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INTRODUCCION 

Mclevcr y Picke reporta.ron por primera vez la. presencia de Ycrsi-

11!!. enterogoll tica en J.934; sin embargo, la prime1'a descripc16n la hi

cieron Schleifenstein y Coleman en 1939. (3) 

En 1944 Van Loghem propuso ln trl!.lloferencia do Pa!\):&u;rc:Ua J\Ocutl,o

tuberculoeis. a \Ul nuevo género, Yereinin. cot10 YC!rni nia ~ y fil· 

sinia pseudotuberculo¡¡is. en honor do Alexander Ycrsin, quien en lBgl¡ 

fue el primero en a.iolar el bacilo de la peote bubtnkn. Frode1•icksen, 

en l96lf concluy6 que lao caracter!nticao bioqu!micuo de la bacteria -

ahora conocido. cano X· cntcrocolitica eran oimilaron a lo.e de !.· ~

dotuberculoaio. pero lo suficientemente diferentec como ¡1ara. ga.r1mti-

iar su dos1gnac16n como dos eopccies del. g6nero Yoroinlo. do Vo.n loghem 

(3,6) 

En la actualidad, es <W gran impo1·tanci11 la morbilidad origiaada 

por las enfermedad.ca go.strointeetinaleo y dentro de loa agentes bacte

rianos causantes de este tipo de padecimientoo oc reconoce a Yersinia 

enterocolitJ.co., miembro de ln fam111n Enterobu.ctcrtnceae; a penar do .. 

su conocida patogeniciclrul, es \U1 ue;ente poco buscado en los lnborato-

rioa de nuestro pa!s, por lo cual, es importante analizar le.o carncto

r!uticas de note microorganismo. 

Siendo cada vez Mo alta la frecuencia de morbilicllld y mortalidad 

por cuadros gastroent<lricos, puesto que ocupan el segundo lugar en -

nuestro pa!s, esto hace pensar no solo en la participaci6n do aquelloo 

miembros de la fwnl.lia Enterobe.cteriaceae b•ÍOicwnente considerados t;ra 
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diclonalmcntc como efltcropii.t6gcnoa, sino también en !· ent.erocoli tica 

a la cual se hace referencia como agcnt.o causal de canoa agudos de - .. 

"gastroentcrltia, síndrome de pseudoapendici tia, linf'adeni tls [!leaentér1 

ca o lle!tio tenuinal. 

A pcsu.r de lo anterlormcnti:: referido, !· cnterocolitica es W1 ml

croorgnniamo que puecJc pasar deaapcrcibido a nivel del laboratorio cl1 

nico, por lo cual, es necesario penaar en ésta y realizar au búsqueda 

en muestras de materia feca.l procedentes de pacientes con cuadros gas

troentéricoa, ya que au identificuci6n solo requiere de lU1 poco mis de 

tiempo, sin neceaidad de r:mcho material adicional al requerido para el 

trabajo de rutina en w1 Laboratorio de Dnct.criologíu Clínica. 

Be sabe que a pesar de ou conocida patogenicidad, no se busca ru

tinariamente en muestran de materia fecal obtenidao de niños menores 

do 12 años. Siew.lo el principal problemll que se p1·escnta, el que no se 

tiene personal capacitado, por la fl'l.ltD. de informaci6n en las técnicas 

utilizadas en el aislumient.o y cultivo de esta bacteria, ya que como 

ne ha mencionado no se requiere de material elaborado ni caro, para su 

aislnml.ento, 
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OBJETIVOS 

l. - Detemi11!1r la presencia de I enterocolitica en muestras de -

materia fecal enviadas para coprocu1tivo general, as! cOinO -

su identificaci6n "nioquímica. 

2. - Detcminar c.1 mejo1• mdtodo para lograr un meyor aiolwniento, 

asi cano el medio de cultivo mds adeeusdo, 

3. - Detcrml.11!1r la virulencia de las copas obtenidas y su •ensi

bilidad frente a. loa agcnteo antimicrobiMos. 

