~e dc:-.cnnoce la exacta composición quimica. 1 
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1.2. CLASIFICACION l>E L,,s ENTlclU)llACTEHIAS 

Tuhln 1.2.1. Clnsificución de lns Entcrohuctcriuccac1 

Fdward~ y Ewing/CDC 

Familia: Entcrobuctcriu;;¡.~,--;- - - - -
Tribu: E."cherichicuc 

Género 1: E.'fchL•richiu 
Especie: E. coli 

Género 11: Slrigl!llu 
Especies: S. dy.,· .. •n/1•riat..• 

s .. fle.t:nt.•ri 
S.f.oyJii 
.~.son11 .. •i 

Tribu JI: &lwurd.'ri1.-·ll .. ·u._· 
Género : Edwurdsic//u 

Especie: E. tarda 
Tribu 111: Sa/numi..•llc.·u .. • 

Género 1: Sulmm1cllu 
Especies: S. clrolcru1.•-.\uü· 

S.typhi 
S. cntcrilidis 

Género 11: Ari=ona 
Especies: A. hin.thuwii 

GCncro 111: Citrobuctcr 
Especies: C.frcundii 

C. dil'crsu ... 
C. amalona1ic11\· 

Tribu IV: Klcbsidlcut.• 
Género 1: K/cbsit.'llu 

Especies: K. rncunwuiuc 
K. O.T)'IO<C"U 

K. u=acnuc 
K. rhino.'>clt.•rotr1uti.\ 

GCncro 11: E111cruhuctc:r 
Especies: E. C'luucu1.-• 

E. Ut.,'TO)!L'tll".\ 

E. ugglun1t.'1"uu ... 
E. suA.u:al..ii 
E. ;.:1..·r;.:owv<' 

Género 111: llufniu 
Especie: //. Alwi 

Género IV: .Wrrutiu 
Espt...-cif...-s: S. murct.•sct.•n., 

S. liqllt.'_/Uc•ic•n\ 
S. ruhidL'U 

l"UE:>:TI: ti) 

S. plym11thico 
S. odori{L•r<-1 
s .. ¡¡1ntic.o/a 

Familia: Enterohacteriaccae 
Tribu V: Prott!CUC 

Género 1: Proteus 
Especies: P. \•11/¡.:aris 

P. miruhilis 
Género 11: Pru\•idcnciu 

Especies: P. stuartU 
r. alca/ifaciens 
r. rc11gcri 

Género 111: Aforganclla 
E.~pccic: Al. mur¡.:unii 

Tribu VI: Yer.dnieuc 
Género 1: Yer.dnia 

Esrecics: Y. entc!rocoliticu 
>: p.'íeudotuberculosis 
Y. pestis 
Y. untermedia 
Y.frederilcs~nii 
)~ ruc4cri 

Tribu VII: Erwinieue (patógena de los 
vegetales) 

Género 1: Envinia 
Género 11: Pectobacterium 
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La anterior e~ una clasificacil~n de las bacterias pertenecientes u la fomilh1 de 'ª" 
E11ti:ruhucteriuceue .. lu cual utiliza un enfoque politüsico de h.1 taxonomía. Se ugrupun lns 
111ie111bros de la furniliu en géneros. especies y biotipos sohrc la hase de sus sc1ncjanzas 
morfológicas. bioquímicas y gcnéticas. 1 

Tabla 1.2.2. Clasificación de bacterias fermentadoras y no rcrmcntadoras de luctosa 

FERMENTADORAS DE LACTOSA 

• Cltrobucler 

• Entcrobactcr 

• E.\·chcrichiu 

• Klcb.vicllt1 

• Serrutiu 

• Ari=o11u 

FUIThrrl.:. (1) 

NO FERMENTADORAS DE LACTOSA 

• Edwudr ... ·iellc.1 
• Ent'inia 

Hafnia 
• ¡\,for>:unc/la 

Pru/eu ... -
• Pro\•idcn,:ia 

Sulmonel/u 
Shigella 

• Yersiniu 

J..3. DESCRIPCION DF. LAS ENTEROHACTERIAS COMO GRUPO 

Los miembros de In tbrnilia E111crohuctt..•riuct.•m! son génncnes de fonna bacilar. 
gramnegntivos. aerobios y anaerobios facultativos. no esporulados. móviles e inmóvil!.!~. 

fcnnentun carbohidrJtos y algunas veces producen gas. reducen los nitratos a nitritos. son 
citocromo oxidasa ncgutivos. y crecen en medios que contienen sales biliares. ulgunos 
fcnnentan Ja lnctosa. 1 

La..,. especies rnúvih:s poseen flagelos peritricos. que los di fercnciun de otros que tiene 
nagclos polares. algunos poseen fimbrias o pilis. pero éstos no son órganos de locomoción. 
l\.1uchos son panisit<1s. ntn1s son saprólitos. producen infocciones entéricas y septicémicas. 
Crecen en agaf" tripticusa de ~uyu. agur nutritivo o ugar C\.lll infusión de carne. las colonia~ 
pueden vnriur de tamai"\o. según el género. pero generalmente son blanco grisáceas. 
traslúcidas y ligcr..1mente convexas. Algunas colonias son grandes y mucoidcs. Se 
encuentran en los intestim1s del hombre y otro~ aninmles. en el sucio y en los vegetales.¡ 

En las infecciones intestinales. las cmcrobactcrias pueden ser aisladas del torrcntc 
sanguíneo .. contenido intestinal (bilis o heces). en ocasiones de la orina y en cienos casos de 
las biopsias de méduh1 úsca. Cuando se encuentran en d contenido intestinal. las 
cntcrobacterius son pune de unu llora hacteriana n1ezclada. ) los aislamientos se rcali:1..un a 
panir de medios de enriquccin1icnto y sch:ctivos. de los cuales se pueden obtener cultivos 
puros mediante la siembra en rn..:dio no inhihitorios. 1 
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Corno se ha observado. la fiuniliu de las E111cruhe1,·rf!ria.._•,•e1f! csti'l compu!.!!'.ta pnr un 
número grande y diverso di: microorganismos. a continuación se describe cada uno di: los 
géneros y/o especies de bacti:rias pertenecientes a esta fümilh1: 

1.3.1. &·cl1erichia c:o/i: 

Habita en el intestino del hombre y de los animales de sangre caliente. es eliminada 
por heces de dondi: se puede producir Ja contaminación de los alimentos. usando como 
vchlculo el agua y el aire. 

Es un bacilo gmmncgativo .. fenncnta nípidamentc la lactosa, con producción de ácido 
y gas, aunque hay algunas cepas no fermentadoras de lactosa o lo hacen lentamente. Se 
presentan tanto fonnas móviles como inmóviles. 1 Es catnlasa positivo. oxidasa negativo. 
fcnncntador,. no esporógeno. es mcsófilo tlpico que crece a temperaturas desde 7-10 ºC. 
con una temperatura óptima en tomo a 37 ºC. aunque ha habido referencias de algunas 
cepas de ETEC que crecieron u temperaturas tan bajas como los 4 ºC; no presenta 
tcnnoresistencia elevada .. con un valor D a 60 ºC del orden de O. l de minuto y es capaz di: 
resistir el almaccnnmicnto en refrigeración o en congelación durante tiempos prolongados. 
Un pH casi neutro es óptimo pura su crecimiento aunque puede crecer a pH interior n 4.4. 
su aw mínima de crccinticnto es de 0.95.6 Para su aislamiento se recomiendan medios con 
menos inhibidorcs como el agar de McConkey y agar de Eosina y azul de mctileno 
(EAM).6 

E. coli es un habitante casi universal del intestino de las personas y de los animales de 
sangre caliente donde es el anaerobio facultativo predominante (ver Fig. 1.2.1.) aunque sólo 
es un componente secundario de su micronora total. Su presencia corriente en las heces .. su 
facilidad de cultivo. su carácter generalmente patógeno y las carncteristicas de su 
supervivencia en el agua dclcnninuron que E. ''o/i fuese adoptado como indicador de 
contaminación fecal y de la posible presencia de patógenos entéricos. por ejemplo de S. 
typhi. en el agua.6 Las cepas productoras de diarrea fueron clasificadas en varios tipos 
basados en sus propiedades de virulencia: 

1. E. coli Entcropatogénicn ( EPEC) 

3. 

./. 

5. 

6. 

7. 

8. 

E. ,·u/i Entcrohcmorrágica (El IEC) 

E.'"~¡¡ Enteroagrcgativa (EAggEC) 

E. coli Uropatogénicu (lJPEC) 

E. ,·u/i Neonatal n1i:ningilis (NMEC) 

E. co/i Enterotoxigénicu (FTEC) 

E. ,•oli Entcroinvasor (EIEC) 

E. co/i Difusamente adherente (DAEC) 
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Sin cmhurgo. dcs<lc 198:::? el scrotipt1 0157:1-17 de/':.·. coli ha si<lll idcntificudo como ht 
caus:.1 <le algunos brotes <le colitis hcmorrüg.ica y dd síndrome un.!111ico hl.!'molítico.n 

t.3.2.. Sa/monella: 

Fig. 1.:::?.I. 

E.•;chcrichia co/i 
HJt:N"T"Ji ($0) 

Son bucilos (tipicnmentc de 0.5 µm por 1-3µm) 6 gramncgativos .. no esporulados, 
tCnnentan la glucosa casi siempre con forn1ación de gas. pero no la lactosa ni la sacarosa .. 
generalmente son móviles,. aunque se encuentran algunas formas inmóvilcs.1 Son 
anaerobios facultativos, catalasa positivos .. oxidasa negativos y tienen flagelos pcrítricos.6 

Son capacc...~ de crecer en un an1plio margen de temperaturas. pl-1 y actividad de agua.. 
crecen bien a temperatura ambiente. pero la óptima es de unos 37 ºC: pi 1 entre 4.1 -9.0., 
pero se desarrollan mejor en alimentos poco ácidos: lu :.1ctividmJ d1..~ ugun mínimu es 
aproximadamente 0.93 a 0.95.4 Las salmondas son tcrmosensiblc!'> y son destruidas 
fácilmente con In pusteuriznción (ver Fig. 1.2.2.) S .. •u:flc!llhc!r~ 775\\. es el scrotipo más 
tennorrcsistentc a valores de a..., elevados y en la leche tiene un D 7 :: d1..• 0.09 minutos (D1:? 
de S. 1yphi11111riu111 de 0.003 n1inutos). Se hu comprobado que la tcnn1..1rn.:sistenda aumt:nta 
por el choque ténnico subletal a 48 ºC durante 30 minutos y tambiCn puede aumentar 
notablemente en medios dt: a..., huja .. S. 1yplrim11riun1. por ejemplo tiene un D 7:: de 1 1.3 -
17.5 horas en la s:.ilsa de chocolate. 

Las células llegan a sobrevivir pcrtCctmncnte en ICls alimentos dc-s1..•ca<lns. aumcntundn 
el índice de supervivencia a medida que se reduce la a..., El pi 1 mínimo de crecimiento 
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varía con el aciduluntt!' desde 5.4 si se tr..ita de ácido acétko hasta 4.05 si el acidulanlc e!'> el 
~icido clorhídrico o el ácido cítrico. El crecimiento élptirnu tiene lugar a un pi 1 ccn:uno u 7.1o 

Las snln1011dus son huéspedes habituales del tracto intcstinul de animales. como 
gallinas y otras aves de corral. además de cerdos. cte. Son tmnsmitidns por una gran 
variedad de animales salvajes. roedores. animales de cornpar1ía. aves. reptiles e insectos. 
habitualmente sin presentar ninguna enfermedad manifiesta. Pu.:<lcn ser dise1ninadus por 
medio de Jus heces al sucio. ni agua. a los alimentos y piensos y desde estos medios u otros 
animales (incluidas las personas). 6 

La salmonelosis se define como una infección zoonósica puesto que la fuente 
principal de la enfcnncdad humana In constituyen los animales infectados. La transn1isión 
tiene lugar por vía fccal~oral por medio de la cual el contenido intestinal de un unin1al 
inf'cctado es ingerido con un alimento o con el agua.ti 

La carne._ la leche. las aves de corral y los huevos son los vehículos principales. 
pueden estar insuficientemente cocidos. permitiendo que las salmonelns sobrevivan. o 
pueden contaminar de modo cruzado otros alimentos <-1UC son consumidos sin cocción 
posterior. Sulmonellu es incapaz de crecer en la leche desecada pero es capaz de 
sobrevivir y reanudar el crecimiento cuando se reconstituye la leche. El pescado y los 
productos derivados del mismo. sólo están relacionados con la salmonclosis 
.accidentalmente. aunque la harina de pescado que se utiliza en la fabricación de piensos 
para los animales con frecuencia contiene Sulmoncllu como consecuencia de su 
contaminación por roedores y aves. El marisco que se alimenta por filtración y que es 
capturado en aguas contaminadas y los camarones prccocidos congelados. han sido 
identificados como Jos productos de mayor riesgo. Las hortalizas han sido relacionadas con 
hrotes accidentales de fiebre tifoidea y de salmonclosis. 

La diseminación de una persona a otras por medio de la vía fecal-orJI también es 
posible pero habitualmente se halla limitada a los brotes institucionales tal como sucede en 
los hospitales .. en las residencias para personas ancianas y en las guarderías infantiles.6 

Fig. 1.2.2. 

,\.'ub11011el!t1 .\pf>. 
l'IJIOSTL1~01 
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J .3.3. .-i ri:.01u1: 

Son bastoncillos gramncgativos .. cortos y móviles .. que mucstrnn una cstn:cha relación 
con las Sa/monc//u.\·. Puede fcnncntar Ja lactosa con fonnación de ócido y gus en 24 horus. 
pero la n1uyoría de las cepas fcnncntan los hidratos de carbono después Ji: 7 a 1 O días. 
producen sulfuro de hidrógeno en agur l-ITA9 fermentan In luctosu aunque muy lt!ntamcntc.1 

1.3.4. Cltrobacter: 

Son bastoncillos móviles .. grnrnncgativos que fcnncnt.an la lactosa .. no son verdaderos 
gém1cncs patógenos y se h:s considera oportunistas. Algunas cepas son productoras de gas 
al fermentar In glucosa y otras no fcnncntan In glucosa. otras fcnncntan la luctosa aunque lo 
hacen de forma lcntn. 1 Son cntalasa (+); oxidasa (-). son productoras de gas. citrato (+) y 
KCN (+)., 

1.3.S. Shigella: 

Todos los miembros de este género son inmóviles._ no producen sulfuro de hidrógeno 
y. con pocas excepciones. son anncrobios19 son asporógcnos. gramncgativos. catalasn 
positivos (con excepción del bacilo de Shiga. Sh. dy.-.entcriue scrotipo 1 ). oxidasa negativos 
y anaerobios facultativos. Producen ácido pero habitualmente no producen gns de la 
glucosa y. con excepción de alguna.~ cepas de Sh .. "ionnei. son incapaces de fermentar In 
lactosa. característica que comparten con Ja mayoría de las salmonelas. Son consideradas 
organismos un tanto lábiles que no sobreviven ndccuadamcnte fuera de su hábitat natural 
que es el intestino de las pcrsonns y de lo~ demás primates.ó Las colonias son generalmente 
más pequeñas que las de salmonclas. pero a veces pueden hallarse variantes mucoidc~., 
Son organismos n1csófilos típicos cuyu temperatura de crecimiento varía entre 10-45 ºC. su 
h:mpernturn óptitna es de 37 '"'C. su tcnnn!-.cnsihilidad es cLJuiparahlc ~1 ta de los dcmá~ 
representantes de h1 familia. Crcci:n mejor dentro de la cscaln de pi 1 de 6-8 y no 
sobn:vivcn adecuadamente a valore~ .Je pi 1 inferiores u 4.5. R..:sist..: conccntrucionc!'> 
salinas del 5 ó 6 % ves relativamente tcrmoscnsihle.4 

EstU irn..:grad; por cualro cspccic~: Sh dy.•;..:ntt.:riat.•, .'··•h. _lkxn"·ri, .\·'1. hoydii y Sh. 
.\·onm!i. todas las cuales son consideradas pattigcm.1s parJ el hornhre si hicn sc diferencian en 
cuanto a lu gravedad de la cnfonncdud que causan cada una de cllu~. Sh. ,~,·sc11tctriw .. • causa 
disenteria hacilar grave: Sh .\0111u.•i e~ nuís común y causa la enfermedad móis benigna; Sh. 
hoydii y Sh..flc:nu.•ri son de gravcdaJ intcrm'-'dia. 

Se ha cnc<.,ntr..1do que Shigella tiene un parentesco con Esclt1.•ric:hia. los estudios sobre 
el parentesco del DNA han demostrado que pertenecen al rnisnto géncn.·,. sin c111hargo a lus 
dos se les ha n1nntcnido separadas porLJUC a diferencia dc E.,·ch'--•richia. la mayoría de las 
cepas de Slti}!t.!llu son pmógenas. Las Shi].!1.•J/us se diseminan principalmente de una 
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persona n otro por la vía fccal-on1l aunque se hun rcgistrndo hrotcs 1rans1nitidos por 
alimentos. En los casos trJnsn1itiJns por alimentos. la procc:dcnciu <ld urganisrnu 
nonnalmcnte es de una persona portndora que interviene en la prcpan1ci(111 dc uliml!nlos. 
también se puede transmitir a partir de las heces por medio de las moscas.0 

1.3.6. Edwardsiella: 

Los miembros de este género son móviles y su esquema bioquímico se adapta al de lu 
familia E11tcrobactcriaceac. 1 

Estos microorganismos fueron aislados de diferentes fuentes humnnas. incluyendo 
casos de diarre~ de las heces normales. sangre. heridas .. abscesos viscerales y la orina. 
también de animales de sangre fría y caliente .. , Son bacilos gramncgutivns. aerobios y 
anaerobios fücultativos. catalnsa (+). oxidasn (-). otacnn a Jo glucosa fermentativamente; 
producen gns. fbnnan H::?.S en el TSl.2 

1.3. 7. Klebs/l!//a: 

Son bastoncillos gromncgativos cortos. in1n6vilcs.. cncnpsulados. algunas cepas 
fcm1cntan la glucosa con producción de gas. generalmente fermentan In lactosa., son 
aerobios y anaerobios facultativos catalnsa (+). oxidasa (-)son KCN y VP (+).aun que hay 
cxccpciom:s. no dcscarboxiln la omitina generalmente hidroliza Ja urca.2 

1.3.8. Enterobactcr: 

Estas especies se encuentran en el sucio. en el agua. los producto.!' lácteos y en el 
inte!>tino de los animales .. inclusive en el hombre. Son considcr.1das oportunistas. 

1.3.9. Serralia: 

Son bastoncillos gr.i.nmeg.ativus móviles. únicamente un pequeño porcentaje de las 
cepas son cromogénicas. Se encuentran sobre todo en el agua y en el sucio. Tudas las 
scrr.i.tias son muy resistentes a las ccfhlosporinas y polimixinas. 1 

Algunas cepas fcrmemun la glucosa con fonnucic..ln de gus. ~lSÍ con1n tumbién algunas 
fcm1cntun la lactosa.. Muchas especies producen un pigmento rosáceo o magenta y dan 
lugar a coloraciones roji:t..as en lu superficie de los alimcntos . .s 
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1.3.1 O. Prote11s: 

Son bastoncillos móviles gramnegativos, que muestran cieno plcomortismo, son 
nctivamente móviles n 25 ºC. pero a menudo, débilmente móviles a 35 ºC. Son lactosa 
ncgativa .. 1 

1.3.11 .. Providencia: 

Son bastoncillos gramncgativos móviles, lactosa negativos y crecen bien en la 
mayoría de los medios de aislamiento entérico. son sulfuro de hidrógeno negativos y 
pueden o no producir gas en In glucosa. 

Cuando fcnncntnn la sacarosa. In reacción es por lo general retardada y. por eso. la 
fcnncntación de este hidrato de carbono no se apreciará en 48 horas en cultivo inclinndo de 
HTA. Se pensó que estas especies causan diarreas, pero eso no se encuentra bien 
cstnblccido.1 

1..3.12. Morgane/la: 

Constituido por una única especie. Aforgunellu morgunii. es capaz de descarboxilar la 
omitina., no utiliza el citrato., es sulfuro de hidrógeno negativa., no Jicún la gelatina .. es D
manosn positiva. De las cepas típicas .. en cuanto a sus cnracterística bioquímicas,. se han 
identificado otros dos biogrupos. Uno de ellos es el omitina descarboxilasa-positivo y el 
otro., el lisina dcscarboxilasa-negativo. 1 

1.3.13. Yer~·iniu.: 

Yer ... ·iniu entero,·olitü·u es una de las tres especies del gCncro l"er ... ·i11iu identificadas 
como patógenas para el hombre: Yer ... ·iniu cnrerocoliticu caus.;.l principalm~ntc una 
gastroenteritis. mientras qw: }". psc11do111h,.>rc11/usi.s está rclaciunad.;.1 principalmente con la 
adenitis mesentérica. Y. pc:slis es responsable de Ja peste bubónica." 

Es un cocobacilo asporógcno. cono (O.S-1.0 por 1-2 µm). gran1ncgativo. anaerobio 
facultativo .. que n veces exhibe color..tción bipolar .. catalasa positivo. y oxidasa n.:gativo.t
Sc puede encontrar en el sucio. Su temperatura óptima de crecimiento es de entre .::!5 y 30 
ºC •1 aunque es capaz de crecer en una amplia gama de temperJturus. desde -1 ºC hastu •40 
ºC.6 algunas son móviles por medio de flagelos pcritricos a 25 ºC. generalmente tCnncntan 
Ja glucosa .. pero no la lactosa., Poseen varias características fenotípicas dependientes de la 
tcmpcratur~. Al igual que otros psicrótrofos9 es capaz de crecer a temperaturas bajas. 
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uunquc lo hace lentamente y se ha comprobado que a 3 ºC tarda 4 días para aumt!'ntar en 2 
ciclos logarítmicos en los mr:dios de caldo.#, 

Es tcnnosensiblc pero con considerable variación e.Je unas especies a otras; los valores 
de D dctenninados en leche entera a 62.8 ºC han variado desde 0.7 hasta 57.6 segundos.6 

El crecimiento óptimo tiene lugar a un pH de 7-8 con un mínimo (en caldo a 25 ºC) 
que varia entre 5.1 y 4.1 dependiendo del acidulantc utili:t.ado. A medida que disminuye la 
temperatura. en igual medida au1ncntn el pi l mínimo de crecimiento. Su crecimiento es 
posible en los medios de caldo que contienen un 5~~ de sal. pero no en los que contiene 7°/o, 
a 3 ºC o a 25 ºC.6 

1: enlt!roco/ítiL·u se puede aislar del sucio. el ay.un dulce y el tracto intestinal de 
muchos animales. también de leche y los productos lácteos. las carnes, especialmente la de 
cerdo, las canales de las aves de corral. el pescado y el marisco, las frutas y las honalizus. 
Se admite que Jos cerdos son ponadorcs crónicos de los scrotipos de Y. enternc:olitic:a más 
comúnmente implicados en tas infecciones humanas (03 .. 05. 27 .. 08 y 09). El organismo 
puede ser aislado con mucha frecuencia en la lengua. en las tonsilas, en el intestino .. y en el 
ciego de animales aparentemente sanos.6 

Con frecuencia >: enteroc:olitica es resistente a las penicilinas y las ccfntosporinns. 
Los aminoglucósidos. cloranfenicol y tctraciclinn son las drogas más activus contra este 
microorgnnismo.4 

1..3.14. Erwinia: 

Estos microorganismos eran considerados como patógenos de los vegetales. son 
miembros de la familia Entcrobucteriaceuc. es por eso que se incluyen aquí. por el 
momento no hay mucho que agregar, puesto que todavfa existe ciena confusión con 
respecto a la ta.xonomia de estas bactcrias. 1 

A continuación. a manera de resumen .. en la tabla 1.3.1 se muestran las características 
generales de las Enterobncterias .. donde se puede apreciar algunas similitudes en cuanto a 
sus aspectos bioquímicos para su identificación: 
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Tuhh• 1.3.1. Cur11clcristicU1s J!cncrales de las Enlcrobuctcrias 

Ari:onu + -t + 
C .. i1rohact1..•r + + 
Edu•ard.\·ie/lu + + 
Jú11crohuc1,•r + + 
E. <.:oli + + 
Erwi11iu _J 1 + + 
K/,•h.•oüdl" + -----, + + 
~\-forQan,•llu + 1 + +/-
Protcus + 1 + + 
Pruvldenda + 1 + + +/-
Sultnonel/u + + 
Shi •el/u + 
Serrutiu + + + + 
rersi11ia + + + 
llJU'Hl: tl'MOl'IJ\) 

Los miembros de la familia E111erohuctcriaccuc presentan un mosaico de antígenos. 
que pueden incluirse en tres categorías principales: 

Los antígenos K (del alemán Kapscl). o caps11/urcs. son los que envuelven a la célula. 
Con cicnus excepciones son termolúbilcs. En el género Klehsiel/u la subdivisión en tipos 
capsulares se basa. en los antigenos K. Estos antígenos K enmascaran a los antígenos 
somáticos tcnnocstables de la célula y hacen que las células vivas resulten inaglutinablcs 
con antisueros O. Algunos ejemplos son el antígeno Vi de la S. !)phi y el antfgcno B que se 
encuentra en ciertos tipos de E. co/i. 

Los antígenos O (del alemán Ohnc l lauch. no diseminados) o somáticos, que son 
tcnnocstahles. están locali7..ados sobre todo el cuerpo celular. Químicamente son de 
naturaleza polisacñrida. El complejo de antígenos O dctennina el subgrupo somático al que 
pcnenccc el microorganismo. en los géneros Sulmonellu. Ari::onu. Citrobactcr. 
Esclwrichiu. Provid'-•nciu. Scrratiu y otros. 

Los antígenos JI (del alemán Hauh. diseminados) son los antígenos flagelares. Se 
hallan localizados en lns nagclos. son de naturalc7...a proteica y tcnnolábilcs. Los scrotipos. 
Jcntro de los grupos somáticos de Sulmu1u!//u y otros géneros de E11tc!robuctcriuccut.• son 
Jctcrminado!o> por los antígenos H. 1 
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t.~. FACTORES DE VIRULENCIA l>E L .... s ENTEROHACTERIAS 
PRODUCTORAS DE LT 

Un paso inicial en las infecciones bacterianas es la udhesión de la bacteria n las 
células del hospedero. Ln adhesión se lleva a cabo por medio de proteínas llamadas 
adhcsinas localizadas en las fimbrias de las bacterias. Dicha adhesión también induce 
aglutinación de las células sanguíneas rojas del hospedero (RBC). las proteinas de 
reconocimiento se llaman también hcmaglutininas. Dichas hcmaglutininas son asociadas 
con estructuras extracclulares las cuales pueden tener diferentes apariencias. algunas son 
grucsns y rígidas. otras son mucho más delgadas. flexibles y curvas. 

Un tercer grupo de estructur-Js adhesivas cxtracclularcs solo pueden ser visualizadas 
después de la estabilización con anticuerpos específicos y tiene una apariencia como de 
cápsula. Estas estructuras. que se csquemati7.an mas adelante son llamadas fimbria (rígida, 
5-7 nm de diámetro). fimbrilae (flexible. 2-3 nm de diámetro) y no fimbrial (estructuro fina 
no demostrable) (ver Fig. 1.4.1.). 

Con solo unas pocas excepciones. las adhesinas reconocen e interactúan con 
carbohidratos complejos en la superficie de las células del hospcdcro.1" 

Fimbrial 
(5-7 nm) 

Fig. 1.4.1. 

Fibrilar 
(2-3 nm) 

No fibrilar 
(?) 

Adhcsinas. Representación csqucrnatu:u de lu 
apariencia morfológica de las adhesinas de E. coli. 

1 t•l:N"n· 11-.1 

1.5. PRODUCCIÓN DE TOXINAS 

Las infecciones del tracto intestinal en el hombre son debidas en su n1ayoria por la 
producción de toxina tennolábil o L T de las bacterias ingeridas en algún alimento 
contaminado. esta toxina es muy parecida a la toxina producida por el microorganismo 
llamado Vihrio cholerue. tanto en su estructura quirnica. como en su thrma de ucción. 

TESIS CON 
FALL.A DE ORIGEN 



16 

1.us células bactc:rinnus representan el 25-30'% de las heces. llegundo a contener 1010 a 
1011 ufcg- 1

• mientras que el resto está fonnado por componentes indigestibles del nlimento. 
células epiteliales desprendidas del intestino. minerales y bilis.b 

Las bacterias de la familia Enterohactcriaccue comúnmente se encuentran presentes a 
ruzón de 1 o" g· 1 aproximadamente. Unu flora intestinal nonnal confiere cierta protección 
frente u la infección. pero mediante terapia antibiótica se puede alterar el equilibrio de la 
llora. ocasionando la colonización del intestino y la liberación de la toxina.6 

DIARREA: Es la evacuación desmesurada de heces excesivamente líquidas. 
Cualquier proceso que perjudique gravemente la capacidad del intestino para absorber la 
mayor pune de los 8-l O t líquidos que recibe cada díu~ producirá esta enfenncdnd. Con 
frecuencia en este proceso intervienen toxinas: 

Las toxinas de origen bacteriano se clasifican en dos grupos. en cndotoxinas y 
c.xotoxinas. 

Exotoxlna.tt: Termino usado para definir las toxinas que son liberadas 
cxtrncclularmcntc por el organismo vivo. Son las toxinas biológicas más potentes 
conocidas.6 Son producidas producida.o; fundamentalmente por bacterias grampositivas. 
aunque algunas gramnegativas también son capaces de elaborarlas. Estas toxinas son .. en 
general de naturaleza proteica y tennolábilcs. Dado que son proteicas muchas pueden ser 
innctivadns o destruidas por enzimas protcoUticas.s~ Las cxotoxinas incluyen : 

• Enturotuxinus: Actúan sobre Ja mucosa intestinal generalmente causando diarrea 
• Citotoxinu...-: Destruyen las células hospedadoras 
• l\'curotoxina ... : Obstaculizan la transmisión nerviosa nonnal 

E11dotoxina.'i: Son lipopolisacáridos (LPS) pirógenos (productores de fiebre) 
liberados de la membrana externa de la envoltura celular gramncgativa por lisis 
hactcriana.6 Estas toxinas son producidas sólo por bacterias gramnegativas. c1 LPS es un 
1.:omponcntc estructural de la membrana externa y representa el detenninantc antigénico 

'º'·:":' 
La intoxicación alimentaria bacteriana puede ser dividida en tres tipos principales. los 

i.:ualcs se 1nucstran a continuación: 

1. /11g, . .o.\·tiá11 d1.~ toxi11u 11reft1rmudc.J: Las toxinas pueden hallarse ya elaborada en el 
alimento y ser ingeridas con el." 

b1&c:ciá11 no i11w1...-ora: Las bacterias viables ingeridas con el alimento coloni7..nn 
la luz intestinal. Est.a colonización está relacionada principalmente con el 
intestino delgado en el que la competición de la microflora endógena es menos 
intensa. Para evitar su eliminación por la acción de arrastre de las altas 
velocidades del flujo existente en este trJmo del intestino. el patógeno 
generalmente se adhiere a la superficie epitelial y la coloniza. Realiza esta 
adhesión produciendo adhcsinas, moléculas con frecuencia asociadas a las 
tin1hrius existentes en la superficie de la célula bacteriana. las cuales reconocen y 
se adhieren a sitios receptores específicos existentes en la superficie de las 
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n1icrovcllosidadcs. La pérdida de la capacidad para adherirse a In pnrcd del 
intestino reducirá en mucho la virulencia de un patógeno." 

3. /11ti!ccián inva.'fnra: Otros patógenos causnntes de diarrea invaden las células del 
epitelio intestinal pero nonnulmcntc no se diseminan mucho mas allá de la 
proximidad cercana del intestino. Algunos de ellos. como Sulmunellu invaden 
preíerentcmcntc el íleon para producir una profusa diarrea acuosn. Las células 
bacterianas invaden y atraviesan las células epiteliales para multiplicarse en la 
lamina propia. una capa de tejido conjuntivo que se encuentra debajo de los 
entcrocitos. Otros patógenos cntcroinvasorcs. de modo igual que Shigel/u y que 
las cepas entcroinvasoras de E. coli. invaden la mucosu del colon y producen un 
síndrome disentérico que se caracteriza por inflamación .. nbccsos y ulceración del 
colon y por la eliminación de heces sanguinolentas que contienen moco y pus. 
Las células bacterianas se adhieren a los cnterocitos por medio de las adhesinas 
proteicas de la membrana cxtemn. Son englobadas por los entcrocitos en 
respuesta a unn sci"ial fagocftica producida por Ja bacteria y se multiplica en el 
interior del citoplasma invadiendo las células próximas y el tejido conjuntivo 
subyacente. La reacción inflamatoria frente a este proceso causa abscesos y 
ulceraciones del colon.6 

J .. 5 .. 1.. Escherlcllia coli: 

Esta bacteria produce dos tipos de toxin~ una llamada Tennoestablc (ST) .. que es 
resistente ni calor y otra llamada Tennolábil (L T) que no resiste el calor .. ambas del tipo 
cólera y son denominadas enterotoxinas. 1 La producción de ambas toxinas es regulada por 
plásmidos transferibles. Se ha demostrado que la L T provoca enfermedad diarreica en el 
ser humano y. recientemente se ha incriminado a la ST.1 

La enterotoxina del cólera y de algunas cepas no invasivas (toxigénicas) de E. coli 
provocan dinrrca por un mecanismo (o varios) similar. lo que da lugar n una secreción 
excesiva de liquido en el intestino delgado.i 

Parece ser que la protección no es simplemente una consecuencia de la flora nonnal 
que ocupa todos los nichos disponibles. ya que E. co/i productor-J de cnterotoxinas se 
adhiere a los sitios que nonnalmcntc están vacantes. Probablemente interviene cieno 
antagonismo directo gr-Jcias a la producción de ácidos orgánicos y bactcriocinas. nunquc 
también parece ser que intervienen la estimuladón del sistema inn1une del hospedador y su 
capacidad pum contrarrestar la infi:cción.t> 

E. coli enlerc,1:.:ig;nico (ETEC): La enfermedad causada por este organismo se suele 
presentar entre t 2 y 36 homs después de la ingestión del organismo. Los sin:omas pueden 
variar desde una ligera diarrea afübril hasta un síndrome grJvc parecido ni cólera. con heces 
acuosas sin sangre.t. El organismo ingerido se opone a ser expulsado con el quimo que 
fluye rápidamente adhiriéndose al epitelio gmcias a factores de fijación o de colonbr.ación 
en forma de fimbrias existentes en la superficie de la célula bacteriana. Las fimbrias 
pueden tener morfología diferente y ser estructuras. bien rígidas (6-7 mn de diámetro). o 
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bien lkxihles (2-3 nm de diiimctro) compucstus de subunidadcs de proteínas de 14-22 kDa. 
Son n.:sish.!'IUl!s u lu munosa. es decir. median la hcmouglutinación en presencia de manosa. 
por In que dctcnninudus fimbrias de colonización están restringidas u detenninados 
scrotipos. Son codificadas en Ja superficie de plñsmidos donde también se codifican las 
toxina~ causuntcs de diarrea. Son producidos dos tiros de toxinas: 

il> TOXINAS TERJ\10ESTAllLES (ST): Que son capaces de resistir el 
calentamiento a 100 ºC durante 15 minutos. 

• TOXINAS TERMOLAlllLES (LT): Que son inactivadas a 60 ºC después de 
30 minutos y a pl-f bajo. 

J::. coli e11teroin••asfra (EIEC): La iníccción por EIEC origina los síntomas clásicos 
de una disentería bacilar invusoru normalmente asociada con Shigella. De igual modo que 
Shi>:c:llu. ElEC invade las células epiteliales del colon y se multiplica en su interior 
causando ulceración e inflamación. La invasividad se detennina por el número de proteínas 
de la membrana externa que son codificadas en la superficie de un plásmido de gran 
tamaño. 140 Mda. Parece ser que la dosis infecciosa de EIEC es bastante más elevada que 
In correspondiente a Shi¡.:c//a y se cree que ésto es un reflejo de la mayor sensibilidad del 
organismo a la acidez gástrica.6 

E. coli enteropatogénica (EPEC): Cuando se determinaron las propiedades de ETEC 
y de EIEC se observó que éstas cepas rara vez eran de los mismos scrotipos relacionados 
por vez primera con In diarrea por E. coli. Parece ser que la patogenia cst..-1 relacionada con 
la capacidad de las cepas de EPEC para adherirse íntimamente a la membrana del 
enterocito causundo d desprendimiento de Ja célula de los extremos de las vellosidades. Se 
supone que ésto causa diarrcn porque se rompe el equilibño entre la absorción y la 
secreción en el intestino dclgadn.t. 

/:..~. ct>li 1.•11t1.•rolu•n1llrrúgica (EllEC): A veces también es conocido como E. coli 
productor de Vcrotoxina (VTEC). Son capuces de provocar diarrea varios scrotipos pero 
el scrotipo O l 57:H7 es el que con mayor frecuencia se aísla en las personas. La adhesión 
es un foctc'r de vin1lcnda importante y se ha comprobado que las cepas del serotipo 
< J 1 ~7:117 P•l~el.'.'n un pl~smidl1 de 60 MOa que codifica los factores de colonización de las 
fimbrins que producen una lesión parecida. pero no idéntica. a la mnnch:t que producen las 
cepas de EPEl ·en los c:xtrcmos de las vellosidades. 

Las ccpus de El IEC pn._"lJuccn la citotoxina Vcrotoxina [llamada así por su capacidad 
paru dc:->lruir la~ células Vero (células renales del mono verde africano)]. Determinadas 
invcstigucioncs han revelado la existencia de al menos dos. VT-1 y VT-11. que son 
scrncjanh.:~ a la tnx ina Shig.a.f. 

H. coli tliú1!,;u111t.•1111..> t1<Jll••r4•111e (DAEC): El termino ··E. ,·u/i difusamente adherente•• 
fue inicialmente usudn pura referirse u cunlquier especie de E. coli Hcp-2-adherentc que no 
fOm1a microcolonias como EPEC. Con el descubrimiento de EAEC. muchos autores ahora 
reconocen a DAEC como una categoría independiente de E. coli potencialmente 
diarrcagCnica. 
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Varios cstudi(.11s rL"Cicnt'-•s han implicado a espc:cies de DAEC como agcnh ... '"S de diarrea. 
rniL·ntr..is que otn.:1s autorL"S no han n. .. ~upcrado L'"Species de DAEC mas frecuentemente de 
pacientes con diarn:a que de c-.,ntruh:s asintomáticos. Una susceptibilidad dependiente de 
In edad puede explicar esta <.-..bsenoación. porque cuando las poblaciones son estratificada.."' 
p....,r la cdnd. la as'--.cim:ión de DAEC cun la diarrea es encontrada sólo en nii\os mayores a 
los infantes. la razón pc.."lr la cual este fenómeno se relaciona con la edad es desconocida aún. 
así como otras carai;teristicas cpidcmiológiC.35. tales como el modo de adquisición de la 
infección Di\.EC. 

1.5~. Salnronella: 

Ttu.·ig~nii.:idi.14/· Al igual 1.1uc E. •. :oli. esta bacteria prciduce diarreas mu_!- s.c;:"cra.s 
1.:kC-iJ"., a la pn..-.du"ión P"--,$il;11c de cnterotoxin3S. El periodo de incubación es de t 2 a 36 
h\.,r..-l...". aunque en a.l~un<.,s ca..~,s ru~~c ser nl3S corto. 1 

En1~:ri1L"': Las int;..,..""Cion~~ gastrolnt~jnales están relacionadas principalmente con 
.lti4Ucll ... ,s serotil"'S ~uc c.,istcn ~n abundancia en Jos animales ) en las ~rsonas. Por su 
~r..i,N.ad.. pu<'Jcn variar desde I:!. "ehiculación 3.Sintom.itica a una diarrea grave !- son el 
til=', de ~..-.~k~is mas ti:'l."'mUn. 

El ¡:"<'ri'-°'ld'-"' de: incub..h:ión. dor: b. enti!ritis s.almonc:lósica tiene una durx:ión 
.;1,.,."'mr~ndi..;U cntn: o :- ..:.s hcri:;._ Lo'$ sintomas principaJ.:s de fiebre ligera. n.áusc:a !
"'-"'r.iiteo. ~"l"r- 3.~<.,rnina1 ~ di..l..~..l dur..l., r--.""-=os .:!.ia.s p.;:ro. en aJgun0$ casos. pueden pe:rsis:ir 
•• h.:.:-...1.ntc una~'-"' m~ 

Les \.)C'"'Zl!lis..~~s in~~n,,,:..._.,":.i_ ..;'...:...:- ~bre,1"..:n .ll tr.l.."l.Sito :!. t.:"'"..l"t::s del a..:ido del ll:!Stóma.:zo_ 
~ .J...i..;.,;:.:r.:n ~ t.J.S ..:i:!d..IS-~;"tt . .:i:.ll~ d.:! íl~n ~r mc..!i0 J~ :ir:"lbrias resi.st::nc.es a b r.-...:ino~~. 
L~::-c.:-s. ~n ;:n~k·t--..ir.i .... ""'>-j ;.--~:-t" li~ ...:i:::-h.:l.:is i::!r.. un prtXi;:$l) ccnociCo como i::!r..dccitosis mo:!dia.:!.:l 
~.,; ~t:;:"t<-"'~- E! r.1'1!"\.::l.."'1.!":":'"'!""!•:> ..:<t.;J.I!~c l.!<::! ~:.e pn.....:~' ~rrnan~ie sin o!"s..:larecer. La.:-. 
~ir.i..:or.d.J.S cr.~k.,C-~ f:"'..'.'C" .:r...:...:..:r1:0~i'j ~<.!-~ 3. =r:l'-6 ..i< l~ .,:¿lt..:la.s epi::ieh.al~ al into;!t'ioC" .:!e 
'.:!1..l .. :_i,.;i.;..._.,:..i i..:ni..!a .J. 1..!~..l :7'.~r.1':-C-.!:-..i .;..._.,r....:!o;: -s<: multip!i...;;.U1 : .j.;;:spu.:-; $1.:m li~ h.'.lA:i..l b 
'...L~::-...! :-r ..... cia .J.'::""""..!"~ ..i.: '....! r-:t.!l."':~ri.-:J ..i<!" !~ ..::elulas b.1:;a!o;!-:; E.~.::i ir.ciu ur~ ar1u~ci:.i ~-;!" 

..:i:i•.J:..J.S m:-1~J.tCri;.!S ..:r...:...: ...:t::r:l:!r.-:i11""'...!. la li~.lt.::icr. d.,: ~r1)"5u:;!andin3!5 quo;! .:?c::í..,.ar. i:! 
J...io..:r1L .. 10: .... -....:1..:i...!-"'1 cn.........:w..:1..:r....:v ::S!t.:r~:·.:-r. ...:< i1~L!1...:,, h.:h:t..l d 1nü:n0c ...::e [.l. il..:.z mte-s::1n..li. '<.! 

.-..i.-: ..... Cc;::r.::0..::o.;- ;:-r...:..:b.!~· ..:t.! -.;•.:t.! :...1...,. -;.a1r.-::•Jr.<i.l..j ...:au.santCi ..:!< ..;,~-:-:!a w.mb1cen ~riJ...:1...:..:.::r. 

~r:-.:r ... "'C-..."'.'-i".;!.$ ..;i....:i;: ~-::l:-:-:t..:;;.u- i...! !'~~:cr. ..!< li..:u:..:o. timi:"io;!r. o;l! :.~ ;:-u.riticat..:•) ur::.i to~in~ 
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La fiebre tifbideu tiene un periodo de incubación de: una durm:ión cuulquicra de lus 
comprendidas entre 3 y 56 días. aunque habitualmente cstü cornpnmdida entre 1 O y 20 e.Ji a~. 
Las salmonclus invasoras atraviesan el epitelio intt:stinul y <lc~puCs son transport.adu..o:; por 
los linfñticos a los ganglios linfñticos mesentéricos. Dl!spuC~ de multiplicarse en los 
mucrófagos, son liberadas para pasar a la corriente sanguinc.."a y JcspuCs se diseminan por 
todo el organismo. Son eliminados de la sangre por Jos rnucrófitgos pero continúan 
multiplicándose en su interior. Finalmente. esta multiplicación destruye u los macrófügos 
que liberan n la corriente sanguínea gran cantidad de bacterias causundn una septicemia. 

1.5.3. Shlgella: 

La patogcnicidad de este 1nicroorganismo csui husmfo ~n la libcmción de una 
endotoxina de naturaleza lipopolisacárida que afecta a la mucosa intcstinul. 1 

Las shigellas producen In disenteria bacilar en las personas y en otros primates 
superiores. Los estudios rcaliztidos con personas han indicado que la dosis infecciosa es 
baja: del orden de 1 O - 100 organismos. El periodo de incubación puede oscilar entre 7 
horas y 7 dfns. aunque en los alimentos generalmente se camctcriz..,n por periodos de 
incubación más conos. de 36 horas como tiempo máximo. Los síntomas consisten en 
dolor abdominal. vómito y fiebre que acompañan a una diarrea que puede variar desde un 
síndrome disentérico clásico con deposiciones sanguinolentas que contienen mucosidad y 
pus. en los casos de Sh. d¡ysentcriac. Sh. flexncri y Sh. hoydii. hasta una diarrea acuosa 
cuando se trota de una infección por .{,th. .... "'"''-~i. 6 

1.5 • ..t. Yersinia: 

La cnfcnncdad causada por este organismo es una enterocolitis :unolimit:mtc con un 
periodo de incubación de 1-11 días y que duran entre 5 y 14 dia~. aunque en algunos casos 
puede persistir dur'1ntc un tiempo considerablemente rnü.s prolongado. Los síntomas 
consisten en dolor abdominal y diarrcn ucompañada de unu fiebre ligcm: cJ vómito es raro.b 

f_.as Células ingeridas pertenecientes a Ja especie patógcna }'_ L''1/CrOCUfifiCCI que 
resisten el tránsito a través del ácido del estómago y no son dcstruid~1s. se adhieren a las 
células. mucosas de las placas de Pcycr (tejido linfoide asociado al intestino). La adhesión 
c.s mediada por proteínas de la mcmbr •. ma externa de la célula que son codificadas por un 
plüsmido de 40-48 MDa que poseen todas las cepas patógenas de >". c111,.-roco/Í/ice1. 

r. t.•111eroc:olitice1 produce una toxina tcnnocstablc (9.000-9.700 Da) pero su papel en 
la patogenia. si es que tiene alguno. es dudoso. Guarda cicna sl!mcjanza con la LT de E. 
coli desde el punto de vista inmunológico y también en cuanto a su capacidad para inducir 
la acumuluci,ln de liquido en usas de íleon ligadas y para estimular Ja actividad de la 
guunih.1tnciclasu. La producción de cntcrotoxina en el intestino es improhablc ya que su 
producci<.'ln suele cesar a temperaturas superiores a 30 ºC. 
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1.6. MECANISMO DE ACCIÓN DE LA TOXINA LT 

El alimento ni ser deglutido desciende por el esófago hasta llegnr al estómago, ahí el 
alimento se mezcla con el jugo gástrico. líquido de reacción ácida que contiene ácido 
clorhídrico. Nonnalmentc. una vez el alimento ha entrado en el estómago. sólo sobreviven 
las células vegetativas acidotolerantcs y las esporas. por lo que el número de 
microorganismos existentes en el es escaso. aunque con frecuencia se encuentran 
lactobacilos asociados a su pared. La acidez del c.."Stómago generalmente proporciona una 
protección muy eficaz pam los tramos siguientes del intestino. pero no es una defensa 
vulnerable. Las bacterias pueden eludir la exposición prolongada ni ácido por quedar 
protegidos en el interior de las panículas de alimento o como consecuencia de su tránsito 
rápido u través del estómago tal como ocurre. por ejemplo cuando el estómago está lleno. 
Altcmativnn1ente la acidez puede ser neutralizada por el alimento o no existir como 
consecuencia de un transtomo.6 

Desde el estómago, son liberadas periódicamente al intestino delgado pcquci\as 
cantidades de In mezcla de alimento parcialmente digerido y jugo gástrico conocida como 
quimo. En este conducto muscular. de más de 6 metros de largo. tiene lugar la mayor parte 
de la digestión y de la absorción del alimento. Su revestimiento interno está muy plegado 
y los pliegues están rccubicnos de protuberancias parecidas a dedos o vellosidades que 
están recubiertas por microvellosidades (Ver fig. 1.6.1.).,. 