IUPOTESL'l 

Conairlornndo o. Yorain:la enterocolitica. causante de enfermedad.ca 

diarreicas en el humano, es factible lograr su e.ialamicnto e ide¡i 

tiflcaci.Sn a partir de mucatras cl!nicas, obtenidas de niflos con 

cuadro diarreico cuya. ctiolog!a ac desconoce, 
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I GENERALlDADES 

El gánero ~ pex-teneciente o. la familia. EnterobaatgiMeo.e 

está for:na.do por las especies !· ~ !· rnidptuberc\llosis y l· m 
terocoli ticll. (6, 21) 

Las dos priroe1•0.s eJpecion producen yc1•siniosi G en el hombre, su -

reaervorio lo constituyen n1.Illlerosos IllBll\Ífcros (conejos, cerdos, vaco.a, 

ro.tones, chinchillas) y aves, pueden producir epi=ootiaa U.e ¡¡ro.n exten 

si6n, ce.racteriz9.d.ao por diarreas, linf11denopat!a3 con necrosis y sep

ticem.ta, También ¡medcn Jl"-rmanecer latentes en portadores animales sa

nos. Al.lllque Ge desconoce c0n exactitud, se plcMa que la fuente de in

fecciones para el hombre, sea ll. través de alimentos contomlnados con -

hoces o con orlna de los arJ.maJ.ea,afil\ cuando al principio estas enfer

meclades se consideraban ocaoionaleo, il.l timamente ha aumente.do su f're-

cucmcia, (6, 21) 

Se ha visto que en )!a!ses de climn. rr!o como Co.nadl!, Esta.dos Uni

ctos, l!ungr!a, ?lorucga, Dinwnarca, etc., su incitlencin es alta; sin em

bargo, en climas de temperatura media mlts a.lta, colllO Gu!ltema.la. y Arri

co. Occidental, la incidencia es mlts baja, incluso se reportan fluctua

ciones estacionales en la frecuencia de ycrsinioois humana con un má-

ldmo •m loe meses i'r!os del año. 

A) Caracterfoticaa Genero.leo. 

El género~ esti1 forma.do por cocobacilos ova.les, relativa-



- 5 -

mente largos, de o. 5 a o.8 }1 de ancho por l a 3 µ. de largo. Bacterias 

Grani negativas, irun6viles a 370() y m6vileo mediante f'lagelos peritri

cos producidos a temperaturas menores de 30°c (siendo la 6ptima de --

22ºc a 25°c ), excepto .[ • .JlSU!lli. Son facultativas, no capsuladas y no 

esporuladas. (6, 9, 21) 

Loo miembros del género ls.f_.;lnla se caracterizan por reacciones -

variables positivas, son negativos para arginina, utilizaci6n del el-

trato, Dllo.sa, H2S, movilidad, fenil alAnino., Voges-Proskt.ucr y utiliZ.!l. 

ci6n del mo.lonato. 

Utilizan los earbohidrutoa, glucosa, maltosa. manito!, trealosa, 

glicerol, x:l.loso. y rructooa, fcrmcnttmdolos y produciendo ilcido, pero 

no go.s (.[. enterocoli ti ca puede producir peque lías cantidades de gao 

despuéo de 2 a 3 d!aa a 25°c ). Usualmente no fermentan la lactosa. (6, 

21) 

Todas las especies de Yersinia desarrollan a temperaturas entre 

4.J12ºc siendo ln. 6ptima de crecimiento de 22-29oC. Esta temperatura -
2+ 

depende de los requerimientos de Co. que tien~n algunas cepas virulen. 

tas de' r. pseudotuberculosi s y r. enterocolitica, as! como de cepo.a v!, 

rulentas de r. ll!lJUi.!¡¡, que no crecen a 37º0 pero s! .. 25ºc segdn requi)l 

re.n Ca2+ y ATP. 