La población microbiana aumenta a lo largo del recorrido del intestino delgado: los 
recuentos de 102-103 mL" 1existentes en el duodeno aumentan hasta en tomo a 103 -104 en el 
yeyuno. IOs en el tramo superior del íleon y 10,. en el tramo inferior del mismo. En los 
tramos superiores del duodeno. la velocidad del flujo es tal que su efecto de inundación es 
superior a la velocidad con que los microorganismos son capaces de multiplicarse de modo 
que sólo aquellos que tienen la capacidad de adherirse al epitelio intestinal pueden 
sobrevivir durante algún tiempo.t. 
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Una vez adherido. el pntógcno produce una cndotoxina de naturaleza lipopolisacárid~l 
que actúa localmente en el intestino modificando el nujo de electrólitos y de agua u través 
de la mucosa.. que de ser un nujo de absorción pasa a ser un flujo de secreción, Varias 
cntcrotoxinas actúan estimulando los cntcrocitos (las células que revisten el epitelio 
intestinal) para producir un exceso de nuclcótidos cíclicos.b 

Mas ampliamente estudiada es lu toxina colérica producida por Vibrio clwh-r,1e. La 
toxina del cólera está compuesta de dos tipos de subunidades. A (peso molecular 27.215) y 
B (peso molecular 11.677). codificada por los gcnL~ ctxA y L'IXB.1s La toxina (PM 84.000) 
incluye cinco subunidudcs B y una sola subunidad A. La toxina del cólera es conocida 
también como cóleragcn (cholcrugen) y es representada como CT. y como ya se mencionó. 
está formada por dos protómeros distintos. como se muestran en la Fig. 1.6.2. El 
protómcro A consiste de dos cndcnas de polipéptidos. A 1 (peso molecular= 22.000) y A~ 
(peso molecular =::. 5.000) ligados por una unión simple disulfuro. El protómcro B (peso 
molecular de 58.000) consiste de cinco cadenas polipéptidas idénticas (peso molecular 
11.600). Los protómcros A (CT-A) y B(CT-B) son mantenidos unidos por interacciones no 
covnlcntcs y pueden ser separados por cromatografía de filtración en condiciones ácidas. 
El CT-B también ha sido encontrado en filtrados de V. Choh.•r'''' v ha sido non1hrado 
coleragcnoidc (cholen1genoidc). J>cro tanto CT-i\. como CT-B Por scpan1do snn 1u1 

tóxicos. 1 :« 
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El segundo puede hloqucar los efoctos tóxicos de la holotoxina: se ha propueslo 'JUC 
el CT-A es el protón1cro uctivo o ttlxico. pero requiere del CT-B par.1 intoxicar a las cr.!lulus 
in Utctus.1 s 

Lns subunidadcs B se unen u Jos receptores del gangliósido especifico (un glucolipido 
ticido} existentes en la superficie de los cntcrocitos. Esta unión crea un canal hidrófilo en la 
membrana celular a través del cual es capaz de pasar la unidad A. Una vez dentro de la 
célula .. una purte de Ju unidad A actúa enzimáticamcnle para transferir un grupo ADP
ribosil derivado del NAD celular a una proteína que regula la actividad de la enzima 
udenilatociclasu. Como resultado de esta tmnsfercncia. la enzima es recogida en su estado 
activo originando una acumulación de monofosfato de adcnosina cíclico (AMPc) que 
inhibe lu absorcil"ln de los iones Na+ y cr a In vez que estimula la secreción de los iones cr. 
1 ICOJ- y Na·. Para mantener un equilibrio osmótico. la trasferencia de electrólitos va 
acompai\adn de una ahundante efusión de agua del interior de la luz intestinal. Esta efusión 
sobrepasa con 1nucho la capacidad de absorción del intestino grueso y origina una profusa 
diarrea acuosa.to (ver Fig. t .6.3.). 

Se ha demostrado que algunas otras entcrotoxinas. entre tas que se incluye ta toxina 
termoláhil (L T) producida por varios tipos de E. coli enterotóxico. se comportan de igual 
modo que la toxina colérica.fo 

El cólera suele teni.:r un periodo de incubación de una duración comprendida entre 
uno y tres días y en cuanto a su gravedad puede variar desde una diarrea benigna 
nutolimilnnte hasta un trastorno grave que amenaza la vida. La dosis infecciosa en 
individuos normales sanos es elevada cuando el organismo es ingerido sin alimento o 
tampón. del orden de 1 OIU células. pero es considerablemente reducida si es ingerida con un 
alimento que protege a las bacterias de Ja acidez del estómago.6 

El cólem es una infección no invasora en la que el organismo coloniza la luz intestinal 
y produce una potente enterotoxina. En los casos graves. la hipcrsccrcción de sodio .. de 
potasio. de cloruro y de bicarbonato inducida por In enlcrotoxina origina una diarrea 
copiosa. descolorida y acuosa que contiene vetas de moco. descrita como heces de agua de 
arroz. La diarrea. que puede alcan7.ar un volumen de hasta 20 L por día y contiene hasta 
108 vibrios por ntL. va .acompañada de vómito. pero sin nó.usca o fiebre.,. 

A menos que las pérdidas masivas de líquido y de electrólitos sean repuestas. existe 
una disminución del volumen de sangre y de la presión. un aumento de la viscosidad de la 
sangre. insuficiencia renal y colapso circulatorio.fo 
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Estructura de la CT. La toxina está compuesta de un protómcro 
A rodeado por un protómero B pcntamérico. el cual puede ser 
separado. El protómcro B puede ser disociado en sus cinco 
polipéptidos idénticos, cada uno siendo de 11,.600 dnhoncs. 
Sobre In reducción. el protómcro A puede ser separado en dos 
polipéptidos, A1(PM'=22,000) y A, (PM '= 5,000). Fum<Tfrll>I 
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Fig. 1.6.3. 
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Toxina colérica y su modo de acción. ( 1) Activación fisiológica 
reversible de la adcnilciclasa. (e) mediante fijación de una honnona al receptor 
(h) de modo que la fijación y translocación de Ja toxina colérica de Ja 
subunidad A origina la ribosilación del ADP de la subunidad reguladora (r) y 
su inactivación irreversible. l'lJENTE cM 

La toxina LT de r:...•1ch1..>riclliu coli guarda una semejanza con la toxina colérica; consta 
de cinco subunidadcs 13 CM. J 1.5 kDa). que son responsables de la unión de la toxina a las 
células epiteliales. y de una subunidad A (M. 25 kDa) que es desplazada al interior de la 
célula epitelial donde uctivo.1 la adcnilciclasa (Ver Fig. 1.6.4.). A continuación. el 
!->uhsiguicntc aurncnto de las concentraciones de AMPc inhibe la absorción de Na\ de cr y 
de agua por tus células de la vellosidad y estimula su desaparición de las célula..c;; de Jus 
criptas intestinales provucundo usi una diarrea profusa. La toxina L T-11 producida por 
<lctcnninudas cepas de ETEC tiene una actividad biológica parecida a la de la toxina L T-1 
pero no tiene rcacci6n cnuada ni con el antisuero frente a la toxina LT-1 ni con el untisucro 
frente a la 1oxina colérica." 
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Fig. l.6A. 
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Mecanismo clásico de acción de ETEC. (A) l~T-1. La holotoxina, consistiendo de 
una subunidad A y cinco subunidndes B, es internada por las células epiteliales de la 
mucosa del intestino delgado vía endocitosis. La A 1• o translocación de subunidades 
catalíticas a trnvés de Ju membrana vacuolur y pasa a través del aparato d.: Golgi por 
transpone retrogrado. En lu figurd,, la subunidad A se muestra pasando u través del cerco de 
la subunidad 8 9 pero esto puede no ser el caso en vivo. A1 cataHza la ribosilación del ADP 
de In argininn 201 de In subunidad a de la proteína G,.: el ADP ribosilado y la proteína G 
activan la adcnilnto ciclasu la cual produce nivch;s supranonnales de cAMP intracelular. 
El cAMP es un mensajero intracelular el cual regula los tr~msponcs de la membrana celular 
epitelial intestinal y otras cnzitnas celulares del hospedero. así como también posee efectos 
en el citoesquclcto. La activación del AMPc dependiente de la Kinasa A resulta en la 
fosforilación de los transptinadorcs de membrana apicales (especialmente d regulador de" 
la conductancia tr..tnsn1embranul de la fibrosis quística.). resultando en la secrccitln de 
aniones (predominantctncnh! cr por un efecto din...~to. )' 11co- indirectamente) por las 
criptas celulares y un dccn:mcnto en la ub!-.orcilln de Nu ... y CI" por las células absonivas. F 1 
i\MPc también puede tcncr cfoctus imponantcs en el transpone hasolatcral y en los nivel.:!-> 
de calcio intracelular. los cuo.tlcs pueden incrementar la magnitud de los efectos en el 
tmnspone iónico) de fluidos. (B) STa. Es tncnos conocida la acciún de ST que de LT. Se 
piensa que ST actúa por la unión del receptor de membrana de ST. GC-C. La activaci6n de 
GC-C resulta en el incremento de los niveles de cG~1P intracelular. El cGMP ejerce su!" 
efectos en el incremento de la secreción de cloro y el decremento en la absorción- de NaCI 
por la activación del cUf'VtP dependiente de la kinasa (G-kinasa) y/o el AMPc dependiente 
de la kinasa {A-kinasa). Otros efectos de la STa en la inducción de la secreción de fluido~ 
tumbién ha sido postulada. ''''-~'.:T1: 11¡.¡ 1 
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Una vez cstublc..~cida In colonil' .. .ución. tus cslmtcgias patog.énicns de lns especies de E. 
,•oli diurrcagCnica cxhihcn marcadas variaciones (Fig. 1.6.5.). Lu intcntcción de los 
organismos con la mucosa in1cstimll es especifica paru cada catcgoria. 1g 
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Fig. 1.6.5. 
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Esquemas patog.énicos di: E. «oli diarrcagénica. Las seis 
categorías reconocida~ de E. coli diarrcagénica cada una tiene una 
fom1a única en su interacción con células cucarióticas. Aquí. la 
interacción de cadu catcgoria con una célula blanco espt..-citlca está 
representada csqucmúticnmcntc. 11wsn 1 1~1 
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1.7. IMPORTANCIA DE LA TOXINA L TEN ALIMENTOS 

Como se ha podido ver. es importante Ja adecuada sanidad en la elaboración de 
alimentos ya que los microorganismos se encuentran en cnsi cualquier tiJ"Kl de nmbiente. 
especialmente las cntcrobacterias que son patógenas para el hombre. 

Se han reportado varios brotes de infecciones gastrointestinales en el mundo. en 
paises subdesarrollados principalmente. pero esto no indica que los países desarrollados 
están exentos de dichos bn.Jtes. 

Por ejemplo. en el n1es de septiembre de 1999 se reportó un brote de E. c:o/i O l 57:H7 
en el estado de Nueva York. Estados Unidos, el cual se considera como el mayor brote en 
la historia de este país. Posteriormente en el condado de Wa..o;hington se reportó un brote 
en el cual 1O13 personas presentaban diarrea después de asistir a una fiesta. 

Se determinó en ambos casos que la más prohablc causa del brote fue el agun 
contaminada de los pozos. 

Por otrn panc se hnn reponado casos cuyos brotes son debidos a Sulmon1dla. la causa 
principal son los alimentos poco o mal cocidos. que pcnnitcn In sobrcvivcncia del 
microorganismo. además de que esta bacteria se transmite por via fecal-oral; cuando las 
manos de un manipulador de alimentos están contaminadas fecalmente y toca los alimentos 
que postcrionncntc son incorrectamente cocidos. son factores que ocasionan el crecimiento 
microbiano. 

La contaminación por Salmunclla también se da por vía animal cuando éstos son 
alimentados con subproductos de WJimalcs con Sa/mon,·llu. como carne. harina de huesos y 
piensos. Los insectos como las moscas también son una vía de contaminación fccnl de los 
alimentos. 

Todo lo mencionado antcrionnentc indica que Jos cuidados que se deben tener en la 
preparación de los alimentos son de suma imponnncia. como la higiene en todos los 
aspectos. In adecuada cocción. la cual destruye principalmente a la toxina LT y sus 
organismos productores. y aislarlos lo mus posible del contacto con insectos como moscas. 
cucarachas. mosquitos. cte. 

También se debe educar a las personas de tener un asco personal adt..~uudo. ya que es 
importante mantener en la mente que la mejor prevención es responsabilidad de In sanidad 
individual. 

Se ha dctnostrado que sólo se requiere de una relativamente pequeña cantidad de 
células bacterianas para que una persona caiga enferma (para E. ,·o/i se requiere de 50 a 100 
células) y un pcquci\o c.-ccimicnto de éstas en los alimentos también se puede originar por 
someter al alimento a variaciones de temperatura. es decir cuando la temperatura no se 
mantiene consw.ntc. por ejemplo en los alimentos que se deben mantener en rcfrigcr.ición. 
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1.8. PRUEHAS DE DETECCIÓN PAIV\ LA TOXINA LT 

Se hn desarrollado una amplia gama de técnicas Jlmnudns de inmunocnsnyo p~tr..1 tu 
detección de toxinas bacterianas en sistemas de alin1cntos y otros. Las técnicas de 
inmunocnsuyo detectan las reuccioncs inmunológicas de un organismo vivo ante la 
presencia de una sustancia cxtrJi'iu. 

Los inmunocnsayos con enzimas son sistemas analíticos con los cuales pueden ser 
detectados pequci\as cantidades de un componente deseado con pocos o nulos 
requerimientos para su purificación o pura la conccntmción dt.: la mucstra.7 Estos 
inmunoensuyos tienen un canictcr altamente especifico. así como una alta sensibilidad y 
reproductibilidad. 

Todos los inmunocnsayos se basan en la interacción de un anticuerpo y su antígeno 
correspondiente y la detección de dicha interacción se logra mediante el empico de 
enzimas. las cuales tnrnbién son conocidas como etiquetas o marcas. Existen diferentes 
tipos de inmunocnsayos. los cuales serán descritos mas adelante. algunos son aplicables en 
alimentos. Para comprender mejor las técnicas de inmunoensnyos es necesario conocer los 
términos emplea.dos en ellos: 

INMUNOGENICIDAD: Es In habilidad de un organismo parJ inducir In fonnación 
de anticuerpos. Los anticuerpos pueden ser proteínas. péptidos. cnrbohidratos. ácidos 
nucleicos lípidos y cualquier otro tipo de sustancias. Dos factores son imponantes en la 
inmunogcnicidad de un antígeno. el primero es que dicho antígeno debe ser extrailo al 
cuerpo del animal ni cual se le introducirii el antígeno y con ésto inducir la formación de un 
anticuerpo mediante In acción de su mecanismo de defensa: el segundo factor es que el 
anticuerpo debe ser de un cieno nivel de intrincación pnru que pueda reaccionar con los 
componentes del sistema de respucsua inmune. 

ANTICUERPOS: Proteína producida por células inmunes del cuerpo en respuesta a 
In presencia de un antígeno. Todos los anticuerpos pertenecen a una categoría de proteínas 
llamadas inmunoglobulinas. las cuales se abrevian como lg (ver Fig. 8.1 ). La función de 
dichas inmunoglohulinns o anticuerpos es ligar a los antígenos. los cuales son proteínas 
extrañas ul organismo. Las inmunoglobulinas se dividen en cinco clases: 

* JgA: Existen dos formas. el suero y el lgA secretor. El segundo se localiza en las 
secreciones mucosas y esta protegido por una molCcula llamada componente secretor. 

• lgD: Se localiza en la superficie de células D maduras con lgf\·1. El papel para esta 
clase inmunoglobulinas tiene que ser detem1inadu. 1:: 

• lgE: Se locali"'41 en el suero de todas las inmunoglobulinas pero a bajas 
concentr..tciones. es la responsable de todas las reacciones inmunes inmediatas. como 
son las alergias. fiehrc del heno. asma. alergia a alimentos. drogas y picaduras de 
inscctos.1:: 

• lgG: Es Ja mayor clase de inmunoglnbulinu que existe. cunstu de cuatro subclases 
diferentes. de las cuales. dos pueden unirse y activur el sistema completo. logrando 
fi.1n11ar cavidadc:-; cn las ..:-Clulas y cau!->3rh:s datlo. inclusll la mucnc. 1: 
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• lgl\1: Son de haja ufinidud. se producen por una infi:cción. permanecen por un período 
de tiempo rclutivumentc corto.1·.: 

A continuación se muestra un esquema de· una inmunoglobulina o anticuerpo .. nsí 
como sus diferentes subclases: 

Fig. 1.8.I. 
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En cuanto a los tipos de un ti cuerpos. pueden ~cr producidos dos de ellos; los llan1ados 
anticuerpos policlonalcs y los monoclonales. Los primeros son producidos en conejos .. 
ovejas. cabras o caballos: los segundos se producen en ratones. 

• Anticuerpos policlonulcs: Requiere de dos inyecciones (llamadas iniciadoras) en el 
organismo del animal y de algunas semanas para su extracción. El suero contiene. 
además del lgG otras 50 proteínas. así como suero de albúmina. Una preparación de un 
anticuerpo policlonal puede contener más de 1 U.000 diferentes tipos de lgG. El 
anticuerpo se une al antígeno mediante fucr.l'..as débiles. como enlaces no covalcntes .. 
fucr.l'..as de Van dcr \Vnals. puentes de hidrógeno y efectos hidrofóhicos y 
clcctrosuiticos. Dichas fucr.l'..as deben tonmrsc en cuenta parJ la cspccilicidad de la 
técnica inmunológica a empicar.:> 
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Diuj!ntrna 1.8.1. OHTENCIÓN DE ANTICUEHl'OS POLICLONALES 

INMUNIZACIÓN DEL ANIMAL CON MEZCLA DE ADYUVANTE-ANTIGENO 

+ 
INYECCIONES INICIAÜORAS 

+ 
OBTENCION DE SUERO DEI. ANIMAL 

... 
PURIFICACION DE INMUNOGLOBULINAS DEL SUERO 

FUENTH:(SJ 

.ll 

• Anticuerpos monoclonales: Los ratones son inmunizados y después se logra la 
obtención del anticuerpo 1nonoclonnl por medio de célulus hfbridas e irritadas 
producidas en el ratbn empicando anticuerpos policlonalcs. Los anticuerpos 
monoclonales son quimicamcntc idénticos y puede variar su especificidad al modificar 
la concentración del anticuerpo policlonal. Debido a su fácil producción .. su purc7..a y su 
afinidad bien definida del cpitopc .. estos anticuerpos son preferidos en las técnicas de 
inmunocnsayo.s 

Diaj!rama 1.H.2. OHTENCIÓN DE ANTICUERPOS MONOCLONALES 

INMUNIZACION CON ANTIGENO 

+ 
CELULAS IRRITADAS ........._ CELULAS DE MIELOMA .---,.,.,, 

FUSION (POLIETILENGLICOLI 

+ 
l'ROl'AGACION DE HIBRIDOS 

+ 
SELECCIÓN Y CLONACION DE HIBRIDOS 
PRODUCIENDO ANTICUERPO ESPECIFICO 

CULTIVO IN VITR< 1 O 
SISTEMAS DE FIBRA HUECA 

IN VIVO (ASCJTc J'.'-o) 
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• Adyu,·111n1es: Son preparaciones que intcnsiticun la imnunogcnicicJad del untigeno, 
tienen un complejo mecnnisnto de acción que estimulan de m~mcrn no especifica Ju 
respuesta inmune. Protegen al antígeno de un metabolismo rápido y la dest.rucción. Se 
emplean en la producción de anticuerpos poli y monoclonalcs.5 

• Epitope: Es la región en el antígeno que reacciona con el anticuerpo.s 
• Hapteno: Es una sustancia muy pequeña que sirve para inducir una sola respuesta de 

anticuerpos. pero puede reaccionar con anticuerpos.5 
• lnmuaoa:eno: Sustancia que induce In producción de anticuerpos.5 

Los inmunocnsayos son técnicas muy sensibles y para elegir uno de ellos debemos de 
considerar Ja concentración de la muestra, In precisión requerida., sensibilidad,. naturaleza y 
concentración de la muestra y disponibilidad de cienos reactivos inmunoquímicos. Existen 
varios fonnatos para los inmunoensayos: algunos inclu)·cn una precipitación simple del 
complejo antígeno-anticuerpo~ otros la aglutinación de células rojas cubiertas u otras 
panfculas, precipitación electroforética en agar. radioinmunocnsayos (RIA) y los 
inmunoensayos con enzima (EIA). Los inmunoensayos presentan varias clasificaciones .. las 
cuales se resumirán a continuación: 

J.8.1. HOMOGÉNEOS: 

Twnbién llamados inmunoensayos con enzima multiplicada (EMIT) .. consiste en la 
inhibición cstérica de una enzima por un anticuerpo cuando un hapteno es atacado en su 
sitio activo por la enzima cercana. Se empica principalmente en ensayos con moléculas 
pcqueftas como drogas y honnonas en el suero y la orina., no se usa mucho en alimentos y 
se realiza totalmente en f..'lsc líquida: por lo que no es necesario romper ligaduras para que 
queden reactantcs libres y poder separarlos. además de que está basado en la competencia 
entre sus rcactantes .. es decir es competitivo.~ 

1.8.2. HETEROGÉNEOS: 

Son abreviados como 1-IET-EIA. ~ realizan en fase sólida a la cual si.: une un 
anticucr-po o un antígeno y así poder separ-Jr- d mat..:r-ial que reaccionó de lo que no 
reaccionó con la enzima marcada mediante la ruptura de las ligaduras. A esta técnica 
también se le como ELISA o Ensayo inmunosorbcntc con cnzinta ligada. La fase sólida 
básicamente es una placa de microtitulación a la cual St.." une un anticuerpo o antígeno en 
un sistema buflCr básico (pi 1 de 9.5-9.6) por medio de intcr-acción no covalcntc., 

Existen muchas variantes de ensayos heterogéneos. pero los mas comunes son dos: 
los de ••captura de a'1ticuerpo"" y ··captura ele ur11i¡.:c•11r1". dcnun de los cunles e~tán 
comprcndi<los los del tipo comp..:titivo y no competitivo . ., 
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1.8.3. CAPTURA DE ANTICUERPO: 

Para este fonnato se utili;r.a una placa a In cual se tija un antígeno. postcrionncntc se 
añade el anticuerpo que ligará especfficamcntc al antígeno (ver Fig. 1.8.2.). Para Ja 
cuantificación del anticuerpo ligado al antígcno9 se agrega un segundo anticuerpo pero 
marcado con una enzima especifica para el primer anticuerpo. Se puede emplear una 
ucscalera•• de anticuerpos secundarios para incrementar la sensibilidad con los puentes del 
anticuerpo extra. La desventaja es que las sustancias unidas u In placa pueden sufrir 
alteraciones estructurales en las ligaduras9 provocando que los cpitopcs se vuelvan no 
utili7..ables para el reconocimiento por los anticucrpos.s 

l'ig. 1.8.2. 

Formato de 'f.~P~~~ :1; anticuerpo. 

1.8.4. CAPTURA DE ANTÍGENO: 

En este caso el anticuerpo es ligado ~• 1~1 placa. posteriormente se añade el anlfgcno 
lJUC ligará ul anticuerpo. Se agrega un segundo anticuerpo pero marcado con una enzima 
para cuantificar al antígeno. como se puede apreciar en la Fig. 1.8.3. A este tbnnato se le 
conoce como ·•sándwich·· o ••Jnhlc anticuerpo···:" 
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Lu vcntnjn de este fonnuto es que se puc:dc usar el n1ismu anticuerpo tanto para ligar 
como para detectar; pero también se pueden usar dos tipos difCrcnles de anticuerpos. un 
anticuerpo monoclonal para la captura y otro policlonal para la dctecdl"'lll. De este rnodo se 
obtiene mayor especificidad en la captura y sensibilidad en la detección debido a que los 
anticuerpos policlonnlcs reconocen diferentes cpitopcs en el antígeno. Estos ensayos 
también son llamados u.vimétricos.s 

Fig. 1.8.3. 

r~-E 

~ 
.:.uTICU[fip(¡ t.tt..ru; •. :..C•O C:L•I< 

EtOM~ 

f1.ACA CUBl[f"1TA Cúfl 
AUTICUEí:PO 

Fonnato capturJ de antfgcno, también 
conocido como ""Sñnd,vich•• o u Doble 
anticuerpo. nmNTE 1s1 

1.11.5. COMPETITIVOS: 

f\-1idcn la competición por la un1on a un anticuerpo entre un antígeno n1urcado 
(antígeno unido a una enzima) de concentración conocida y un antígeno no nu1rcado de 
conccntn1ción desconocida. el cual viene siendo la muestra de pn1eba. Existen dos 
versiones de estos ensayos. uno es la medida del antígeno y el otro es la medida dd 
anticuerpo. 

En la medición del antígeno. la placa es cubierta con éste p:trn lignrlo a ella y después 
se añude el anticuerpo marcado o ligado a una enzima junto con Ja mucstr..i de prueba. El 
anticuerpo marcado con la enzima se ligar.i mejor ni antígeno corrcspondie'lte si es que está 
presente en la muestra. que al nntigcno ligndo n la placa. como se mucstr.t en la Fig. 
1.8.4.(a) 

En ht 1nedición del anticuerpo. este es inmovili7..ado o ligado n la placa. luego se 
añade el antígeno ligado a una enzima junto con la rnucstra. entorh:c~ d antigi:no 1nan.:adll 
se une al anticuerpo. pero el antígeno no n1arcndo presente en la muestra va inhibiendo 
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dicha unión; por lo tunto la concentración del antígeno no marcado es invcr~um..:mc 
proporcional a la concentración del producto fonnudo por acción de la cnzin1u cn h1 
muestro. 

Otra vnriuntc de este método es colocar el anticuerpo cubriendo a la placa y provocar 
una competencia entre el antígeno marcado y el antígeno no marcado, como lo mucstm la 
figura 8.4.(b) 

Su ventaja es que es un método rápido que requiere solo de una incubación y un paso 
de lavado. La desventaja es que el ant[geno debe ser de peso molecular relativamente bajo 
para prevenir precipitación, aglutinación o la hidratación cstérica de reactantes solubles. 
Casi siempre las micotoxinas se ensayan por el método 1-IET-EIA competitivo. A este tipo 
de ensayos también se les conoce como simtJtricu.\·.5 

Al·m•3EH~:• EN LA 
l.flJE:?Tf..º.A o 

Fig. l .8.4.(<1) 

~ 
o 

PLA':"A C'TJE.IEf..T;.. •:"•:Olf 
Al·m•JEl·l•:· 

Al m•::UE:f.·..f·O l .. i.A.R•:"AI".:• 
r.:"•:•l I EHZil...1.A. 

Medición competitiva del antígeno 
HJE,.."TE(S) 

Fig. 1.8..1.(hl 

E-, 
. •t"•··•'·l• 

t ··--
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1.8.6. NO COMPl<:TITIVOS: 

Esta técnica requiere que el andgcno o el anticuerpo tengan al menos dos sitios de 
unión pont el anticuerpo o el antígeno, según sea el caso y solo un componente (In muestra) 
está presente a una concentración limitada.1 2 Este tipo de ensayos también presenta dos 
variantes: 

Directo: Cuando el antígeno reacciona de manera directa con el anticuerpo mnrcado 
con enzima. En este caso se empica el fonnato del sandwich y es probablemente el tipo 
más simple de ensayo. 12 Básicamente se liga el antígeno a la placa. luego Ja muestro que 
contiene al anticuerpo y subsecuentementc el anticuerpo marcado con enzima (ver Fig. 
l.8.S.).12 

/ndirecttn Cuando el anticuerpo sin marca reacciona con el antígeno seguido de una 
reacción con una proteína A marcada con enzima o un anticuerpo prepnrado contra el 
primer anticuerpo (ver Fig. l .8.6.).12 

Fig. 1.8.5. 

Anticuerpo detector 
marcado con enzima 

Anticuerpo en la muestra 

._ ____ ',.I Placa cubierta con antígeno 

Las ventajas de este tipo de ensayos es que los materiales presentes reaccionan 
directamente con cl conjugado cnzima-anticuerpo9 evitando con esto intcrfcn.:ncias c:n las 
reacciones. Ln mayor desventaja es que. requiere de ni menos dos incubaciones y varios 
lavados. 

E.o;;tos ensayos se empican más comúnmente para la detección de ~mtigcnos 
cstructurnh ... as hactcrianos como entcrotoxinas .. por lo tnnto es mñs a(llicnhlc en alimt:nto!". 
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Ab .:..q 
RA.D11:1t.1Aí-!.•_ .... [•(, 

Fig. 1.8.6. 

Ensayo indirecto no competitivo. 

,11;,
\\_.:::. ~ 

.. '>'1 11 ••. ~ 
. •--==:<' 

Ensayo de unión de Antígeno. El Ag radiomarcudo es unido 
a la muestra de Ah y es precipitado por la proteína A 
cubiena con panículas de ngarosa. FUENTI~<I::!> 

1.8.7. EN FASE SÓLIDA: 

J7 

Son fáciles de realizar y más sensibles que los métodos en fase fluida debido n que es 
posible unir un número de moléculas detectoras a cadn molécula de la muestra., además de 
que cuando el anticuerpo o el antígeno disociados de In superficie de la fase sólida tiene unu 
mayor probabilidad de recombinación que si Ja reacción tuviera lugar en solución. Estos 
ensayos requieren del empico de placas de microtitulación de poliestircno. poliestilcno o de 
cualquier otro material (ver Fig. 1.8.7.).1::! 
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Fig. 1.8.7. 

En este tipo de fases se retienen Jos inmunorcactantcs ligados y Jos que no se ligaron 
son removidos con lavado de In placa (ver Fig. 1.8.8). No obstante existen fases sólidas. 
como agarosa y celulosa que presentan una mayor relación árca\volumcn 9 mucho más que 
las placas plásticas.12 

Los ensayos llan1ados ""Dot-Blot"" o ºDot-EIA"º son aquellos que usan membranas 
como fase sólida. a las cuales se unen fuertemente las proteínas por medio de enlaces 
hidrofóbicos .. como la nitrocelulosa que es la más comúnmente usada. Otras membranas 
como p-divinilfluorcno (PDF) y el nylon son má...,. hidrofóbicos que la nitrocelulosa .. debido 
a que tienen una carga negativa o mezcla de cargas negativas y positivas. También existen 
membranas que son derivadas químicamente para proporcionar enlaces covalcntes.1:? 
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Fig. l.M.X. 

I· .H. .H. 1 
~r.t .. -1J•-11 .. ·• ..... r, 
"::"I cu;•:::•.• 

.ll-!'t H 
H. 

.~t1f1•:•J":'I!•<'.• 

H_ ~..¡ r~ 
l.:..:¿;¡:.¿.¡ 

¡..¡ ~H H 
., 

r,..~ '" "H 

Ensayos en fase sólida. Son menos dependientes 
de la afinidad del anticuerpo debido a que hay 

una capa de bun;.cJE~~~.1.~;• a su superficie. 

1.11.11. EN FASE FLUIDA: 

0 :·r1 

3<> 

Como su nombre lo indicn, estos ensayos se realizan en un medio liquido, en el cual 
se encuentran presentes el antlgeno y el anticuerpo~ la reacción entre ambos obedece a la 
ley de ncción de masns: 

Asociación: Antígeno y Anticuerpo _. 
r1 

Disociación: Antígeno+ Anticuerpo ,.__. r, 

Complejo nntigcno-mnicucrpo 

Complejo antígeno-anticuerpo 

Existen varios tipos de inmunocnsayos. los cuales se dividen principalmente en 
~u .. ¡ucllos donde se usan marcas con enzimas. co1110 los EIAs y aquellos que usan 
rudiomarcas~ como Jos RIAs o radioinmunocnsayos. Los mdioinmunocnsayos son los 
primeros en ser dcsnrrollados y empica mdioisótipos para marcar a los anticuerpos o 
antígenos. La desventaja de éstos es que requieren de equipo cspeciali7...ado y extrema 
precaución. además de que es inadecuado para nlimcntos. 1:: 
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Lus cnsa)'OS con cnzimus se dcsarrolluron después. y empican enzimas pan1 murcur 
h1s rc¡tctantcs utili:i'..ados. son mas scnsibh.: y requieren de poco equipo. uc.Jcmás de que se 
pueden encontrar comcrcinlmcntc. otras vuri;:mtcs de inmunocnsayos ~n: 

1.11.9. ENSAYOS DE PRECIPITACIÓN: 

En un medio en el que se encuentra un untigcno y un anticuerpo. y alguno de los dos 
cstü en exceso. en ambos casos se une el que está en exceso a sitios ocupados del que no 
está en c.xccso. fonnando un complejo soluble. En el caso en el que ninguno está en 
exceso. entonces tanto el antígeno como el anticuerpo se uninin a moléculas adyacentes 
lbnnundo usi un polímero nntlgcno·nnticucrpo que precipita porque es débilmente 
soluhlc(vcr Fig. 1.8.9.).1:? 

Fig. 1.8.9. 

(b) Exceso de~ 

(a)éxcesode~ 

A. A. yyy 
J, 

PRECIPTT ACIÓN 

lnmunocnsu~·~1 ~'f.iPr~~ipitación 

,,, 
1 
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1.H.IO. •:NSAYOS DE DIFUSIÓN EN GEL: 

En este ensayo se coloca un antígeno en un ugar cubicno con un cristal. entonces las 
proteínas se difundirán en todas direcciones. si en el medio se encuentra el anticuerpo 
apropiado. entonces se fonnará un precipitado (ver Fig. 1.8. t O.). El diámetro del radio del 
precipitado es directamente proporcional a la concentración del antfgcno.12 

Ab~helgel 

Fig. 1.8.10. 

~ 
~ 

Principio de la inmunodifusión radial simple. El 
antígeno (Ag) es colocado en una placa cubierta con 
agar. el cual contiene eJu~~:~~ff'° apropiado (Ab). 

1.8.J l. DIFUSIÓN DOBLE: 

Se coloca una gota de unt igcno en un pozo de agar y una gota de anticuerpo en un 
pozo adyacente .. los dos se difunden hacia fuera y se unen fonnando un precipitado entre 
los dos pozos. el cual se manifiesta como una linea llamada ºlínea de precipitación'"'". Su 
ventaja es que no requiere de un equipo cspccializ.ado (ver Fig. 1.8. J l .). 1:? 

Fig. 1.8. I l. 

Principio de lu doble difusión en gel. Tanto el 
anticuerpo (Ah). como el anti ge-no ( i\g) s..: 
difunden formando un precipitado (pp). n11:NTI;: <l:?J 
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1.11.12. ELECTROFOltESIS: 

A un pl-1 dado las proteínas adquieren cargas netas positivas o negativas. y pueden ser 
tr •. msportadas en una corriente eléctrica a un electrodo de carga opuestn. De este modo son 
separadas incrementando la sensibilidad en las reacciones de precipitación inmunc.1:! 

1.11.1.3. INMUNOELECTROFORESIS: 

Los anticuerpos se separan electroforéticamcntc. después se colocan en agar junto con 
el antígeno, al cabo de 18 horas de incubación se observa una serie de arcos que precipitan, 
(ver Fig.. 1.8.12.). Esto corresponde a las diferentes reacciones anticuerpo/Bntfgeno que 
tienen lugar en In placa.12 

Fig. 1.8.12. 

o 

o 

0 ~~(2-.J ~~.u~ 

~---- --~-- ---~ 

o 

Principio de Ja inmunoclcctroforCsis (IEP). En el primer 
cuadro el antígeno es colocado en el gel de agar~ en el 
segundo es sometido a electroforesis. en el tercero se 
ugrcga el untisucro en un cone del agar y en el cuarto se 
fonnan una serie de arcos que precipitan. FUENTE <1:?) 
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1.9. l\llCROOl~GANISMOS ESTRESAl>OS 

Los microorganismos cstrcsados son aquellos que son sometidos ~ condiciones poco 
fitvnrnhlcs para su crccimiento9 es decir. condiciones adversas. Los microorganismos que 
cstitn sujetos u estrés ambiental pueden volverse estructural o mctabólicamcntc dnftndos o 
l1cridos. Los organismos daftados están manifestndos por su inhabilidad para replicar en 
mcdio!oo selectivos ma..."i que los organismos tolerantes no dañados.3~ Dichas condiciones 
cstresuntcs o de ultcración se presentan cuando las bacterias contenidas en un alimento 
sufren cambios en su ambiente. El daño puede resultar de muchos procesos alimenticios y 
rnétodos de manejo. incluyendo el tratamiento ténnico, la refrigeración. congelación. 
sccudo e irradiación. o de exposición a preservativos~ acidez o baja actividad de agua.39 

Al ser modificado alguno de los factores anteriores., las bacterias sufren dafto a nivel 
de mcmhrana y por lo tanto dejan de desarrollarse nonnnlmcnte. a ese daiio se Je denomina 
daño suhktal. 

Muchos tratamientos usados en el procesamiento de alimentos y combinaciones de 
éstos pueden inducir daño sublctal a células o esporas. Muchas moditicacioncs celulares y 
molcculurcs pueden ocurrir en las células dañadas. La extensión del daño sublctal y el 
mecanismo del daño varia y puede ser relacionada a las condiciones de estrés. También~ 
más de un sitio de daño puede ocurrir en Ja célula bacteriana por un tipo panicular de 
tratnn1iento suhlctal.zs 

Sin embargo también existen otras causas que pueden hacer más susceptible al estrés 
u una bacteria. Cuando los microorganismos entéricos que habitan en el intestino del 
hombre y de animales de sangre caliente ni ser descargados en las heces están sujetos a 
condiciones de estn!santcs. por ejemplo. ambientes acuáticos., resultando en daño subletal o 
muenc .. H Las superficies de equipos que han sido sanitizados. así como el agua usada en el 
proccsa1niento de alimentos o limpieza de equipo .. puede contener microorganismos 
dañados .. 1 .. 

Las c,mdiciones de crecimiento. antecedentes tales como edad fisiológica. velocidad 
de crcci111icnto. limitación de nutrientes y temperatura pueden influir en la susceptibilidad 
de Jos microorgunismos ni estrés. Por ejemplo E. co/i cultivada bajo diferentes condiciones 
de oxígcnn puC"dc vnrhu en su respuesta al estrés y resulta en la recuperación altcrnda.J1 

Sin cmhurgo. hasta ahorJ muchos de Jos métodos aceptados usados para el 
aislurnicnto y enumer.Jción de microorganismos en alimentos no pcnnitc reparar el estado 
de dallo dL· algunos microorganismos y por ésto falla su detección. Los organismos 
dañados son potencialmente tan importantes como sus contrnpancs nonnalcs. En un 
amhicntc..· favorahle. los microorganismos vegetativos dañados pueden resucitar y volverse 
funcionahncn1c normales.,.., 

Los OH.'.'dios selectivos contienen componentes que no pcnniten la enumeración o 
aislamiento dC' un microorganismo cstrcsado. ya que inhiben su pr<-lCeso de reparación pues 
n:~ultan tú,.i1.:o~ y pueden llegar a causar la mu.:rtc del organismo dañudo. Esto sugiere que 
cuando un medio dcha ser usado. los microorganismos dañados en las mucstr..is deben ser 
pcrmitidllS p¡tra regenerar en un ambiente apropiado previo a su exposición a un medio 
~electivo. Las csporus bacterianas. así como las células vegetativas dañadas. exhiben 
propiedudi:~ ünh:as crnnn un resultado del daño celular inducido durante la exposición a lns 
i.:t 1nd il.:'iorh .. ·~ ~1111hi.:11t~1h .. •s. 1., 
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Las investigaciones hnn indicmJo '"luc. pant la.,. '-·dula:-. vcgctativus dañadas. 
independientemente de la naturalc;,.u del estn.!s impuesto en una pohlacit.'m micrnhiana. (a) 
el daño es rcparJdo cuando Jos organis1nos dañados son 111antcnidns en un ambiente 
npropindo. (b) la temperatura óptima y el tiempo requerido para rcpanlr puede vuriar con la 
naluralczn del estrés. (e) las célulus reparadas complctumcnte n!cupcran su rcsistcnci<.t 
normal u los agentes selectivos en el medio. y (d) el proceso de reparación debe preceder a 
la multiplicación celular. l>or lo tanto es deseable pcnnitir o las células cst.-csadus reparar 
cualquier dai\o antes de ser aisladas o enumeradas por los prclccdimicntos usuales en el 
medio sclectivo.3<,1 

No sólo el procesamiento. el almacenaje y las técnicas de manejo de los alimentos 
ejercen estrés en los microorganismos. También cicnus técnicas usm.fas durante el unálisis 
puede infligir dai\o en los organismos presentes en una muestra. Los efectos de cienos 
ingredientes. velocidad y tempcnttum de rehidmtación de alimcmos desecados. velocidad 
de deshielo de alimentos congelados. tempcraturn de un medio en placa. pueden ejercer 
estrés en los microorganismos presentes en una muestra )' ati.:ctnr su dctL~ción. 
espccinlmcntc paro procedimientos selectivos. El grado de daño incurrido en los 
organismos durante el procesamiento. almnccnamicnto y manejo de nlimcntos afectan su 
habilidad para reparar bajo un juego dado de condiciones. Esto puede resultar en 
diferencias en los requerimientos nutricionalcs. usi como en el ticrnpo y temperatura 
requeridos para rcparar.39 
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EXPERIMENTACIÓN 
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CAPITULO 2. ETAPA F.XPF.RIMF.NTAL 

OBJETIVO PARTICULAR 1 
Aislar l•s entcrohaclerias • partir 

d" alimentos procHados té-rmicamcntc 
para obtener cepas puras 

Actividad 1.1. Aclividad 1.2. 
Toma de 
mucstra!'i la muestra 

de auisados 

Actividad l.J. Actividad 1.4. 
Cultivo de Obtt"aclóa de 

las mucstras colonias puras 

Acll,.idad I .!'. Actividad 1.6. 
Obtención de Soaicacióa 

To1ina LT 

FtJIONTE· ll'ROl'f/\) 

2.1. CUADRO METODOLÓGICO 

OB.IETIVO GENERAL 

00.IETIVO PARTICULAR 2 
Realizar prueba de ELISA para 

comprobar la pnwacla de tosia11 
L Ten las cntcrobacterias •isladas 

OU.JETIVO PARTICULAR 3 
ldentiftcar bioqufmicamcntc a hu 

bacterias cuya ELISA rrsulle po~Uh.·11. 1 
a la to:dna para determlaar su &inero 

Actividad 2.1. AcUvldad 3.1. 
ldeatlllcación 

Bloqufmica 

MR-VP Sll\I 

NITRATO INDOL 

LIA ?\110 

UREA CITRATO 

KLIGER GRA:\1 

OF l\10\'ILIDAD 
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2.2. DIAGRAMA DE llLOQllES 
F.TAl'A EXPERIMENTAi. 

TOMA DIE MUESTRA 

-~ 

4(• 

PROCESAMIENTO DE lA MUESTRA 

~J,· 
CULTIVO 

• l 
DIRECTO EN AGAR l\lcCONKEV 

11:icsrE. 1PN.l1l'IA) 

~ :::;¡,_ - . ' 
REACTIVACIÓN EN CALDO BHI 

,_,_J~~-: 
OBTENCIÓN DE COLONIAS 

- r··_-
LIBERACIÓN DE TOXINA POR SONICACIÓN 

l 
TÉCNICA DE IELISA 

1 
IDENTIFICACIÓN BIOOUÍMICA 
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2.1.1. REACTIVOS: 

PBS 
Twccn 20 
Leche en polvo descremada 
Antisucro 
Conjugado 
Sustrato 
Buffer de fosfatos 
Peróxido de hidrógeno 
Ácido sulfúrico 
Buffer de carbonatos 
Reactivo de KovaC 9 S 
Solución rojo de metilo 

2.1.2. MEDIOS DE CULTIVO 

Agar Mac Conkcy 
Caldo y agnr BHI (Infusión Cerebro-Corazón) 
Agar Hierro Lisina (LIA) 
Medio Sim (Para Sulfuro~ lndol v Movilidad) 
Agar Citrato de Simmons • 

47 

Caldo MR-VP (Rojo de Mctilo-Vogcs Proskaucr) 
Caldo Mnlonato 
Caldo Urca 

2.1.3. DESARROLLO F:Xl'F:RIMF:NTAL 

Los alimentos muestreados son aquellos destinados al consumo de infantes en una 
guardería o estancia infantil del gobierno. cuyas edades fluctúan entre 1 y 2 aftos. Los 
:.l1imcntos fueron diferentes tipos de guisados elaborados dentro de Ja misma estancia,. los 
cuales se en listan a continuación junto con su respectiva clasificación. Esta clasificación se 
realizó con la finalidad de facilitar su identificación: 
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Tahlu 2.3.1. Clasificación a1sigmuh• a lc"5 difcrentt .. "'S tipos de ~uitiuu.los 

Tipo de G uis;,ciu---·--_-_-~C~l~a~si~li~•cu=c~i~ó~n~---T~ipo~~D="-G=u~is~a~d~•-•---~C~l~a~s~ili~•"-·"-"-·i_ó_1_1 
Jamón con vcrdur.1s CJV Ensalada de atún CEA 
Queso tipo Chihuahua LQTCl-J Torta de carne de res CTR 
Pescado empanizudo CPE Carne de res con papas CRP 
Albóndigas con jitomalc CAJ Carne de res para tacos CRT 
Pechuga con '\.'crdur..is CPV Pollo guisado con calabacitas CPGC 
Calabazas con crema VCC Migado de res con cebolla CHRC 
Lengua de res guisada CLRG Pollo con chícharos CPCH 
Pollo con champiñones CPCH Pollo a la mexicana CPM 
Lengua de res con CLRV Pollo con consomé CPC 
verduras 
Sandwich de jamón con CSJQ 
queso 
Pollo ni perejil 
Tonas de papa 
Jamlln en caldillo de 
ji tomate 
Mantequilla comercial 
Picudillo 
Bistec a la mexicana 
Calabacitas en caldillo 
dcjitomntc 
1-"llEN"ffi (f>ROl'IA) 

CPP 
VTP 
CJCJ 

LMCH 
CP 

CBM 
VCCJ 

2.1.4. TOMA DE MUESTRA: 

Frijoles refritos 

Pollo guisado con verduras 
Camemolidn 
Pechuga de pollo frita 

Carne molida con vegetales 
Crema comercial 
Atún con vegclales 

OFR 

CPGV 
CM 
CPF 

CMV 
LCCH 
CAV 

Se tomaron 61 muestras de aproximadamente 50 a 100 g cada una. de cada guisado 
cluhorado. y se vaciaron en bolsas de polictilcno estériles. Cada bolsa se selló y se 
etiquetó con los datos de la muestra para trasladarla en refrigeración al laboratorio y 
proceder u su análisis. Jos datos de cada muestra fueron los siguientes: 

CLAVE: \.'Ct"J:?55Y9 
DESCRIPCIÓN: Calahucitas en caldillo de jitomutc. La uy- es por que se trata de un 

guisado a has1.: de verduras. 
ELAHON.<): Personal del comedor de la estancia infantil de gobierno 
FECHA Dt-: ELAR<>RACIÓN: Fecha en que se elaboró el alimento (25 de mayo d..: 

1999) 
HORA DE TOr\1A: 12:00 horas 
l>IA 1>1--: T()1\1A: 25 de muvo de 1999 
TW.Ai'iSP()f{TE: Kcfrige~du 
TEMrERATURA DE LLEGADA: IOºC 
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2.1.!<. PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA: 

Las muestrJs se proccsn~on en el l~boratOrio·dc. Ba~tcriología de Posgrudo en Ja FES 
Cuautithin Campo 1. · - , 

Cada bolsa con la muestm. a analizar se desinfectó por íucra con alcohol para evitar la 
contnminución externa. · .- ' - .. _ .. :·" < -·.' 

Una vez abierta la bo!so' se_ procedió a ·registrar la tcmpcr..ttura con tcnnómctro 
desinfectado con alcohol y uguu destilada estéril. 

2.1.6. CULTIVO DE LA MUESTRA: 

Como se aprecia en el dingrama de bloques 2.1 .• el cultivo de cuda muestra se realizó 
por duplicado. es dt.."Cir cudu muestra se sembró de dos fonnus .. una llamada Directa en 
agur McConkcy y otra dcnmninada Reactivación en caldo BI 11: 

DIRECTA EN AGAR McCONl<F:Y: Se realizó tomando una asada de la muestra y se 
sembró por estrías dircctnmcntc sobre ngar McConkcy. Esto se hizo con In finalidad de 
asegurar que los microorganismos obtenidos en la Reactivación eran los microorganismos 
cstrcsados durante la preparación del alimento. 

Si el crecimiento microbiológico es alto (mas de 1 O colonias por caja), entonces la 
rnucstrn es dcscanada en In Reactivación. 

REACTIVACIÓN EN CALDO 11111: Se tomaron 25 gramos de Ja muestra y se 
sembraron en 100 mi de caldo Bl-11 estéril. homogeneizando la muestra en el caldo. Dicha 
reactivación es gracias al empico del caldo BHI (Infusión de cerebro y corazón). el cual es 
un medio rico en nutrientes y por Jo mismo puede crecer cusí cualquier bacteria. incluso 
rnohos y levaduras. 

2.1.7. OIJTENCIÓN DE COLONIAS: 

Oc cada muestra se scmhrú unu asada del cal<lo BI U al agur BHI pur estrías pura 
obtener colonias. las cuales ~on bhmcas y no diferenciadas entre si. 

Lns bacterias que en este cuso interesan son las hactcrias entéricas o cntcrohacterius. )o 

como se muestra en el diagrama. su obtención ~e logra por rncdio de la sicmbr-J de las 
colonias obtcnidus en un medio selectivo difcrcnciul. como lu es d ag•lr McConkcy. Por lo 
tanto se sembraron de tbnna estriada. En este n1cdio se obtienen colonias de color rosa ~1 
rojo. característico de hactcri:.ts luctosa positivo. De cndu una de las cajas de agur 
McConkcy se ton1aron cinc<' cnlnnins v "'l." rc!-.t:tnhrnn'n en uL?ar McCnnkcv nuevo pnr•t 4'cr 
unuliL.UdUS postcriornlC'fllC en !'-ll ..::1pa..:io.i:1d di.: rrl>JLi..ir {\>)o.ina.- . 
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2.1.8. OllTENCIÓN DE TOXINA: 

De c:ida cnja de agar McConkcy se tomaron apcqucñas asadas de cada colonia y se 
sembraron por separado en tuhos de rosca conteniendo 2 mi de caldo Bl-fl esterili7.ado 
previa.mente. Posteriormente, u las 24 homs de incubación Jos caldos se resembraron en 
cuido nuevo y se volvieron a incubar a 37 º C. Esta resiembra se repitió dos veces mas. 

Al cabo de obtener cuntro siembras en caldo, éste se ccntrirugó a 2500 RPM durante 
10 minutos a 4 ªC, con la finalidad de separar la mayor cantidad de células del caldo, las 
cuales quedan en el rondo del tubo. Se separó el caldo de las células por decantación. 

2.1.9. SONJCACIÓN: 

En la sonicación se sometieron a ondas somcas n las células por medio de la 
introducción de una aguja especial de acero inoxidable unida a un equipo. para lograr con 
ello In ruptura de las mismas y así liberar Ja toxina contenida en ellas. 

La producción del sonido se logró por medio de un equipo (Ultmsonic Homogenizcr. 
Cole Parmer lnstrument Co. Chicngo Jllinois 60648. Serie 4710). Al encender el equipo7 la 
aguja produce un sonido que rompe lo pared bacteriana. 

La sonicación se hizo en frío para evitar el calentamiento del tubo. sumergiéndolo en 
hielo. También se tuvo cuidado de introducir la aguja en el centro del tubo para evitar la 
rotura del tubo. 

La intensidad del sonido fue de 100 a 120 Hertz durante 1 minuto. Postcrionnente a 
In sonicnción. los tubos se centrifugaron en frio a 2500 RPM durante 10 minutos. 
Nuevamente se separó por decantación el sobrenadantc de las células compactadas al 
fondo. En L'"Sta ocasión el sobrcnadantc se guardó en pequci\os viales estériles. se 
etiquetaron y se guardaron en congelación. 
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2.3. DIAGRAMA DE BLOQUES 
TÉCNICA DE ELISA 
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2.2.1. TECNICA DE ELISA (SISTEMA llE ENSAYO INMIJNOSORHENTE 
CON ENZIMA ACOPLADA): 

Esta técnica consiste en determinar Ju presencia de la toxina LT liberada por la 
sonicación de los cultivos problcrna por mc<lin de la n:o.1cción antígcno-unticucrpo, donde el 
antígeno es la toxina problema y el anticuerpo es la antitoxina de un con~jo inoculado 
previamente con la toxina L T de E. co/i. 

A continuación se describe el procedimiento para la rcnli7.ación de h.1 técnica de 
El.ISA. así como la preparación de cada uno de sus reactivos. 

Para el desarrollo de la técnica se empicó una microplnca de plástico desechable con 
96 pocillos (ver Fig. 2.2.1.). y se tuvo cuidado de tomarla siempre con las manos por los 
lados sin tocarla por Ja parte de abajo. ya que la grasa de Jos dedos se queda adherida a la 
placa dando lugar n un error en la lectura cspcctrofOtométricn. Cada muestra se analizó por 
duplicndo. usí como también los controle:-. de la prucha (ver Fig. ::?.2.:!. ). 

Al_O_ O O O 
H O O O O 
C¡O U O O DIO o o o 
E O O O O l'li o o o c;oooo 
110000 

1 ~-3-4 

Fii;. 2.2.1. 

Placa de mi..:rotitulación 
11 1 ..,. , , (~lll 

Fig. ::!.2.2. Suero+ conjugado (Testigo+) 

o o o () o () <>-o_/ 
o o o o o o o o - Suero (Testigo+) 
o o o () o (_) () o Suero + conjugado 
o o o o () o () o - Conjugado (Testigo+) 
o o o o () o o o ~(Testigo-) o o o u o u o o 
o o o o u o o o 
o o () o u o () o Conjugado l rcstigo -) 

5 6 7 H 9 10 11 12 

Rcprcscnt~11...·iú11 c..lc h1 1ni'-'roplm:;.1 <le titul:i'-'Í~'ll 
1 Ul-..NTE 1 l'KOl'IA) 
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L DILUCION IJF.: LA J\-1UESTRA: Se realizó una dilución 1:10 <le la muestra en 
huncr <le carbonatos. colocunJn 1 O µL de muestra por cudu CJO µL de buffer de 
carborn.uus a cu<lu pozo. Primero :-oc vaciaron lo:-;: 90 µL de bufTcr y luego 1 O ~lL de 
muestra (Toxina). 

2. SENSIBILIZACIÓN: Las muestra:-;: diluidas se inéubaron toda una noche a 4 ºC con 
la finalidad de pcnnitir que el antígeno (Ag o Toxina) se unicm u los pocillos elegidos 
(ver Fig. 2.2.3.). 

Fig. 2.2.3. 

Ag 

Ag. Ag 

/ \ 

Pozo scnsibilizndo con antígeno (Ag) 
FUION1T.:.: (PROPIAl 

3. INACTIVACION DE ENDOl'EROXIDASA: Se eliminó la muestra no lijada 
mediante lavados con PBS-T\\'ccn y posteriormente se adicionaron 10 µL de peróxido 
<le hidrógeno (l-b02) a una concentración de 3%. se dejó agitar durante 5 minutos. 

4. LA V Al>O: Se decantó el liquido y se lavó con PBS-Twccn ni 0.05%. adicionando 
100 µL por pozo de éste. Se agitó durante 3 minutos y se eliminó el liquido. Se 
repitió la operación de lavado cinco veces. 

5. SATURACION: Se agregaron a los pozos vacíos 100 µL por pozo de leche 
<lescremadu en polvo nu.ircu Svclty Jiluida al 3% en PBS. esto es p.arJ suturar lus 
espacios vacíos que quedaron t.,l los pozos. (ver fig 2.2.4.). 

6. LAVADO: Se repitió el paso 4 
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Fig. 2.2.4 

Ag 

""-
Pozo saturado 'con antígeno (Ag) y leche 

descremada (B) 
FUl!NTli: (rROl'IA) 

6. INCUBACIÓN: Se incubó la placa o 37 ºC durante una hora. 

7. LAVADO: Se repitió el paso 4. 

8. ADICION DEL ANTISUERO (PRIMER ANTICUERPO): A los pozos ya lavados 
y vacfos se adicionaron l 00 µL a cada uno de antisucro diluido a 1: 1800 en solución de 
PBS 

9. INCUBACIÓN: Se incubó la placa a 37 ºC durante una hora 

10. LA VADO: Se repitió el paso 4 

11. ADICION DEL CON.JUGADO (SEGUNDO ANTICUF.Rl•O CON PROTEÍNA A 
Pfo:ROXI DADA): A cada uno de Jos pozos lavados)' vacíos se les adiciotrnron 100 Jl L 
del conjugado diluido u J :256 en solución de PBS 

12. INCUBACIÓN: Se incubó la placa a 37 ºC durante una hora 

13. LAVADO: Se repitió el paso 4 

14. ADICION DEL SUSTRATO (ORTO..-ENILENDIAMINA): El sustrato se preparó 
al momento de ser utilizado: y se diluyó una tableta de 1 mg en buOCr de fosfatos. A In 
solución de buflCr se le agregaron 40 µL de H::O:! al 30 % por cada 100 µL de 
solución después de diluir la tableta. Una vez disuelta la tableta. a cada pozo se le 
agregaron 100 µL de In solución y In placa se incubó por unos minutos hastu 4uc :-o.e 
dc..~nrrolló color entre amarillo y café en el control positivo. 

15. INCUBACIÓi"\: S1.: ini.:uhú la placa u ::07 <.:por 5 minuto:-.. 
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16. DETENIMIENTO D•: LA REACCIÓN: Una vez desarrollado el color, la reacción 
se detuvo con 50 ó 100 µL por pozo de 1-hSO.i 3M. 

17 .. LECTURA: Se leyó Ja placa en un espcctrotbtómctro (Microplatc Rcader. Biorad, 
Modcl 450) a 450 nm. calibrando primero el equipo con una placa vacío y limpia. (Ver 
l'ig.2.10.1.) 
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CAl'ITULO 3. RESULTADOS 

Se tomuron un total de 61 mucstrJs alimenticias .. de las cuales se obtuvieron 5 cepas 
por cnda muestro .. dnndo un total de 305 cepas anali7.adus. 

La..c;. muestras alimenticias se clasificaron en 4 diferentes tipos de guisados. de acuerdo 
a su base principal como son: guisados a base de carne .. guisados cluborados a base de 
verdura..-;: .. lácteos y oleaginosas. 

En la tabla 3.1.1. se muestra Ja clasificación de las cepas. de las cuales 2 t 7 resultaron 
negativas en los guisados elaborados a base de carne .. 27 cepas resultaron sospechosas y 
sólo 3 fueron positivas en la técnicu d.: ELISA. Paro los guisados elaborados n base de 
verduras.. 1 O cepas resultaron negativas. 1 sospechosa y 2 positivas. En cuanto a Jos 
lácteos. únicamente se obtuvieron 9 cepas negativas en la técnica de ELISA y no huho 
cepas sospechosas o positivas. Por otro lado. en los guisados elaborados a base de 
oleaginosas se obtuvieron 3 cepns negativas y sólo 2 sospechosas. sin obtener ningunn cepa 
positiva a ELISA. 

Como lo indica la tabla 3.1.1 .• el total de las cepas negativas es de 239. le siguen las 
ccpus sospechosas con 30 y por último están las cepas positivas con sólo 5. 

Del totnl de las cepas rcprcscntndas (ver Gráfica 3.1.1.). solo 274 son lus rcsult.untcs 
en el análisis. quedando 30 cepao; como descartadas. de las cuales 25 fueron obtenidas de 
guisados a base de carne y las 5 restantes~ se obtuvieron de guisndos elaborados a base de 
verduras; una cepa se reporta como perdida durante el análisis. Sumando todo se obtiene el 
rcsultndo final de 305 cepas obtenidas de 61 alimentos muestreados. 

Tublu 3.1.I CEPAS POSITIVAS A LT 

fl'""P'"""- ---... ~:.-.... - -·-~ 
.. -'"n 
::i... -· -- - _:._::] 

NEGATIVAS 217 

SOSl't:CllOSAS 27 

l'OSITIVAS 3 

DESCARTADAS 25 

1 ITI NIL (l'IUJl'IAI 

10 9 

o 

2 o 

5 o 

3 

2 

tl 

(] 

239 

30 
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30 
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En la tabht 3.1.2. se presentan resuhadc1s cxpresudos en porccntnjes de cnda uno de lo~ 
diferentes tipos de guisados. 

Como se puede upreciar. las cepas negativas ocupan el nu1yor porcentaje \:on 7 1. 14'?-ú 
para los guisndos elaborados a base d\! curnc. le siguen en orden dt...~cendcnte las cepas 
sospechosas con 8.85% y sin contar las cepas descanadns .. le siguen las cepas positiv~ts: 
ocupando el 0.98% del total de las cepas obtenidas. 

En cuanto a Jos guisados a base de verduras. las cepas negativas ocupan también el 
mayor porcentaje. con 3.27%. le siguen. sin contar a las dcscanadns .. las cepas posi1ivas cnn 
0.65%. quedando en último lugar las cepas sospechosas con 0.32°/o. 

Para los lácteos. sólo resultaron negativas a ELISA el 2.95% del total de Jus cepas. sin 
resultar ninguna cepa positiva o sospechosa. 

En lo relativo a los guisados elaborados a base de oleaginosas. el 0.98o/o es el mayor 
porcentaje ocupado por las cepas negativas y el menor es 0.65o/o para las sospechosas. sin 
resultar ninguna cepa positiva. 

Por lo que respecta u las cepas dcscanadas del análisis: se reponaron 31. de las cuales. 
25 pertenecen a guisados elaborados u bnsc de carne. ocupando el 8. l 9o/o, 5 se obtuvieron 
de un guisado elaborado a hase de verduras. con el 1.63% y una se reportó como perdida 
durante el análisis. espccificnmcntc en el paso de la sonicaeión: la cual representa el 03::?.0/o. 
Cabe mencionar que dichas cepas dcscanadas son resultantes de 6 muestr;is de guisados. de 
los cuules 5 fueron elaborados u base de carne y uno a base de verduras. 

Del total de las cepas visualizado en la tabla 3.1.2. se puede mencionar que, como ya 
se puntualizó anteñormente. el mayor porcentaje lo ocupan las cepas negativas y el menor 
corresponde a las cepas positivas. por lo que. sumando los totales de cada porccntnje 
obtenemos un gran total de 99.61 %. u lo cual se le suma el porcentaje correspondiente a lu 
cepa perdida. dando el total final de 99.93°/n. 

Tahla 3.1.2. CEPAS POSITIVAS A LT EXPRESADA EN PORCENTA.IES 

NEGATIVAS 71.14 

SOSPECllOSAS 8.85 

POSITIVAS 0.98 

DESCARTADAS 8.19 

------- -· - -~-----¡'"'"! 

-==--.:~ ... ::.· .... ~ - ....:-»- - ""'" 

3.27 2.95 

0.32 o 

0.65 o 

1.63 o 

0.98 78.34 
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Se realizó la identificación bioquímica solamente a nqucllns cepas que resultaron 
positivas u In técnica de EL.ISA. es decir. n las que según el Sistema de Ensayo 
Jnmunosorbcntc con Enzima Acoplada son microorganismo productores de To.xim1 
Tcnnolábil LT. 

Los resultados se encuentran expresados en In tabla 3.1.3.9 donde si.: Jos tipos di.! 
pruebas bioquhnicas realizadas y los resultados obtenidos de cada una. 

T11bla 3.1.3. RESULTADOS DE IDENTIFICACIÓN BIOQUIMICA DE l,AS 
CEPAS POSITIVAS A L. T 
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Se leyeron Jos resultados bioquímicos obtenidos y ml!diantc rnblns estnblecidus. se 
obtuvieron los tipos de bacterias. tanto género como especie de cmJn una. al que pertenecen 
las cepas. 

Los resultados se dcsglosnn en la tabla 3.1.4 .• donde se puede ver que de la cepa · 
número S de la muestra 28 de pt..'"Chuga con verduras ~e obtuvo Enterohucter c/aacue. así 
como de la cepa número 1 de la muestra 15 de jamón con verduras. 

De Ja cepa 3 de la muestra 25 de calabacitas con crema se logró id en ti ficnr u la 
bacteria Protcus spp. 

Por último de la cepa 1 de la muestra 25 de las n1ismas calabacitns con cremn~ nsi 
como de Ja cepa 2 de la muestra 15 de jamón con verduras. se aisló la bacteria Serruliu 
rubicleu. 

Tabla 3.1.4. TIPOS DE CEPAS OBTENIDAS DE LA IDENTIFICACIÓN 
BIOQUiMICA 

28-5 

15-1 

25-3 

25-1 

15-2 

. -----·- -¡ 

Enterobactcr 
c/oacae 

Enterohactcr 
cloucue 

Proteu...-...-pp 

Scrralia ruhid,•a 

Serratiu ruhideu 

Carne 

Carne 

Verdura 

Verdura 

Carne 
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CAPITULO 4. IJISCllSIÓN 

Considerando que los alimentos son consumidos por niños muy pcqucilos. se debe 
tener en cuenta la higiene con que se preparan. los tr .. ttnmicntos. sobn! todo tos h!nnicos a 
los que son sometidos. vigilar 4uc scun los adecuados y que las condiciones de 
almacenamiento cumplan con Jo necesario pura evitur un posible desnrrollo microbiano. ya 
que se han rcponado muchos casos de cnfenncdadcs diarreicas que afectan 
mayoritariamente a niños. Por ejemplo Rcstuino ( 1980). quien fue el primero en reportar 
un brote de Yersiniu cnlerocoliticu. dice que ... Solo un brote causado por Yer.<tiniu 
cnteroco/Í/icu ha sido documentado. aunque ILL"> fuentes alimenticias estuvieron implicadas 
con otros brotes. ocurrió una en fcnncdad en una escuela de niftos en el condado de Oneida. 
Nueva York. La leche de chocolate e?o>tuvo determinada como el vector de transmisión. El 
scrotipo 0:8 fue aislado de un cartón de leche sin abrir y de niños hospitali7.ados.H2s La 
Doctora Prado y colaboradores scílnlan que •· ... los E. coli ocupan un lugar destacado entre 
los agentes cnusnles del síndrome diarreico agudo en niflios. Además se ha podido 
comprobar que son los rcsponsahlcs de la llamada diarrea del turista ... ·•H 

l .n rccupcracilm de bacterias inhibidas Je alimentos procesados es muy importante. se 
n:cupemron bacterias daftadas o comú11111enh! reportadas en la literatura como bacterias 
alteradas. en alimentos procesados. Los tr.1tamicntos a los que son sometidos los 
alimentos. tales como calor. frío. cambio de pH. acidez. presión. condiciones de oxigeno. 
actividad de agua. etc .• pueden crear condiciones de alteración para las bacterias. que 
pueden causarles daño subletat como lo afirma Rcstaino (1980). uMuchos tratamientos 
usados en el procesamiento de alimentos y combinaciones de tratamientos pueden inducir 
daño suhlctal a células o csporas ... ··~ 5 También se puede llegar u ocasionar la mucnc del 
microorganismo. como lo explica Kounev ( 1989) h Es bien sabido que las temperaturas 
pueden afectar n los microorganismos de diferentes formas. pero en algunas instancias 
puede dcstn1ir completamente a la bncteria··. El daflio sufrido por el microorganismo puede 
ocasionar cambios o alteraciones en el metabolismo celular. o producir ruptura en la 
n1cmhrana celular. 

Por lo ta11tn. par..i recuperar a los microorganismos se requirió del empico de un medio 
de cultivo en el cual .se pudieran 1·cparar del daf\o sufrido. dicho medio cn1plcado fue el 
caldo BHI (Infusión Cerebro y Corazón). ya que con hase al estudio de Rcstaino ( 1980). es 
un medio simple y no selectivo ••Las condiciones o tratamientos especiales son. requeridos 
para regresar a las células a su estado nonnal. Las células dañadas son capaces de reparar y 
n1ultiplicarsc en un medio no selectivo:~~=" El hecho de recuperar a un microorganismo que 
ha sido inhibido de nlguna fonna. implica que tiene que .ser reparado primcrdn1entc antes de 
ser sometido a un ambiente selectivo. Nuevamente Restnino ( 1980) señala la importancia 
e.Je ésto .. ~1uchos investigadores han t:nfuti7 .. .udo lo indispensable de la reparación o 
resucitación de células bactcrhmas dañadas antes de: que las células sean expuestas a 
cnmpunenlc~ selectivos. l.os 111icn."10rganismos dañados sublctalmcnle post..~n 

características de crecimiento alteradas:· .. .., 
También Allcn y colaborndorcs ~( 1941) 1nencionan que: .. Los métodos de cultivo 

estándar para la detección de Salmonclla gcner.:ilmcntc consisten de los siguientes pasos: 
precnriquccimiento por 24 hor..is: enriquecimiento selectivo por 24 horas siembn1 en placa 
:--elcl.'."tiva ptlr ~..i_¡s horas; :-- cuntim1aciún hioquimicu :- s..:rológica d..: colonias 
sospcchosas:·J: En comparución. se cfCctuaron enriquecimientos para activar a las 
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bacterias alteradas untes de sembrar lus muestras en agar McConkcy. el cual es selectivo. y 
las condiciones de incubación fueron por 24 horas a 37 ºC. al igunl que Allcn y 
colaboradores (1991). Doylc y Hugahl (1983) empicaron dos n1étodos de recuperación de 
>: cntcrocolítica 9 uno que es enriquecimiento en frio (4 ºC por 14 o 21 dias) en solución de 
tOsfoto bofcmda (PBS) y otro rnás rápido, ef enriquecimiento selectivo en Cuido Rappaport 
modificado (MRB) (a lcmpcnttura del cuarto por 2 días) ~\ .. encontraron que el 
enriquecimiento en ros seguido por el tratamiento con álcali diluido recuperó el mayor 
número de organismos ... ~·3t. En contraste. se optó por utili7..ar el caldo BHI como un medio 
de enriquecimiento. la tempcratun1 empicada íuc de 37 ºC y se realizó el enriquecimiento 
en caldo Blll. 

En cuanto a los microorgWlismos que no fueron alterados. pero que se encontraban en 
los alimentos muestreados, es decir. los microorganismos que crecieron en el cultivo 
realizado directamente en agar McConkey no f"ucron anali7...ados. Cabe mencionar que la 
contaminación de dichos alimentos pudo tener lugar después de la preparación. lo que se 
debió probablemente n una mala manipulación del alimento por pane de las personas que Jo 
elaboraron. como por las ¡x..TSOnas que lo muestrearon. 

Haciendo una comparación con la Nonna Oficial Mexicana NOM-114-SSA 1-1994. 
Bienes y servicios. Mt!todo para la determinación de Sulnwn,•/Ja en alimentos: "Este 
procedimiento puede aplicarse a agua potable. agua purificada. hielo y alimentos 
procesados ténnicamentc, así como a muestras destinadas a evaluar la eficiencia de 
prácticas sanitarias en la industria alimentaria. Este procedimiento debe seleccionarse 
cuando Ja densidad esperada es como mínimo de una bacteria en JO mi de producto liquido 
o una bacteria por gramo de alimento sólido.'" Todas las muestras, incluyendo las ccpns 
dcscanadns qucdan1n dentro de esta nonna puesto que la cantidad de alimento en Ja 
mayoria de las muestras era en promedio de 1 OOg. 

En contraste con la Nonna Oficial Mexicana NOM-F-1989. Leche Pasteurizada que 
establece que el limite máximo de Organismos colifonncs es de 1 O. las cepas descartadas 
no quedan dentro de esta nonna. 

Para In detección de la toxina LT producida por varios hactcrias pertenecientes n la 
familia Enterohuc:t,•riuceac. primero se dctcnninó romper a las células bacterianas 
~ometiéndolns a sonido. para así poder liberar dicha toxina. Tornando como referencia u 
Gnugcon y coluboradorcs (l'}Q7) quienes describen que ·· ... las bacterias crecieron bajo 
condiciones aeróbicas por 18 horas a 37 ºC en agar soya tripticasa. Los microorganismos 
que crccicn1n se sonicaron en un Sonicador Ccll Disruptcr por 1 O minutos: la suspensión 
(lbtcnida fue centrifugada por 30 minutos a 4 ºC. y el sobrcnadante fue filtrado a través de 
un filtro f\.1illiporc ... ··1 1 : se sembró en caldo BHI. como ya se mencionó. con incubación de 
::!4 horas u 37 ºC y cada una de las cepas obtenidas se sonicaron. al igual que Gougcon y 
colaboradores ( 1997). en un sonicador Ultrasónica 1-fomogenizcr de Cole Panncr 
lnstrument y postcrionncnte se centrifugaron. La separación del sobrcnadante se hizo por 
decantación. el cual fue recuperado en viales estériles porque nquí estaba presente In toxina 
1.T. cabe señalar que tanto Ja sonicación como la centriCugaciún se hicieron en frío. para 
&:vitar la posible pérdida de la toxina debido a que es tcnnolábil. 

La presencia de la toxina L T se determinó por medio la técnica de ELISA (Ensayo 
lnmunosorhcntc Ligado a Enzimas) por ser la mas sencilla y fácil de aplicar en el 
l.uhoratnrin. adcn1ás de que varios autores manifie~tan que nn es complicada y tiene una 
dc.:v¡¡J¡¡ M:nsibilidad. o·aoust y Scwcll ( 1988) dicen que ··1.os métodos inmunológicos. 
incluyendo el anticuerpo fluorescente. serología de cnriqw •. 'Cimicnto. procedimientos de 
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cnsayn dc.:: Enzima lnmunosurbcntc directo e indirecto (ELISA). hm1 figurado 
prcdomim.mh:n1cntc en la búsqueda por las hcrramientn.'i de diagnóstico sensible y 
rúpidu.··~7 

También Noah y colabnr.1dores hablan de como ...... el desarrollo de anticuerpos 
monoclnnalcs ha hecho posible dctcnninar lu presencia de microorganismos en alimentos 
c1.in un ensayo inmunocnzimático de enzima unida (ELISA) que puede detectar de 104-105 

células/mi de muestra con pocos problemas de rcactividad cruzada. Porque el 
procedimiento de ELISA puede detectar n los microorganismos de interés en cultivos 
mczcludos. el ensayo es más rápido que otros métodos."":?<• 

Para su aplicación la técnica de ELISA requiere de hacer por duplicado o triplicado 
cu<la una de las pruebas para verificar los resultados finales. por lo que se empleó un 
segundo pocillo por cepa. colocando la misma cantidad de reactivos a cada uno. 

Como ya se mencionó anteriormente. cinco cepas resultaron positivas a la técnica de 
ELISA y treinta cepas resultaron sospechosas a la misma técnica. por lo que se sugiere 
empicar un suero monoclonal para su estudio. pues aqui sólo se empicó un suero policlonal. 

En el resultado de la identificación Bioquímica se obtuvieron las siguientes bacterias: 
Enwrohu,·rcr cloacac (dos cepas) Proteus spp. (una cepa) y Serratia ruhidea (dos cepas). 
Las cepas de E1lfL•rohucter y una cepa de ~\i:!rratiu r"bidcu fueron ohtenidas de guisados 
clahoraJo!'> a bu!'>e <.h; carne. las otras u.._,s cepas restantes. fueron de guisados elaborados a 
base de verduras. Esto nos demuestra que no solo las bacterias mencionadas anteriormente 
pueden producir toxina L T. sino que hay otros microorganismos pertenecientes a la misma 
familia que también pueden producir dicha toxina. Gougcon y colaboradores ( 1997) dicen 
que uEspccics de Klch.vicllu oxyloca (2). Cilrobaclcr freundii (2). En1,•robt1cter c/oacac ( 1) 
y E.w:hcrichiu coli ( 1) aisladas de agua ambiental fueron identificadas como especies 
productoras de cntcrotoxina tennolábil L T por métodos inmuno1ógicos y reacción en 
cadena de la polimcrasa.'"'"3 1 Es por esto que los microorganismos identificados 
mencionados son importantes porque pueden llegar a causar enfermedades diarreicas si se 
llegan a cncontrJr en los alimentos 

l'or todo lo anterior se puede cnfittiz.ar la imponancia de la recuperación de 
microorganisn1os alterados de alimentos procesados. ya que dentro de éstos las bacterias 
pueden encontrar condiciones necesarias y suficientes para volver a activars&: después de 
<.·icrtn tiempo. incluso algunos autores ¡1tirman que algunas bacterias son resistentes a 
condiciones cstrcs¡mtcs :->t.:vcra~ ·· ... un sobreviviente de la litcraturd indica 4uc Shigc:llaL~ no 
es panicularmcntc frágil y que pui.:de sobrevivir por varios días bajo condiciones adversasº 
Smith y Buchanan (1992). 

T¡1rnbiCn es imponnntc la rccupcración de microorganismos a nivel industrial porque 
podría uyudar u verificar que los tratamientos a los que son sometidos k.,s al imcntos. son 
efectivamente adecuados parn. lu inhibición de las bacterias contenidas en ellos. ya que en 
ulguno~ estudios se ha comprobado que las bacterias pueden volverse resistentes a ciertas 
condiciones de alteración. !\1ackey y Derrick ( 1986) en su estudio rcali7..ado reportaron que 
.. , Jrm ~ccuencia fisiológica del choque térmico es una resistencia elcvada al cambio 
subsecuente de calor .. :·,7 Esto podria si.:r útil para verificar el transporte de los alimentos 
antes dc ser proccs~1dos. comn por ejcmpll' en la pasteuri7..ación de la lcch~. Nuevamente 
Mackey y Ocrrick ( 1986) dicen que ""Células expuestas u tcmpcrJturus elevadas por 
rteriodos relativumcnlc corto~ rtueJcn ser más resistentes al calor .. .n. 
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CAPITULO~. CONCLUSIÓN 

1. Se logró la recuperación de microorganismos patógenos de la familia 
Enterohactcriuceac por medio del empleo de caldo 01-11 y agar Bl-ll (Infusión 
Cerebro-Corazón) después del tratamiento tém1ico nonnal de cocción de los 
alimentos. Esto indica que las bacterias pueden pcnnaneccr en un estado latente en 
los alimentos. y que al encontrar condiciones adecuadas. éstos pueden comenzar a 
desarrollarse nuevamente después de reparar el dai\o hecho por el tratamiento 
ténnico principalmente. 

2. Se dctcnninó la presencia de la toxina L T de.: las bacterias recuperadas. la cual fue 
detectada por la técnica de ELISA. 

3. Se identificaron bioquimicamcntc a las bacterias positivas en la técnica de ELISA. 
obteniéndose los siguientes géneros y especies: Entcrubucler c/oacue, Pruwu . .,,· ~pp. 
y Scrratiu ruhidea. las cuales pueden llegar n ser imponantcs cuando se lleven 
acabo estudios epidemiológicos. 

4. Por los resultados encontrados. con respecto a la presencia de la toxina L T, además 
de E. coli. existe la posibilidad que otras Entcrobactcrias productoras de la toxina 
puedan causar también enfcnncdad diarreica en los niños que se encuentran en 
estancias infantiles por el consumo de alimentos contaminados. 

5. Los alimentos deben conservarse en condiciones apropiadas después de ser 
preparados. y sobre todo si no van a consumirse inmediatamente. 

6. El hecho de recuperar microorganismos cstresados de alimentos procesados es 
importante porque puede indicnr la cfcctividnd del tr..itamiento al que es sometido el 
alimento. además de que puede ser útil en la verificación de las condiciones de 
almacenamiento del mismo. 

7. Se rccomicndn empicar antisucros monoclonales contra estos microorganismos para 
establecer si las cepas encontradas como sospt..."Chosas producen toxina t .. T. 

8. Se sugiere establecer t::I carácter patógeno de esta.....; toxinas realizando pruebas 
hiológicas o en cultivos de tejidos. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



APÉNDICE 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

65 



INDICE 

Identificación Bioquímica 
Fundamentos de cspcctrofotomctria 
Composición de medio de cultivo utilizados 
Soluciones empicadas en la técnica de ELISA· 
Lista de abreviaturns 
Lista de significado de palabras 

1 
11 

111 
IV 
V 
VI 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



67 

IDENTIFICACIÓN HIOQUÍMICA 

PRUEBAS DE FEKMENTACION DE LOS HIDRATOS DE CARBONO 

;.. PRINCIPIO 

Esta pnJcba nos ayuda a detenninar la capacidad de un organismo a fcnnentar 
(degradar) un hidrato de carbono específico incorporado a un medio bá...o;;ico. produciendo 
ácido. o ácido con gas visible. 

Lns fonnas de fcnnentación son características de bacterias que fermentan la glucosa. 
como todos los miembros de las Entcrobactcriaccac. así como de las que fennentan la 
glucosa y la lactosa. como E.w:herichiu co/i. Klebsit.."!lu. grupos de Enterohucter y Ycr.dnlu 
e111erocolitica.3 

;¡.. BASES BIOQUIMICAS 

Los hidratos de carbono se clasifican como: 1) monosacáridos. aldehídos 
polihidroxilicos o cctonas. 2) polisacáridos u oligosacáridos. productos de condensación de 
dos o más monosacáridos (polimeros de los monosacáridos), o 3) alcoholes polihidrícos y 
ciclitolcs (inositolcs). productos de la reducción de los monosacáridos.~ 

Un monosacárido o azúcar simple está compuesto generalmente por J a 6 carbonos: 
critrosa .. un azúcar con 4 carbonos (tctrosa). ribosa. xilosa y arabinosa .. azúcares con 5 
carbonos {pcntosa). glucosa (dextrosa). fhtclosa {lcvulosa). galactosa y manosa. azucares 
con 6 carbonos (hcxosa).3 

Los disacáridos son polisacáridos (oligo~cáridos) compuestos por unidades de 
rnonos.acárido. Glucósido es un tcnnino gcncr..11 que dl!signa a un disacárido .. sin tcn.:r en 
cucntu el azúcar que contenga. 

El trisacárido rafinosa eslá compuc..~to por tres monosactiridos: glucosa. fructosa y 
gaJactosa.1 

Los alcoholes que colectivamente rl!'cibcn el nomhrc de .. azúcares"" son d adonitol, 
dulcitol. manitol y sorbitol; todos son alcoholes polihídricos producto de la reducción de un 
monosacárido.1 

Los polisacáridos. trisacáridos y disacáridos son dcma..."iiado complejos para entrar en 
una célula bacteriana .. por lo que primero son cataboliz..::idos en monosacáridos menos 
complejos por enzimas cxtracclulares (pcnneasas) de mancrJ que pueden penetrar en In 
célula.J 

La fermentación es un proceso mctabülico Je oxi<lación-n:ducciún ,u1'1t'nihic.·o en el 
cual un sustrato orgánico sirve como accptor Ji: hidrógeno linal (accph.'lr Je electrones) en 
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lugar de oxigeno. La fi.:nncntución de los cnrbohidrulos Jun .. por lo tunto,. productos finales 
reducidos como ox idados._i 

El tipo de productos finales producidos por la ICrmcntación de JoS hidratos de carbono 
depende de varios facton:s. como: 

• Tipo de organismo que lleva u cabo el proceso de fenncntnción. 
• Naturalc7..a del sustrato que debe ser fcnnentado. _ 
• En ocasiones los factores ambientales como temperatura y acidez. 

Los productos finales de la fermentación de los hidratos de carbono y los alcoholes 
denominados como "ºazúcares .. son: gases hidrógeno y anhídrido carbónico; algunos pocos 
ácidos; algunos alcoholes y una cctona.3 

Algunas bacterias pueden fcnncntnr anacróbicamcnte la gluco~ otras Ja oxidan y 
otras la mctaboli7...an por ambos métodos. mientras que otras no pueden utilizarla. Las 
boctcrins que fcnnentun un hidrato de cnrhono son rmr lo general anaerobios facultativos.3 

l.os produclos finnlcs curnctcrislicos de 1u ti:m1cntnción bacteriana son: 

J. Ácido láctico 
2. Ácido acético y fónnico 
3. Ácido láctico y alcohol etílico (etanol) 
4. Alcohol etílico (etanol) 
5. ~cetilmctilcarbinol (acctoína) y CO:i: 
6. Acido succínico o ácido propiónico 
7. CO:i: y acetona n alcohol isopropílico (isopropanol) 
8. Ácido butírico a alcohol butilico (butanol) 

El grupo colifonnc puede dividirse en dos categorías: 1) las que producen diversos 
productos ácidos mixtos. y 2) las que producen butilcnglicol como principal producto 
finul.3 

Los 1nicroorganis111os ácido mixto~ pn,du'-:'cn tus siguientes productos: ácidos 
fórmico. acético. láctico y succínico; etanol y CO.: y 11.: : pero no butilenglicol. El alcohol 
es formado por la fcnncntación alcohólica: el ácido láclico. el ácido acético y el C02 son 
tOnnados por la fcrmcntución liicticn.J 

l'RUF.HA DF. LA DECARBOXILASA (LISINA-OH.NITINA-ARGININA) 

:..- PRINCIPJ<> 

~1cdir la c:1..,acid:id cn;,imñtica c.IL• un nrguni.,,mn ·k d1.·~carhoxilar un aminoácido para 
1~1r11w.r una a1nina. con la ~on~iguicntc: alcalinidad. 
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Estas prucbns se cmplcun fundumcntalmcntc par..i dctcnninar grupos bacterianos entre 
lus Entcrobnctcriaccuc. Los aminoócidos dcscarboxilados son la 1isim1, la omitina y la 
argininu.1 

;.. BASES BIOQUIMICAS 

Ln dL'"SCarboxilación es el proceso por el cual las bacterias que poseen enzimas 
dcscarboxilasas específicas son capaces de atacar u Jos aminoácidos en su grupo carboxilo 
(-COOH). dundo una amina o una diamina y anhídrido carbónico. 

Las tres dcscarboxilasas importantes utilizadas paro la identificación bacteriana son la 
lisina. la omirina y la arginina. Estas dcscarboxilasas son formadas por un organismo 
solamente cultivadas cn un medio ácido en presencia de un sustrato cspccifico9 y los 
productos de la dcscarboxilación provocan una desviación del pH hacia la alcalinidad. l..u 
dcscarboxilación está limitada a aquellos aminoácidos que poseen por to menos un grupo 
químicamente ~ctivn que no sea una amina (-Nll:) o un grupo carboxil(-COOt 1). y la 
descomposición de los aminoácidos se produce anaeróbicmncntc. 

El aminoácido L-lisina sufre la dcscarboxilación para dar cadaverina (una diamina) y 
anhídrido carbónico por acción de la enzima especifica lisina-dcscarboxilasa. El 
aminoácido L~mitina es dcscarboxilado por la enzima omitina-dcscarboxilasa para dar la 
diaminn putrcscina y anhídrido carbónico. 

Se cultiva la bacteria estudiada en anacrobiosis recubriendo la superficie del medio 
con parafina o vaselina. Con el sellado de los tubos. todo el oxigeno no combinado es 
consumido por el organismo durante la fase de crecimiento inicial y dur.1ntc la 
dcscarboxilación el pH del medio aumenta (hacia la alcalinidad) a medida que se produce 
anhídrido carbónico. Como el pl-1 puede ser controlado. es posible incorporar un indicador. 
ya sea púrpura de bromocrcsol y/o rojo de crcsol en el medio.3 

PRUEBA DEL ÁCIDO SULFHÍDRICO 

;.. PRINCIPIO 

Dctcnninur si se ha lihcrado ácido sult11idrico (Sl-b) pnr acc1on cnzimuttc;.1 de lo~ 
o.m1inoácidos que contienen azufre. produciendo una reacción visible de color ncgro.i 
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U/\SES IJl0Qlll:0.11CAS 

La prntcúlisis úc las proteínas da aminoácidos individuales: algunas especies 
bacterianas hctcrotrúticas son capaces de liberar azufre cnzimáticamcnte de los diferentes 
aminoácidos que tas contienen .. produciendo el gas ácido sulfhídrico. Ln peptona .. la 
cistcina. la cistina y el tiosulfato .. son fuentes de azufre .. pero las bacterias utilizan distintos 
compuestos o aminoácidos que contienen azufre para producir SH2. La enzima responsable 
es Ja cistdnasa. Los aminoácidos que contienen azufre son: Cistina .. Metionina. Cistcína. 1 

Un organismo que produce Sl-'2 cultivado en un medio orgánico como la peptona .. 
reduce el azufre por hidrogenación. produciendo el gas SH2. Como la reacción se lleva a 
cabo en dos clllpas es nt •• ~csaria la presencia de dos indicadores: una sal llamada Citrato 
férrico de amonio. y una sustuncia química: Tiosulfato de sodio: el medio recomendado es 
el ugnr Hierro de Kligcr <Al IK).3 

En la prirncm ctapu la hacteria rcnccionu de manera rcductiva con el tiosulfuto de 
sodio. dando como resultado un sulfato y un sulfito. Para que la reducción del tiosulfato se 
lleve a cabo e~ "'-'"'Cesaría la presencia de un medio á.cido. el cual lo proporcionan dos 
hidrJtos de cnrhnnn: a~í. se lleva a cabo un proceso de respiración anncróbica en el cual el 
azufre accptu clcctronc:-. para la oxidación de los sustrdtos orgánicos. El tiosulfato (S::03::.) 
rccmpla7..n al sulfato como accptor de electrones y es una fuente de azufre para el 
organismo. El ácido sulfhídrico es un gas incoloro. por lo que es necesario empicar un 
segundo indicador para detectar su producción. 

En la sc..~unda etapa el SH:i: reacciona con una sal pesada.. citrato férrico de amonio 
para producir un pr'-"'Cipitado negro insoluble llamado sulfuro ferroso. 

PRUEHA DEL INl>OL 

r PRINCIPIO 

Dctcnninar la ~ap!h.::idad de un organismt.l de desdoblar el indol de la molécula 
tri ptófanc1., 

HASES HIOQlllMICAS 

El trirtófano e~ un aminoácido que puede ser oxidado por ciertas hacterias para 
f'1mmr tres rnctahnlih1~ indúlicus principales: indol. esca.to) (metilindol) e indnlacéticc1 
{li\A-indolacctato). Di,crsas enzimas intracelulares que intervienen en este proceso 
rccihcn el nClrnhrc cnlcctivn de Htripto1hna.~··. lo que indica un sistema completo de 
''l/itna·. ·• ini.:ulad:i ... 1..'P" '.º ;~1••111i.··:!1\n di...•I indnl.: 
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l'l{UEUAS CON AG/\I{ lllEIUU> l>E KLIGEI{ Y AG/\I{ lllEIU~O TIUl'LE 

AZUCAK 

;.. PRINCIPIO 

Determinar la capacidad de· un organismo de atacar un hidrato de carbono especffico 
incorporado en un medio de crecimiento básico. con producción o no de gases~ junto con lu 
dctcnninución de posible producción de ácido sulfhídrico (SH~).3 

;... HASES HIOQUIMICAS 

El agnr hierro de Kligcr (AHK) y el agar hierro triplcmcntc azucarado (Al-ITA) son 
medios ditCrcncialcs en tuho que sirven a un dohlc fin: 1) dctcrminacUm di: la'."> 
fcrmcntacioncs de los hidratos de carbono. y 2) determinación de la producción de ácido 
sulfhldrico. Un organismo puede utili7..ar diversos sustratos incorporados en el medio: los 
dHCrcntes sustratos metnbolizados son utilizados para la direfcrenciación entre varios 
grupos. géneros o especies. sobre iodo entre la familia Enlerobaclcriaccae. 

En cJ medio AHK. algunos organismos tienen la facultad de fermentar ambos hidra1os 
de carbono. otros fcnncntan solamente la glucosa: y otros no pueden fermentar ni glucosa 
ni lactosa. La fermentación del hidrato de carbono puede producirse con producción o no 
de gases (CO.:! + 1 b). 

La fermentación se produce de forma aeróbica en el pico de flauta y anacróbica en la 
capa inferior del cultivo. Las reacciones en Al-IK se usan básicamente para la 
identificación de miembros de las E111erobacterit1ceac que son gramnegativos~ cntalasa 
rinsitivns y que fermentan la glucosa en ácido. 

Ft:KMENTACION Al.CALINA /ACIDA 

Esta se da dcspuCs de las 18 a :::?.6 h de incubación. es un pico de tlauta alcalino ) 
una cupa profunda ácida. Estn reacción se observa en los organismos capuces de 
fCrmcntar solo la glucosa; no son fonnentadorcs de lactosa. 

El pico de flauta es alca1ino (rojo). lo que indica que se ha produciJo la 
degradación aeróbica de la glucosa. Después de la incubación. la baja concentración 
de glucosa ha sido consumida y el organismo comienza a utilizar las peptonus que se 
encuentran en el mc..~io pam ohtencr los nutrientes. El catabolismo de la peptona 
produce Ja libcraciún de umoníacu (NH., » dando un pl-1 alculino 4uc es detectado por 
el rojo de fonol. 

En la capa profundo .,.e nhscrva un color amarillo dchidn a ltt dcgrndach"m 
anacrúbica <le la glucosa . .-\qui lu glucosa también es degradada (.i..!~pué:-- ~k· 1 X •. _:.; 11 
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de incuhuciún: .. in c..•n1h;irgtl. ~e forn1~m pn·h.hh:to:-. h.."nninul..:s úcidos dando un pH 
:leido (color ;1111arill11i. 

FEHJ\.tlO:NTACJUi'. ,'\Clt>A /ACIDA 

Algunos urgunbnn•s pucdr.!n fermentar la lactosa y la glucosa. dando una 
reacción en el mcJio 1.k un pico de nauta alcalino y una capa profunda iicid.a, después 
de 18 a 23 h <le incuhación. La h1ctosn se cncucntr..i en concentración del 1 %, diez 
veces mas que la glucosa. Después de In incubnción. la luctosu todavía no se hn 
consumido y existe una cum.Jición ácida. 

NO FEl(l\.1ENTACIÚN 
CAMHIO 

ALCALINA I ,'\LCALINA: ALCALINA I SIN 

Lus hm.:il\t:-. nu ..:11h .. Th.:\l~ gnunncgati"os son incupaccs de fonncntar la glucosa o 
In lactosa. Estas bacterias se &:ncucntran en el tr..icto intestinal Junto con miembros de 
las Enlerohc1''/L•riac1.•w: v es necesario identificarlas como no entéricas. Dichos 
bacilos recurren a lu Peptona que contiene el medio de fonna aeróbica o 
anacróbicamcnte. dundo dos posihlcs reacciones. Un organismo que da un pico de 
flauta alcalino y una capa profunda alcalina (alcalina/alcalina). degrada la peptona 
tanto ncróbica como an~tcrúhicamcntc. Una reacción de pico de llautn alcalino y sin 
cambio en la cnpa profunda (alcalina/sin cambio) es el resultado de un organismo que 
solo puede cntaholizar la pcptnna en condiciones ucrúhicas. por lo que solo el pico de 
nauta mucstrJ. cumhio de color a rojo. 

En resumen se: J"HJL•Ji: i1llL0 rpn.:tar umt rcacciiln en .-'\l IK de cuatro nlancrns: 

Alcalina / ücid~t: ~olumcntc es atac:.1da la glucosa 
l\cidu / tldJa: Sl•ll ~1t;u:~h.Ja~ 1~1 Lducu~ ' ht luctt1~1 
Alcalimt /alcalina: :".:o L.!'> atacaLiJ la glu~nsa ni la lactu~a. se utili:l'..an las pcptonus 
Alcutina .1 sin camhil': "'-!o :-.nn atacadas ni la glucoS:J ni la lactosa. se utili:r.an lus 
peptona-.. 

Lus g¡1si:~ pr0Ju..:1.J11..,, '.'llll anhíJridn ..::arhúniL.:o e hidn..tgcno. La bacteria que 
pn1<lucc se <lcnomina '''°'·"g.•11i.·a. lo que sc manilicst.a por el desdoblamiento del 
rn..:dio. una solu hurhuja dc gi1 ..... el Jc.,;pla.r.mni..:nto 1<1lal dd medio del tbndo del tuho 
dc:iandn un úrea clura. •l una li~cra mucsc~1 dd medio en el costado del tubo. 1.:.t 
rroJUL"CiÚn Jc ga~ :O.lo! dl.!l\Ullllll<I •ill•J<-·111).!,:lll• ,1. 

<ltrn lf.1nn:1 '"h: dil\.·n:n'"·iacit"1n c.,; la prcsern.·i¡1 di: indicadt1rcs del ácido sulfhídrico 
t:n c.:I n11."dio: una .... al. c.:1 .._·í1ra1 .. tl..~lf"i.._·,1 ._¡.._. ainoni._1 ~ lio suHittn de sodio. El pn ... ~ipitudt' 
rH.:~n1 del ~ulfuru forrt1s•' indic;1 la prmJuL·L·iún de SI f:?. pero se puede ocultar lu 
c.:ondiciún úciJ<J cn la c¡1pa superior dd mcJin. por lo tanto. ~¡ se produce SI 1:: es que 

.. i•1\" llll;:! .... ,,.f1\·i"ll ;"1,·i.l:· .. i1·", tl" :·.- .. ''""" ... \" 
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Pl~IJEBA UEI... .\.1.AJ.c>:-O:ATO 

:;... PIUNCIPIO 

Dctcm1inar Ja C4tpucidad de un organismo de utilizar malonato de sodio como única 
fucmc de carbono. con la consiguicnfe alculinidad. 

:;... llASES llfOQUÍJ\flCAS 

El muJonato es un inhibidor cnzimauco. inhibiendo a la enzima succinato
dcshidrogcna."'a por inhibición competitiva. Esta enzima transfiere el hidrógeno a un 
compu~stn uccptor adecuado en In conversión del ácido succínico en ácido fumtirico. Pero 
cstu n.:ucción puede ser inhibida por un compuesto orgrlnico que cstruc1uralmcn1c es similar 
al sustrato normal. el ácido succínico. El ácido malónico es análogo al ácido succinico y 
compite por su Jugar en Ja enzima. 

El ácido malónico se une a fa enzima. encerrando así l9s sitios activos de manera que 
In enzima no puede combinarse con su sustrato nonnal. el ácido succinico. Paro la 
activación del sustrato es necesario un complejo enzima-sustrato. y si está bloqueada Ja 
activación no puede formarse un nuevo producto (ácido fumárico). El grado de inhibición 
esta en relación inversa con fa proporción de concentración del inhibidor con el sustrato. 

Una acumulación del ácido succínico dchida a la inhibición del succinato
deshidrn!!cna..<.;.u interrumpe el ciclo de Krcbs. privando a algunos organismos de su fuente 
de energía. e interfiere en el ciclo del ácido glioxilico. impidiendo la producción de nuevos 
intcmu .. ~iarios para fu biosintesis de nuevos compucsros necesarios para el metabolismo. 
El rcsuhado es que un organismo es incapaz de crt.."'Ccr y reproducirse a menos que puede 
fc:rmcnwr o utili7..3r el malonato de sodio com(J su única fuente de carbono. Si dicha 
rL•ncci(\n es esencial para la actividad mctahóli~a de una bacteria. entonces el inhibidor 
nwlonato muestra un.a .actividad untibactcrianu. 

INTERPRETACIONES 

l'ruchu ptl~itivu: color azul claro a azul de Prusia intenso en lodo el medio. 
/i' Prucha negativa: no se observo cumbio de: color (verde) o amarillo (únicumcntc 

l~m1ernación de fo glucosa). 
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l"IUIEHA llEL 1<0.10 IJE METILO 

--,. PIUNCll'IO 

Comprobar la capacidad de un organismo du producir y mantener cswhlc:-. lns 
pruductos tcnninalcs ácidos de l;:1 fcnncntación de la glucosa. y vencer la c;ip¡1..:idad 
amoniguadon1 del sistema. Adcmñs. es una pn.Jcba cualitativa de la producción de úcidn 
(determinación del pi(): algunos organismos producen m¡Ís ácidos que otros 

;... llASES UIOQIJÍJ\11CAS 

Esta prucha ~e- h;1"a en t.•I empico de un indicador del pi l. rn.in de: n1c-tit•'· par~1 

determinar lu c; .. u11 • .:cntrm.:1ún dc iones hi<lrúg.\!no (pi 1 J presente cum1du un organi!->1110 
fc-nncnta la slucosa. Todos los miembros de las Entcrobuctcriaccac son. por definición. 
fcrmcntndorcs de la glucosa. En el caldo Rojo de Mctilo/Vogcs-Proskaucr (H.t\1/VP). 
después de 18 n 24 h de incubación. la fcnncntación resultante dn productos secundarios 
metabólicos ácidos. por lo tanto. inicialmente todos los entéricos darán una n:acción 
positiva con el rojo de mclilo. Sin embargo. después de 1nás tiempo d..: incubución (de:? a 
5 días). nqucllos organismos que son rojo de metilo positivos continúan produciendo mils 
Bcidos. y dan como resultado un bajo pl-1 tcnninnl. venciendo al sistcmn amortiguador de 
fosfato y manteniendo un medio ácido (pi 1: 4.2 o menos). 

Los organismos rojo de metilo negativos continúan mctabo1izando los prl•ductos 
iniciales de I~ fi:rmcnlnción por dcscnrhoxilaciún. produciendo acctilmctilcarbinol 
cucctoinn) neutro. lo qm: d:i un elevado pH tcrrninnl que disminuye lu .:tcidez del medio. 
elevando el pH hacia In neutralidad (pl-1: 6 o mús). 

11'TERl"IU:TAC-I< >~ES: 

.-l. l'ruc!ha Rr--.1 rn.1~ili'~!: d 1..:uhivo es lo suticicntcmcntc úcido cnmo para pcrmiti1 t¡U1: '-·I 
rem:tivo rojo de mc1ilo tnunlc!nga un <ldinidn cnloi- 1oj<1 ([lH: -t..4} en I~ supC"rtio.:i.: del 
medio 

J:. Pruc,:ha IC\11h:~ali'~~- ..... ·dur amarillu 1pll: ú) ..:111¡1 ~upi..·rlicir.: .. !..:! n11.:J1t· 
< • ltcaccilln rct;!r9.ºda: Ctlhrr un:iranjuJ:l"'I. Cuntinuar la incub~1L"iún ha'.'"-l:J -i di:i-.. ' f\"l''-'ti1 

pruchH. 
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Pl~UEBA DE l..A l\t<>TILll>AI> 

- l'RINCll'IO 

Dctcnninar si un organisn10 es nH.'1vil '' inmbvil. Las bacterias tienen n1otilidud por 
medio de sus llagclos. que se cncucntran principalmente entre los bacilos (hactcrias en 
fbnna de bastoncillos): sin cmho.trgn. ulgunus lllrmas de cocos son móviles. A veces las 
bacterias con motilidad producen varianlt$ no móviles que purcccn ser cstubles y rJrmnente 
se revierten en formas móviles. Los organismos no móviles carecen de flagelos. 

Directamente de .Jos tubos con caldo OHI. se toma una gota con una asa estéril y se 
coloca en un cubreobjetos. se fija este a un pon.ao~jcto con la ayuda de bolitas de plastilinn. 
colocadas una en cada esquina del cuhrcohjctos. Se invierten el cubre y el ponaobjetos 
unidus. y ~ ohserva al microscopio colocando un poco de aceite de inmersión en el 
cubreobjetos 

;.. INTERrRETACIONES: 

A. Prueba nositivu <motilidad): los organismos móviles cruzan en todo el campo visual 
dl!I microscopio hasui que ya no se pueden observar. 

13. Prueba negativa <sin motilidad>: los organismos no móviles no pueden atravesar todo 
el campo visual del microscopio. soln se mueven en un área determinada y son 
observables todo el tiempo. 

rRUEHA DE REDUCCIÓN DEL ....-1TRATO 

Dc1cnnim1r Ju capacidad de un organismo de reducir d nitnUc.t 
nitn\gcno lihn..·. 

nitrito o en 
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:,... UASES lllOQUÍl\tlCAS 

l.a n:ducción del nitnuo (NU\0

) en nitrito (NOz") y en gas nitrúgcno (N~) th:nc lugur 
gcncrJlmcntc en condiciones anacróhicas. en las cuulcs un organismo obtiene su oxígeno 
del nitrato. El oxigeno sirve como un uccptor de hidrógeno. La mayoría de las bacterias 
ncróbicns son unacrobios facultativos y sólo pueden reducir el nitr..ito en ausencia de 
oxígeno. En la reducción del nitrato. los citocromos bacterianos tr..tnsponan clcctronl.!s a 
moléculas aceptaras especifica.-.. 

Las posibilidades del producto final de reducción del nitr •. uo son n1uchas: nitrito 
(NO;!). amoniaco (NH1). nitrógeno molecular (N~). óxido nítrico (NO). óxido nitroso (N~O). 
o hidroxilamina (R: Nl-f: 01-1). El producto final de la reducción que se fonnc depende de 
la especie bacleriana. El más común es nilrógeno molecular por medio de la reducción del 
nitrito. 

Lu reducción del nitrnlo en gas nitrógeno (N~) u óxido nitroso (N;!O) se dcnominu 
dcsnitrificación. La rcducciOn se munificsla ror la presencia de un producto final 
catabólico o lu ausencia de nitr.uo en el medio. 

:.- INTERPRETACIONES 

1. Prucha positiva: 

a) Color rosado a rojo intenso 
b) Nitrato (NOJ.) reducido n nitrito 
e) Prueba completa. 

Prueba negatiya· 

a) Nc.l se hn dcsarrnllud<l cnhlt 

PRUEHA llE OXll>ACION-FERMEl"TACION 

-;.... PRINClrl<> 

Dctcnninar el n1ctaholismn oxic.Jati" no tCrn1cnt:.1tivq de un hidr..1h1 d\..• \.'.'~trhnm' 
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:, BASES ICl<HJl;l'.\tlCA.S 

La utili.1.;u::íti11 que un.a bacti.:ri¡1 hm:I.! Je lu~ hidr..Uos de carbono ticm: lugar por alguno 
de dos procc!'os. <.k forn1cnuición o de uxidaciún. Algunns hactcrius son capuces de 
mctaboli7 .. ar un hiJn.1tct de c:trbuno sólo acrúbicumcmc .. mientras que otras lo hacen tnnto 
ncn'lbicn Cllnltl ;;1nm.•nlhic¡1n1cn1c. l.ns hactcrias que pueden crecer. mctnboliznrsc y 
reproducirse en ..:ctndicinncs acrnhia!'io con10 anaerobias se dcnorninan anaerobios 
facultativn!'io. 

Por medio dd proceso de formcntación un hidr..ito de curbonu es tCrn1cntudo y 
dt:sdohludo en dos rnnl..!culas trinsa de carh<,nn que asu vez son convenidas en cierto 
número de compuestos con 1. 2. 3 n -4 carbon~s. Los productos finales de este proceso de 
fonncntación vnrian en cada especie bacteriana. 

La nxidm.:ión de l:.l glucosa es un proceso acn'1bico y los oxidadorcs bacterianos de un 
hidrato de carbono no son degradados ni dcsdohludos en dos moléculas tdosu de carbono: 
ul contrurio. d grupo aldehído es oxidado directamente en un grupo carboxilo íormando 
ácido glucónico qut: e~ O:\Íl.lado u su vez en un ácido 2- cctoglucónico. 

1.a difon:rH..·ia principnl entre el mctaholismo fermentativo y el metabolismo oxidativo 
Oc un hidrato de curhonn dcr>enJc de lo~ n:~l1crimicntos de oxigeno utmostCrico y de la 
fosíorilución inicial. Lu ícrmcnwción es un pnxcso aeróbico que requiere la fosforilnción 
inicial de la glucosa previamente a su <legrad.ación. mientras que la oxidación. en ausencia 
de compuestos inurgánicos como nitrJto y sulfato. es un proceso estrictamente aeróbico que 
comprende Ju oxidación directa de una molCcula de glucosa no fosfbrilada (iniciulmcntc). 
La fcnncmocibn produce una acidez más elevada que el proceso oxidativo. 

;,,.. INTERPRETACU>NES: 

Adcmü~ d..: la utili;,1'.uCitln de lo~ hidrato~ •• fo carbono. puede dctccln~ con un medio 
OF la J1roducciún t.Ji: gases y la motilidaJ. H.c.:!:!istmr la producción de gas y/u ácido y la 
n:acdón de n1otilid:u.J de cada tuhu utili.1.:,nJ.1 l:i~ siguientes abrcviaturJs: 

u) AciJo: /\ 
h l /\cidn y gas: /\G 
e 1 Sin ~wnhin n rcacciún ulculina: S~ •• -

a) Fcrm ... ·nra1iva: 1 
b) o.,h.huiv~1: u 
•. :/ ~¡ ,1,iJ¡1li'a ni li..•rn1~111;1lh:.1. 
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IU-:ACCION JlE LA UH.EASA 

,_. PHINCIPIO 

()etcnninnr lu cupacidad Je un organismo de desdoblar lu urca. ti •nnando do..; 
moléculas de amoniaco por acción dt.: Ja enzima urcasa. 

;... BASES BIOQUÍMICAS 

El sustmlo urca es unn dimnida del ócido carbónico. u la que lh:cucntcmcntc se 
mcncionu como carbamida. La hidrólisis de la urea es catali:r..uda por una enzima 
cspccítica.. la urcasa. para dar dos moléculas de amoniaco. En solución. lu urcu se 
hidroli7.n. dandn c:irhonato de am('nin cnmn prnductn finnl. 

La urcas¡1 es una importm1h: cnzima microbiana vinculada ..:on la dcscompn~kiún de 
los compucslos orgánicos. Lns enzimas bacterianas se clasifican en constitutivns n 
adaptivas. Una enzima adaptivu o inducida es aquella que es producida por una bacteria 
solamente cuando se encuentra presente su sustrato especifico. La urcasa es considerada 
una enzima constitutiva dado que es sintcti7..ada por cienas bacterias sin lener en cuenta la 
presencia o ausencia de su sustr..sto. Ja urca. 

Existen dos grandes divisiones de las enzimas: 1) hidrolasa~ que están vinculadas con 
la hidrólisis (agregado de agua) de los ésteres. hidratos de carbono. proteínas y amidas. y 2) 
las que están rclacionada'i con diversas reacciones de oxidación-reducción. l .a urcasa se 
clasifica como una amid~ cutalizando lu. hidrólisis de las amidas. 

;.. 'l.JATERl.-'1.L Y METOJ>OS: 

f:.stc medio requiere de dos pnlv1i."I .... uno que es la base dt.! agar urca y d ntr" '-1UC ..:·sel 
l.·aldu ure¡1. :- amb<lS se prcp~1ran ('lOr separado [lUnt después n1c7.clarsc. 

i\) Ba!-.c de Ul!ar urcu: 

4. 
5 .. 

Di~,llver 15 g dc1 poh.o en 1000 nd de agua d'--stilada. ( •htcnt:r lu cantidad 
dc~ca.Ja para la canti1. .. huJ Je agu<.1 rc4u..:rida por rcglu d~ tres. 
Ajustar pi t de 6.X 
IJi~olvcr por chullicitln c1 poh.n ~n el malrJI' 
-i·aparcon lt.lrundu yc~1c.•rili;, . .arcn uut<,clavca 1::!1"'Ct15 Jh)' 1:- 111irl. 

lk·j.tr c-nfrü.tr un pn~t1 
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B) C~1ldl1 urca: 

l. Disolver J.87 gen 100 mi Je ugu:.t úcstilad~t ~in -:nkntur. Ohlcncr la relación 
para la cuntidaJ n .. ·qui:rida por regla de tres. 

2. Pasar a trJvés de un filtro bacteriológico c:-otéril (Scitz. o de Bujiu) y dejarlo caer 
en el matraz con Ja hase de agnr urca. 

3. Mezclar hicn y distribuir en tuhc.,s. Tapurlos hicn. 
4. Dc.~Jar enfriar los tubos en posición inclim1da. 
S. Someter u pruchn de esterilidad. 

;.. INTERPRETACIONES: 

1. Rca_cció1l_J1osili_~a_;_ Color rojo Rosado intenso en todo el caldo 

2. Reacción ncgutiva· No se produce C.."lmhio de color (nmañllo anaranjado) 

REACCION DE VOGES-l'ROSKAUER 

;... PRINCIPIO 

Dctcnninar la cupacidad de algunos organi~mos de producir u11; producto final neutro. 
d acctilmctilcnrbinol (acctoínu). a partir de la t~m1cntnción de la glucosa. 

BASES BIOQUÍMICAS 

La reacción de Vogcs-Proskaucr {VP) se hasa cn la Jctccción del acctilrnctilcurbinol 
(acctoina). un producto final neutro derivado del rnctahnlismo de la glucosn. Esta es 
mctabolizuda en ticidn pirUvico. intermediario clave en lu glucólisis. La producción de 
acctoina es uno de lu~ ciclos pam la degradación de la glucosa en las bacterias. 

l.us Entcrobach.:ri:1cc:.1c se clusifican caractcdstil.·.imcntc como fcm1cntadoras de 
ácidos mi.xtos o del :icidn ti:~rmico. lo cual indica qui: -.u~ productns tcnninalcs por la 
fcm1cnu1ciún de la glucosa "'º" ácidos: ücidn ff•rmi'-·,1. ú1.-·idn ucCtico. úcido sucdnico. 
alcohol etílico. hidró~cno y anhídri<ln carbónico. 11 :--. 
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Acidn Lúcticu 

Oxalucctuto Acido succinico 

Ácido fórmico 1 b. CO.:? 

Acctilcocnzirna Ácido acCtico. Alcohol c...•tilico 

Estos fcnncnusdorcs de ácidos mixtos pueden ser divididos u su vez en dos grup1.1~: 11 
Jos que producen ácidos. pero no 2. 3- butnncdiol { o 2 9 3 - butilcnglicol ) 2 ) los 4uc
produccn 2. 3- butancdiol como principales productos tcnninalcs. la rcucción Vog..:s
Prosknucr se basa en In detección de In ncctoínn ( acctilmctilcarbinol de 2. 3- hutancdiol.). 

Esta producción de 2. 3- butanediol provocu un aumento de la producciiln de 
anhídrido carbónico. con Ju ucumuloción de ncc1ofna y el 2. 3- butancdiol cslú dctcrminudo 
por el volumen de hidrógeno disponible. l1i o tus diferencias de potcnciul nxiduciún 
reducción . .J.4 

;.. INTERPRETACIONES 

J. Reacción VP nositivu· Color rojo rosado en Ja superficie del medio (prcscnciu 
de acctoína) 

Reacción VP ncgutivu: Color amurillo en lu superficie del medio (el mismo 
color del reactivo). Puede fonnarsc un colói- cobrizo. pero nun así lu reacción es 
negativa (debido a la ncción de Jos reactivos ni mcZclnrsc). 
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FLJNl>Al\IENTOS l>E ESPECTIUJFOTOl\lETl{iA 

La cspcctrofotomctria es el conjunto de procedimiento~ que utili.1'.an h.t luz para medir 
concentraciones químicas por medio del empico Je un cspcctrofc1túmctro. 

El cspcctrofotómetro es el instrun1cnto que sirve pam medir lu intensidad de lu luz o 
de radiaciones infrarrojas o ultravioletas en las diversas zonas de ~u espectro. 

La luz se clasifica en dos ténninos: paniculns y ondas. l .as ondas de la luz constan de 
campos eléctricos y magnéticos que oscilan en rlanus perpendiculares c:ntrc si. 

y 

Campo magnético 

Onda de luz polarizndu en el plano 

Como se puede apreciar en In figura anterior. el cumpo eléctrico se encuentra en el 
plano-':"· y el campo magnético en el plano x= . A la distancia entre las crestas de dos ondas 
se le conoce como Lon&itud de onda ( A.) y al número de osci1;:1cioncs complctus de unu 
onda en un segundo se le denomina Frecuencia. La unidad de frecuencia es el inverso de 
los segundos y a una oscilación pnr segundo también se te conoce cnmn 1 h.•rtzin ( 1 fz). Unu 
frecuencia de 1 O" s" 1 cs. por lo tanto 1 o" l IZ ó 1 me¡.:ahcrt=io (Mt lz). 

La rdac:ión entre Ja frecuencia ~ la longitud de onda es: , ·, 1. ... h.mdc e:.· es la 
"cll)ci<lad de la luz ( ~.998 ~ 10 !'\ m/s en d vncio). En un mcJi .. -.. Jbtinto al vacío la 
velocidad de ht luz es c:/n. donde /1 t:s el indice de refracción de ese mcdi1• 

( ·uando una mucstm absorhe lu.1 .. la (NJtcnciu nadiantc del ha,_ de lu.1 disminuye. La 
pntcm.:ia radiante Pes lu energía prn· segundo y por unidud de área del haz Je luz . ...a~ 

Ln la siguiente figun1 se ilustra una cxpcr-icncia cspcctrothtométr-ica rudimcntaria. La 
luz sc hacc pasar a través de un monocromador (prisma. red de difrrn.:ciún lt incluso un 
tiltro pan.1 sdcccionnr una longitud de onda. l.u luz de urm solu longitud d..- nnda se llamu 
rnonucrnrniltica. es decir. de .. un color ... La luz monocromtltica. con una potencia r en una 
mucstra de longitud es h. La potcnci¡i radiante del haz que emerge pnr el J¡1dn opuesto de la 
1nucstra ......... /' Co1no la 111uestrn pucdt.• huhcr ¡thSllrhidn algo de lu7. cntntll .. T'- /' .- /' 

Por lo tanto: T= !!.. 
l'o 
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Fuente 
de: luz 

Selector de longitud de 
oridu ( 1noncro111ud<."lr) 

l\.1ucstrn Dctci;tor 
de luz 

Diagr •. una csqucnuítico <..h! una mcdidu cspcctrofotnmé1rica 
de haz simple 

Donde Tes la Transmitancia .. la cual se define como la fracción de luz incidente que 
pa."iu u través de la muestro. T puede vulcr de O u 1 y el porccntujc de trunsmitnnciu puede 
variar entre O y 1 OOo/o. 

Otro valor importante en cspcctrofutomctriu es la Absorhunciu. la cual también sc 
cnnocc como densidad óptica. La absorbancfo es directamente proporcional a la 
ennccntruci<in e de Ju especie que ahsorbc la luz en lu mu1..·~trn. !"1.." n·rn•!-cnta como sigue· 

A = logw (~ .;..... -log T 
(I'a) 

Cuando no se absorbe luz P= Po y A=O. Si se absorbe le 90% de luz .. se tnmsmite el 
1 O~ú y P= P0 /J O. Este cociente vale A= L 

Lu Ley de Lambert Rccr o ley de Uccr es el fundan1cnto de Ja cspcctrofotomctrin. 

La absorbancin es adimcnsinnul. pero algunos escriben ··unidades de absorbancia·· 
después de lu nbsorbuncin. La conccmr....i.ción de la muestra viene duda en unidades de 
rno1/L (M). EJ paso óptico h normalmente ~e c~prcsa en ccntimc1ros. La cantidad E se 
11.arna ubsortividad molar y tiene unidadr.:s de f\.-1" 1 cm" 1 y así el producto Ehc es 
adirncnsional. La absortividud es lu cuructcristica de una sustancia que nos dice cuanta luL 
ahsnrhc a unu longitud Je onda dctcnninmfa . .s.,. 

EL ESl'ECTRo•-oTOMETltO 

1-'.I cspcctrcilhtún1ctro e~ el instrumcnh.1 usaJo r:1ra m1.:dir la intcn~iduJ de la ·u/ 
r-ctlcjuda n transmitida Je un nmtcriul..s·· 

. l .ns requisitos n11n11nos pur~t un cspcctrol(1tbnt1.:tro '.'-ª n11:nci1111:1:-.in 
antcrionncntc. La lu.1' procedente d\.'.' una fucnt\.'.' cuntinLH1 pa:-0.1 a tra\I.!~ de L1n 
rnonncromac.Jor que selecciona una handu estrecha de longitud de onda del h¡11' inddcntc: 
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Est:.1 luz ""monocnuniitka .. atraviesa una mui:stru J._• p:t~c.l óptico h. ~ mide..• la poti:111.:ia 
rJdiantc de la luz que cmcrgc . .a_'i 

Todas las mcdidus cspcclrofi>ton1étricas se httccn Ji.: tOrmu rclutivu a un csuindur. :i~i 
que se tiene una rclacicln entre la luz transmitida o reflejada por la rnucstra con aquella que 
proviene de In referencia o cstándar.4 • ., 

Los cspcctrofotómctros se pueden clasificar de acuerdo a varios cri1crins diferentes. 
Los instrumentos de haz simple o doble constituyen un criterio. Tmnbién hay 
mon~romadorcs simples y dobles. Esta clasificación simplcn1cntc indic;1 si el 
instrumento utiliza uno o dos elementos de dispersión. Unu clasificación muy común en los 
cspcctrofotómctros está basada en el tipo de sistema de detección. visual o fotocléctricu .N 
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COMPOSICIÓN llE MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS 

l. C1\LDO Y AGAR BHI (INFUSIÓN CEREBRO-CORAZÓN) 

COMPONENTES 
lnfi.Jsión de Cerebro de tcrncr..1 
Infusión de corazón de n:s 
Peptona de gelatina 
Cloruro de sodio 
Fosfato disódico dodccuhidrutado 
Glucosa 

.\li.-\R 1 llEl{RO LIS!:","\ (1.1/\) 

COMPONENTES 
l,cptona de gelatina 
Extracto de lcvndurJ 
Glucosa 
L-lisina 
Citrato férrico-amónicu 
Tiosulfato de sodio anhidro 
Púrpura de bromocrcsol 
Agar 

CANTIDAD 
200mL 
250mL 
10.0g 
S.Og 
2.5 g 
2.0g 

CANTIDAD 
0.5 g 
0.3 g 
0.1 g 
l.Og 

50.0 mg 
-1.0mg 
2.0nig 
l.05mg 

~1EDIO SIM (l'ARA SULFURO. INDOL Y MOVILIDAD) 

COI\1 PON ENTES 
l·.,.,.tracto De cumc 
J>cptonu 
l licrrn pcptonizudo 
1 insulfi:uo de sodio 

CANTIDAI> 
3.0 g 
30.0g 
O.:!g 

0.025 g 
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4. /\Gl\R CITRATO DE SIMMONS 

COMPONENTE 
Fosfhto de amoni 
Fosfuto dipotásicu 
Cloruro de sud.in 
Citrato de sodio 
Sulfato de magnesio 
Azul de bromotimol 
Agnr 

CANTIDAI> 
1.0 g 
1.0 g 
5.0 g 
2.0g 

0.20¡; 
0.80¡; 
15.0g 
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SOLUCIONES E!\.1PLEAl>.AS EN LA T,::CNICi\. l>E EL.ISA 

1•aru la dnhor:tcilln de las soluciones u empicar en lu técnica de ELIS1' se dchc tener 
en cucntu las siguiente c:.intidadcs; 

u Número de placas a usar= A 
n Número de pozos por placa = B 
:l Total de pozos = A x O = C 

:..- PBS-Twccn 0.05º/o (Solución de lavado} 

Volumen 1 =No. de pozos x Cantidad a agregar a cada uno (µL) 
Volunum totul = Volumen 1 x Número de veces a tuvur 

:.- Leche descremada en polvo Svclty al 3% 

\",-.lunH.:n: --o No. de pozos x Cantidad a agregar a cada uno (ul.) 

Volumen totul = 3 gdc Lcchc----------100 mL de PBS 
X ---- Volumen 2 

X= 3g x Volumen 2 / 100 mL 

;.. Antisucro ( 1: 1800) 

Volumen 3 =No. de pozos x Cantidad a agregar a cada uno (µL) 

Volumen total= lmL Antisucro -------1800 mL PBS 
X ---- Volumen 3 

X= 1 mi.. x Volun1cn JI 1800 n1L 

.,._ Conjugudo ( 1: l :200) Prntcinu u prcoxidadu 

Volun1cn 4 =No. de pozos x Cuntidad a agregar a cada uno (µLl 

\'c>lumcn lotal - 1 mL Conjuga<lo -------- l::?.00 mi PBS 
X ------- Volumen 4 

X= 1 mL Cc.-..njugado x Volumen 4 I 1200 n1L 
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:,... f\.1cdio de disolución e In muestra (BulTcr d&.: carbnnntns) 

Volumen S = No. de pozos x Cuntidud n agregar u cada uno (µL) 

n: Bicarbonato de sodio (Nal-IC03): 

Volumen total 1= Volumen 5 
2 

Pesar 2.265 g de NnHC03 para preparar 50 mL. de solución 
2.265 g ------50 mL 11,0 

X ------ Volumen total 
X= 2.265 g x Volumen total ISO mL 

r::z: Cnrbonuto de sodio (Nn2C03): 

Volumen total 2 = Volumen 5 
2 

Pesar 0.91 g de Nn:::?C03 para preparar 50 mi de solución 
0.91 g ------50mLlh0 

X -----Volumen total 2 
X= 0.91 g x Volumen total 2/ 50 mL 

Se deben mezclar ambas soluciones y ajustar el pH hasta 9.6 

:.- Peróxido de hidrógeno ni 3% 

Volumen 6 =No. de pozos x Cantidad a agregar a cada uno (µL) 

3 mL de H202 ----------100 mL PBS 
X -----Volumen 6 

X - 3 mL x Volumen 6 / 100 mL 

l\cido sullüricn ( l-l:!SO.i) 3M 

Volumen 7 =No. de pozos x Cuntidud a agregar u cuda uno (µL) 

PM H2SU.i = 98.08 g/mol 
Jl H:.?SC).S = 1.8 g/mL 
Pureza 112su.i =97 .6°/o (nL/mL) 
Obtener por regla de tres Ju cantidad a pesar. disolver y ajustar el pi 1 de la solución 
a 7.2 
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;... :\1cdio de disolución del sustnilo (Nu2 PO...i) 

Vulurncn 8 = No. <le pozos x Cnn~idud u ugrcgar u cada uno (µ L) 

u Fosfutn de sodio dibásico (NazPO.s): 
. . . 

Pc..~r 0.7296 g de Na2PO"' pan1 prep:lmr.25.7 mL de solución y obtener por 
regla de tres la cantidad O pe~ir 

tl Acido cítrico 

Pesar 0.5106 g d~ ácido cítric~··p.ara preparar 24.3 rnL de solución y obtener 
por regla de tres 18 caintidad ·Ú: pesar. 

~1czclar ambas soluciones y nj~star ,el pH n 5.0 

Solvente PBS 

Volumen 9 =No. de pozos x Cantidad a agregar.o cada uno (µL) 

Se empican los siguientes reactivos y se disuelven en agua destilada pura preparar 
L de solución: 

NaCI = Sg 
K,111'0,= 1.21 g 
Kl l,l'O,= 0.34 g 

Se obtiene por regla de trc..'i la cantidad n pesar de cáda uno de los reactivos para 
preparar el Volumen 9. 
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LISTA DE AIJKEVIATllRAS 

BHI 
ºC 
cr 
CT 
CT-A 
CT-13 
Da 
EAEC 
EAggEC 
EIA 
EIEC 
ELISA 
EMIT 
EPEC 
ETEC 
1-1,0, 
l-IET-EIA 
IEP 
kDu 
}>.. 

L 
LIA 
MDu 
ntL 
111/s 
mol/I. 
µL 
mol/L (M) 
MR-VP 
Na .. 
nn1 
NMEC 
LT 
LT-1 
l.T-11 
PllS 
PDF 
pH 
PM 
RIA 
SIM 
ST 

Antígeno 
Monofosfnto de m.Jenosina cíclico 
Actividad de agua 
Infusión Cerebro-Corazón 
Grados centígrados o Cclsius 
Ión Cloro 
Toxina de cólcr..i colt.!rJgcn (Cholcrugcn) 
Protómero A 
J>rotómcro B 
Daltones 
E. coli entcrohcmorrñgica 
E. coli cnteroagrcgativu 
lnmunocnsayos con cnzimn 
E. co/i cntcroinvesiva 
Ensayo lnmunosorbente con Enzima Ligado 
lnmunocnsayo con enzima multiplicada 
E. coU cntcropatogénica 
E. coli cntcrotoxigénica 
Peróxido de Hidrógeno (al 3% es agua oxigenada y al 30% es Perhidrol) 
lnmunocnsayo con Enzima Heterogéneo 
lnmunoelcctroforcsis 
Kilodaltoncs 
Lambda. Longitud de onda 
Litros 
Agur l-ticrro-Lisina 
Megadaltoncs 
Mililitros 
~1ctros pur segundo 
Mol o moles por Litro 
Microlitros 
Mol por Litro o moles por Litro 
Rojo de Mctito-Vogcs Proskauer 
Ión Sodio 
Nanomctro 
E. co/i neonatal meningitis 
Tcrmolábil 
Toxina l...T-1 Tcnnolábil 
Toxina LT-2 Tcnnohibil 
Solución Buffer de Fosfatos 
p-divinilfluorcno 
Potencial de Hidrógeno 
Peso molecular 
Radioinmunocnsayo 
Sulfuro lndol Movilidad 
Tcnnocstablc 
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1.ISTA DE SIGNIFIC,,UO DE l'ALAHRAS 

Acrohin 
Adc.:nitis 

Adhesión 

Agur 

,.,glutinur 

.J\lbümina 

Ah:rgia 

Aminoglucósido 

Anaerobio 

Anafilaxis 

Anión 
Antagonismo 

A11tict1c. .. rpo 

Antígeno 

.-'\ntis1u:ro 
-\.~n1¡1 

Apic<.11 
Bucilo 
Bac1cri<.1 

Bintipo 

Que prc:cisu del Oxígeno del uire pura subsistir. 
lnílamación dt.! una glándula o ganglio. cspL-cialmente du un gnngli .. ., 
lintütico. 
Fenómeno de unión de las superficies de cuerpos puestos en contacto: 
se debe a la unión de fucr7..as intcnnolcculares. 
Sustuncia mucilaginosa. también llamada agar-ngar que se extr6'c de 
ntgunus ulgas frecuentes en et Atlántico. Pacífico e indico. se emplea 
como medio de cultivo en bacteriología .. en fannacia, etc. 
Reunirse y ligarse entre si fragmentos. glóbulos o corpúsculos de igual 
o diversa naturaleza 
Cado una de las proteínas solubles en agua. de peso molcculu de entre 
30.000 y 100.000. Coagulan fácilmente y se encuentran en todos los 
seres vivos. el suero. la leche. cte. 
Modificación de la rcactividad que experimenta un organismo por 
previo contacto con una sustancia extrai\n llamada antfgcno. Esta 
modificación puede ser beneficiosa (inmunidad) o nociva (anafilaxis). 
Antihiótico corno Estreptomicina. Gcntnmicina. Tobramicina. 
Nctilmicina.. Kanarnina.. Amikacina 
Dícese del microorganismo capaz de desarrollarse sin el Oxígeno del 
aire. 
Reacción alérgica de tipc.") inmediato que aparL~C después de una previa 
.sensibilización. 
Ion con carga eléctrica negativa. 
Relación de interferencia entre dos especies. en la que una o ambas 
resultan pei:iudicialcs en su actividad o funciones vitales. Puede 
abarcar desde la creación de un ambiente desfavorable para cicnas 
.:!>p\!cic:-. '-'umu n.:suhado de la misma actividad vital. hast:l Ja ucción 
din .. ·ctn sobre otra especie. que puede llcgnr a su eliminación. 
(AC). ~1ok~ulu de imnunoglobulina Ca('la7. de combinarse de fonnn 
e!oopl-~íticu con un antígeno conocido. 
Ténnino gcm:rJI para tocia sustancia que. introducida en un cuerpo 
animal prnvoca la formación de anticuerpos. Molécula ligndn por 
anticuerpos n lintbcitus. 
Suero que cunlicnc anticuerpos frcnlc a un determinado antígeno . 
Enli.:rm.:dad que se caractcri7.a por ataques de disnea respiratoria. to:i.. 
sibilancias . sensación de constricción y contracciones involuntnriois de 
h."'I~ hrnnquins. 
De o del ápice. Extrl.!mo superior o punta de alguna cosa. 
Bacteri~1 q11e tiene fonna de bastoncillo 
Nombre coml1n de los organismos o seres unicelulares procunoucos 
(~in núcleo diferenciado ni plastidios tiricos). La hactcria representa 
uno de lns estadios más primitivos de organi:l'.ación de los seres vivos. 
del que derivan las demás tbrmas. 
Gn1po de organismos de origen común que tienen los mismos tUctorcs 
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Bubónica 
Bubón 
Ccfalosp<.rinu 

Ccp;1 

Citocromo 

Citoplasma 
Clorumfcnicol 

Colitis 
Colon 

Colonia 

Covalcntc 

Cromógeno 

Crónic<."I 
Dccuntaciórn 

Dcscnrhoxilar 

l>iarn.:a 

Disenteria 

l:.lcctr-olito 

l·:lcctrnthrcsi!'-

l::Jcctrosl:iticH 

Endemia 

Endémic<l 
Endc.'lg:cna 

l1cr-c..~Jito.tri1.l:-.. 
Pr-occso puto lógico que se camctcri;r.a por presentar bubones 
Tumcfücción de un ganglio linfütico .. especialmente el de la ingle. 
Antibiótico cumo Cefo.mando).. Ccfuroxima.. Ccfonicida. Ccfuclor .. 
Ccfalotina. Ccfa.zolina. Ccfradina. Ccfapirina. 
Conjunto de individuos cuyo genotipo presenta uno o más caracteres 
lijos que los diferencian de los demás individuos de lu población a la 
que pertenecen. 
Proteína de estructura similar u la hcmoglobim.1.. qu\! realiza la 
trunstCn:ncia de electrones en la respiración celular. 
Parte del protoplasma de la cClula que rodea al núcleo 
Antibiótico aislado de cultivos de S1rcplon1yccs vcnc:uc/ac u obtenido 
por síntesis. Es eficaz contra gérmenes gramnegativos. grampositivos .. 
rickctLo;;ias v microhuctcrias. 
lnOamació~ del colon. Se mnnificsta por diarrea y dolor cólico difuso. 
Porción de1 intestino grueso comprendido entre el ciego y el recto. Se 
distinguen las siguientes partes: ascendente. transverso. descendente y 
sigmoideo. Rcali7.a funciones mecánicas y digestivas (absorción de 
agun y sales) 
Agrupación de células o de animales pcqucfios y aún microscópicos que 
viven reunidos. 
Dícese del enlace químico que tiene lugar entre átomos que compancn 
pares de clcclroncs. 
Diccsc de las bacterias que producen sustancias colorante...;; o pueden 
originar coloraciones 
Aplica a las cnfcnncdadcs o dolencias largas. 
Accitln y clCcto de dc..~antar. Inclinar suavemente una vasija para 
separar un líquido <le su poso 
Proceso por el que un compuesto orgánico pierde anhídrido carbónico 
por la accibn del c:1lnr e' cit.: enzimas. 
TrJnstornn d~ la funciún del aparato digestivo.. consistente en la 
evacuaci<">n abund~mte y repetida de excrementos líquidos o fluidos. 
EnfCmtcdm.1 infecciosa caractcri7.ada por la ulceración e inflamación del 
tubo digestivo. snh.-c todo del colon. con frecuentes diarreas. dolorosas 
y somgmntes. l .as ti'lrmas más típicas de disenteria son Ja hacteriana o 
bacilar y lu amchimm de lo:-. paises cálidos. 
Compucstll c..iuín1ico que. fundido o disuelto en ciertos disolventes .. se 
disocia en ionc~. por lo que es conductor de la corriente eléctrica. 
FenOmcnn consi.,.lentc en el movimiento de partículas coloidnlt.~ o 
macrornoléculas por cfi.:clu de un campo eléctrico. 
Parte dd dcctromagnetismu que cstudin los campos cl~ctricos 
producido~ por cargas en reposo. tanto en el vacío como en lu mutcria 
Su ley fundamenlnl C's la dC' Coulomb. 
Enfermedad. gcnemlmcntc infecciosa.. característica de un país o región. 
donde persiste de mo<lo pcnnanentc. 
IJC' la endemia. 

9t 

Que se originu o nace en el interior. 
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Entéricu 
Entcrobactcrias 

Estérico 

Enterocolitis 
Enzima 

Epitelial 

Especie 

EstrCs 

Eucnriótica 

Exotoxinas 

Facultativo 
Fagocito 

Flag.do 

Fcnotirico 
Fenotipo 

Fibrosis 

Fichn: 

Fichn: dd heno 

Del intestino. 
Fnmilia de bm:tcrius del orden cubactcrialcs. en lOrnt:.t <.h: baciltlS 
gramnegativos.. capaces de fennentar con rapiJc7 la glucosa. 
Generalmente son parásitos intestinales. 
De los ésteres. Relativo al espacio .. forma o gcomerria de út<.•mos .. iones 
o moléculas. 
Inflamación del intestino delgado. el ciego y el colon. 
Catalizador biológico de naturaleza proteínica. que se desnaturaliza con 
el calor. Unos son proteínas simples. otros conjugudas. En este caso 
pueden contener un grupo prostético (Coenzima). o bien uno proteínico 
{Apoenzimas). Las reacciones químicas que tienen lugur en el ser vivo 
son catalizadas por enzima.o; en pequeña concentn1ción. 
Referente al epitelio. Capa celular que cubre la superficie externa e 
interna del cuerpo. Sus células están unidas por muy cscasn cantidad de 
sustancia intercelular y no posee vasculnciOn. Th.:nc función de 
revestimiento. 
Unidad taxonómica fundamental en la cla....,.ificación de los orgnnisntos. 
Un conjunto de especies afines fonna un género. a su vez. la (...~pccie se 
subdivide en suhcspt..~ies y variedades. 
Estado general de tensión en que se halla un organismo amenazado de 
ser alterado o pcnurbado en su equilibrio psíquico y biológico por la 
acción de agentes o condiciones ambientales. 
Eucariontc. Dícese de los organismos cuyas cCJulas poseen un núcleo 
diferenciado del protoplasma. 
Producidas fundamentalmente por bacterias grampositivns aunque 
algunas gra.mncgntivas también son capaces de elaborarlas. Son de 
na1urale7..1.1 proteica y tcrmolábilcs 
De una facu1lud. Fuerza o resistencia. 
Célula lihrc. amcboidc. generalmente habitante de líquidos orgánico!> 
(SanJ:.."TC). cuyn misi<\n consiste en fagocitar crn .. "rpns peligrosos para el 
organismo .. bactcrius o pro<..luctos del organisnto. 
Filamento protoplasmático que se proyecta fucnt di.: la célula a 1nancn1 
de un pcqu..:1'0 látigo. Está dotado de un n1uvimicnto ondulante de 
función locomotriz y al mismo tiempo de giro sobre sl mismu. 
Perteneciente o relativo al fenotipo. 
Aspecto fisico de un organismo resultante Je la intcracciún entre "'ll 
constitución gcnétic~1 {Genotipo) y el medio atnhicnh.·. 
Fonnación patológic:1 de tejido fibrosos. Supone lu sustitución de 
elcmcnlus por tejido conjuntivo fihrnso inerte. Si afectu a órgano:-. 
vitales es gr~vc. 
Elcvadt"m de la h:mpcratura corporal u caus:' de una cnfcnncdad. F .. 
un síndrome complej'' intcgmdn por taquicardia. st1ptlr sudnrnción . et<.:. 
y puede ~cr pro<..lucido por rnultitud de proct..•sn'.'-: inti•cciotll.º'
tr..UlSltlrnos n1c.:tabúlic<.1~ o ncrviosc.ls. neoplasia. ... cte. 
Estado u.ll!rgicu propio Je la prirnavcra o el vcrunn ) pn'" u..:¡,Ju por la 
inhalacitln del polen de ciertas pluntas. Se carJctcrin1 por cnnjuntiviti ... 
cntarro nus.al y ~íntnn1as usmútico!'.. 
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Fiebre Tifoidea 
Fimbrias 

Ganglio 

Gastroenteritis 

Género 

Genotipo 
Genncn 
Glucolipido 
Hcmaglutinina 

Hematíe 

Hemólisis 
l-lcmolitico 
Hertz 

1-líhrido 

llidrólilo 
11 idr6fnht'I 
l lidrúlisis 

Hidroli:l'.ar 
Huésped 
llcnn 
lnJol 

Inmune 
lnn1uni7.ación 
lnrnunoglobulinas 
Jn1rincnción 
In vitro 

Láhil 
l.acto~ 

ConstitU)C el prololipo y Ja fbnna m¡Ís grnvc Je las licbn;s entéricas. 
Tambh!n 11:.mmdas pilis. son apéndices más pcqueilos que se encuentnm 
en ht superficie de muchas bacterias grumncgntiva... Actualmente el 
ténnino fimbria se utili7.a para describir cualquier apéndice no flagelar 
similar n un pelo. 
Pt..-queño abuhnn1icnto de fonnn y tumaño variables. que aparece 
generalmente en gn1po. en el trayecto de los vasos linfáticos o de las 
fibras nerviosas. 
lnllamación de la mucos.t del estón1ugu y del intestino. Es causada por 
productos tóxicos. inft..~ciones. cte. Se caracteriza por vómitos y dinrrcn. 
Conjunto de seres que tienen caracteres comunes. Catcgoriu 
taxooómica intcnncdia entre la familia y Ja especie. 
Material cromosómico característico de un organismo 
Principio rudimental de un nuevo ser orgánico. Microorganismo. 
Li[lOidc no f('lsfhmdo. 
Proteínas virales capaces de aglutinar eritrocitos de ciertas especies 
animales. Pueden ser auto-. iso- y hctcroglutinin~ según aglutine las 
cClulns de In sanb'TC en que están contenidas~ las de los animales de la 
misma '-'"Spccic las de animales de especies difcrenles. 
respectivamente. 
Cada uno de los corpúsculos o glóbulos rojos de la sangre. Tienen 
forma redondeada y un diámetro de 7µ. 
Destrucción de los hematíes con lihcrnción de hemoglobina 
Relativo a la hcmólisis. 
J lcrcio. Unidad de frecuencia. et.1uivalc a un ciclo. vibración u 
oscilación por segundo. 
Animal n vegetal que proYicnc del cru;,..amicnto entre individuos 
genéticamente distintos. 
Que ahsorhc el agua con gran fo.ciliduU. 
Que pack~·e hidrotObia. Pn .... picdnd de..• l:t'- !'-U"'tancias de repeler el ugun. 
l~eacciún <..JUÍmica que tiene por ctC:ctn el desdoblamiento de un;.1 
molécula por accicln del agua. Rcac<...·ic"m de algún compuesto con el 
agua. aunque no se produ;¡.ca dohlL" descomposición. 
Someter a hidrólisis. 
Organismo unimul o v~gctul u cuyas c'pcnsas vive un panisito. 
Ultima pordún del intcstin1.1 dcl!,!¡ldu 4uc dc~cmboca en el ciego. 
(CHI hN) Uenzopirril. Su~tancia orgtlnica aromática formada por un 
núcleo de henccnn y uno pirról icn. SL" usa en pcrfumcriu y como 
reactivo quh11icn. 
Nn atacable por ciertas enfermedades 
i\cciún )' l!tCctu de inmunizar. J laccr inmune. 
Snn Anticuerpos. e'.'\.istcn varios: lg<I. lgA. lg.~1. lgE. lg.D 
Acciún ~ cfocto de intrincar. Enn1;.1n1ñur unu cosa. 
Aplica a lus procesos biológicos cuundo se producen 
experimentalmente. aislados del conjunto Jcl organismo. 
Dícese del cumpucsto fi:ícil de tnmsft-,rmar en otro más estnhlc. 
(L0 1;:lb::?011) A:l't.

0

1cur de la leche c'msti1uida por una molécula de 
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Licuar 
Linfático 

Lipopolisacárido 

Lisis 
Mncrófago 
Mnnosn 
Mesentérica 
Mesenterio 

Micloma 

Nitrocelulosa 

Nuclcótido 

Nutricio 
Nylon 

Oponunistu 

<>srnótico 
Parntifico 
Parulif('lidi..•a 

Pa!'>tcuri;raciún 

Patúgcm1 
Pcnkilirw 

Pc~h: 
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galactosa unida a mm d\! glucosa. Se prcscnto.t ct11110 un polvo duro . 
blanco. inodoro y de sahor muy dulce. 
Pu..4iar del estado gaseoso al líquido. Conva;rtir algo en liquido. 
Dícese del conjunto de vasos .. capilares y ganglios que intervienen en la 
circulación de la linfu. 
Son glucoJípidos compl~jos compuestos por uno.t porción lipídica 
llamada Lípido A .. la región del centro n con: polisacárido y cadenas 
laterales 0-cspccific..L"i.. que ~on regiones de cstructurJ bioquímica 
variable que confiert:n unu entidad serol .. "lgicn llnicu a lus especies de 
bacterias gramnegativas. 
Destrucción de las mcmbmnas celulares. 
Célula del sistema rcticuloendotclial que fagucita panículas grandes. 
Isómero de Ja glucosa C 6 1-1 1:?0h. 

Pcrtcm .. ~icnte o relativo al mesenterio. 
Conjunto de repliegues del peritoneo que une la 1..·uvidad abdominal~ 
junto con sus va.sos y nervios. al intestino delgado. 
Neoplasia maligna d..: células plasmáticas de la médula ósea. Sus 
manifestaciones son numerosas: anemia. insuficiencia renal. 
plasmocitos unon11alcs en lu sangre y médula. cte. 
Nitrato de celulosa. Se obtiene por acción del ácido nítrico. madera o 
paja. 
Sustancia tbrmada por ácido fbsfOrico .. d-rihosa y una base (piñmidina 
o purinn). 
Del lat. /\'u1riliu ... · .. adjetivo nutritivo 
Fibra textil sintética· constituida por una amida pnlimcri;;r..ada de cadena 
larga obtenida a partir de grupos amidos. Es 1nuy tenaz. elástica y 
resistente a la nhmsión. 
Perteneciente o relativo al oponunisn10. Actitud que consiste en 
aprovechar al máximo las circunstnncias momentáneas. 
Paso de un líquido._, tnn:és de una mcmhr.ma scmipcnncable que separa 
dos disoluciones de distintu concentración: el flujo global tiende u 
igualar ambas conccn1r..1citmcs. 
Relativo a la ósmosis. 
Perteneciente o relativo a la paratifoidca. 
lntCcciún intcstim1I ccm sintnmntologin de la liebre tifoidea. pero menos 
grJVC. 
i\cción y cfCcto de p¡1stcuri7.ar. Eliminar las huctcrias patt">gcnns de la 
leche.. vinn. etc.. mediante calor. sin ultcrar !'>U estructura 
ct1n1puncntc!'-. 
Productor o causmue de un¡1 cnfcnncdad o cswdo rnorho!'otl. 
Antihicltico obtenido de varias cepas del ht'll!,!ll />c.>nicillium. 
Dcscuhicrtn por Fleming en 19:!9. 
i\-1c.l'cl¡1 Je polipc!ptidt<tS resultante Je lu hidrúlisi~ pcplidica dt: la 
alhún1ina. de la cascinu ~ d..: lu fibrina por acción de la pepsina. 
Enfom1edad infocciusa cpidcmicocndén1ica OlU.) grave que afocta al 
hombre y a diversos animales. S..: transmite por la picadurn de pulgas 
que han sido huéspedes de rJtus infectada!- o por lransmisitln aérea. 
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Pienso 
Pili 

Pirógcno 
Policstircno 
Polictilcno 
Polipropilcno 
Prostaglandina 

Quimo 

Quistica 

Radioisótopo 
Rcactividad 
cru7..ada 
Sacarosa 

Salmonclosis 
Saprófito 

Septicemia 

Serología 
Sindromc 

Somático 
Tampón 

l"ranslocación 

·1·axonomin 
Termo lábil 

Tetraciclina 

Tífico 

Tifoidea 
Tifus 

Cualquier cnfcrmednd que causa gran mortandad. 
Ración de alimento seco que se distribuye ni ganado. 
Aquellas fimbrias de las bacterias gramncgativas cuyu función 
especifica es la de uansferir DNA de una célula a otra durante el 
proceso de conjugación (por ejemplo. pili sexuales). 
Que produce fiebre. 
Plástico obtenido por polimcri7..ación del cstircno, 
Tcnnoplástico obtenido por polimcri7.ación del ctilcno 
Poli mero del propilcno. 
Cada una de las sustancias aisladas de diversas estructuras orgánicas. 
cuyo esqueleto químico lo constituye un anillo de ciclopentano. Son 
estimulantes muscularcS9 anticonceptivos. etc. 
Masa líquid~ espesa. de color gri$ácco. resultante de la digestión 

gástrica de los alimentos. 
Tumoración ronnada por una cavidad o vejiga rellena de sustancias 
diversas~ generalmente liquidas o scmisólidas. 
Isótopo radiactivo de un elemento quimico. 
La degradación de la unión de un anticuerpo u unn molécula no 
marcada. 
(C1zH220 11 ) Glúcido. Es el oligosacárido conocido con10 azúcar de 
cai'la o de remolacha. Se encuentra en frutos. scmi1las9 flores y raiccs 
de plantas. Químicamente está ronnado por glucosa y ftuctosa. 
Enf"ennt.."'Clad infecciosa causada por bacterias del genero Salmonella. 
Dícese de los organismos que obtienen materia orgánica en dilución a 
panir de los tejidos muertos o en descomposición de plantas y animales. 
Se aplica a cualquier microbio que se desarrolla como comensal sobre 
un ser vivo sin interferir sus funciones. 
Infección general grave producida por la pcnclrJción de gérmenes 
patógenos en la sangre. 
Ciencia qui: trntn del L~tudio de la.s ~m:i.·itmt.'"' inmunnló,gicns del suero. 
Conjunto de síntomas y signos (.)UC cocxistc11 simultáneamente y qui.: 
definen un proceso patológico. 
Dícese de cualquier afección de base orgánica. 
Disolución tampón o amortiguadora. Dícese de In disolución cuyo pH 
no varia sensiblemente por adición de un ácido u una hase. 
Reordcnamicnto intcrcromosómico consistente en el cambio de 
posición de un cromosoma 
Ciencia que estudia la clasificación de los seres vivos. 
Dícese de las sustancias activn.._c.; que se descom)'lOncn por acción del 
calor. 
Antibiótico de amplio espcctro. obtenido de ciertas especies de 
Streptom;i•c,• . .,·. 
Dícese del síndrome de diversas enfCnncdadcs~ constituido por 
transtomos nerviosos y fiebre. 
Del tifus. 
Denominación dada a un grupo de cnfCnncdadL~ infCcciosa.s causadas 
por microorganismos del genero Riclu .. •ttsie1 y trJnsmitida por 
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TrJcto 

Uremia 
Vncuola 
Valoro 

Zoonosis 

artrópodos. Cursan cun ticbrc9 cela.leas y obnubilación 
Denominación que se aplica a diversas estructuras anatómicas de 
cnráctcr cordonal o alargado. 
Exceso de urca en Ja sangre. especialmente por insuficiencia renal. 
Cavidad celular separada del resto del citoplasma por una membrana. 
Tiempo de reducción dccim!ll. Es el tiempo que se nccesitn para reducir 
a una temperatura dada el QOo/o de los microorganismos. 
Cualquiera de la..c; cntCnncdadcs de los animales. que pueden ser 
transmitidas ni hombre (rahia. brucelosis9 etc.). 
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