Las especies r. ll.'!fl.lla y r. ppeudotuberculosia toleran un rango -

de pi! de 5. O a 9. 6; otras especies de Yersinia pueden crecer en un ran. 

go de pH ele l¡ a 10, a1mque el 6ptimo de todeo las especies es de 7, 2 

.. 7.4. (6) 
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El género ~ puede crecer e. 25"0 en medios sintéticos que -

contienen se.les minera.les y carbohidro.tos que originan le. energía, 

siendo neceae.rio la e.dici6n de un mínimo de biotine. y tia.mine. como Pl'll. 

motor de crecimiento, !• ll!Ulllf¡, requiere e.demás I-metionina y L-f'enil.,_ 

ille.idna.. 

Las especies de Yersinia pueden tolcre.r un 5'f,, NnCl !· psedotuber

culosin es le. Wú.ce. especie que crece en medio que contiene O, o8f, de -

telurito, (6) 

Las caract.er!aticns fenotípicas son :f'recuentcmente depencll(',nt.es ... 

de lo. temperatura y, usualmente, la mayoría de lo.a co.racter!sticas se 

expresan mejor en cultivos obtenidos a 25oe a 29oe que a 35oC y 3f'C, 

Las especies de este género contienen de 46 o. 5df, nolen de guani

na-citocina en el ADN. (6) 

Dentro de la clasit'icaci6n serol6gica, se sabe que en bnse ll los 

determinantes a.ntielinicos de ln pe.red, existen 34 tipos dii'erenteo de 

x_. enterocol.i tica; por la capacidad a.ntigénica de los flagelos se dis

tin¡;uen 20 tipos aorol6gicou, Estudios recientes han denotnilo lll pre-

sencia do un antígeno K preve.lente en el serotipo O :3, (3, 6) 

Un estudio serol6giao practicado por Winblad (3), que abarg6 des

de 1970 hasta la fecha, demostr6 que se reconocen 34 ·diferentes ant!-

g:cnoa 01 algunos de lo.o cualcc cruzan ncroloeicwnente con alertas ca ... 

pecios de Vi\Jrio; SD.lmonclla. Brucella y 20 antígenos H. 

Las cepas pertenecientes 11 los serogrupoa 0:3, 0:9 y 0:5, son re.!!. 

ponsablea de la mayor!" de loa casos de gastroenteritis, mientr"s que 



las ce:I>Bs que mds frecuentemente causan inf'eccidn extraintestinal, pe¡, 

tenecen al serogrupo 6 o al biotipo l. (3, 41) 

E.xisten, ~s, otras espcciea de Yersinia. que pueden confundir

se con !• enterocoli tica. estas especies conocidas inicialmente como -

at!picas o parecidas a!· ~~lltica son!· intermedia. !· ~-

ric1sper¡i.i que utilizan la rBlllllosa y !· gistonsenii que utiliza la sa

ca.rosa. (1, 3, 6, 34) 

La fagotipia es otra de las herranúcntas flpidcmioldgicas 11~Ues. 

Por lo que loo bacteridfagos son diferenciables tierol6¡;icamente; sin -

embargo, esta. diferenciaci6n ha recibido :poco. a tenci6n. :i... propa¡¡nci6n 

de loo fagos no se lleva. a cabo n 37ºc, sino n 22oe. El :f'rnncés llico-

lle (3, 6) distingue 11 fagotipos evidencian® que tres de estos fagos 

lisa.n tambidn a !• pseudotuberctüosis. 

B) :Importancia CJ.!nica 

Las enfermedades que producen estos microorganismos se presentan 

de dos formas. t.. lini'adenitis mcscutérica agu<la o c11terocolitis aguda 

y una disentcr!a bacilar. El microorganismo se :puede aislar n partir 

de loo ganglios linfdticos meser.t&icos, que estdn aumentados de twnn

no. (20, 21, 38) 

La. linfndenitis mesentérica. producida por ycrsini9.s afecta prin

cipalmente n niños de corta. edo.d y puede ir se¡¡uida de un eritema nud,g_. 

so. la. forma septicémica., l'14I'ecidn n la fiebre tifoidea., afecta. princ,1 

pulmentc a. pacientes que sufren de procesos subyacentes, cano la cirrg. 



sin hepática o lan discracias saneuíneas. En algunos ca.sos GC: presen

tan abscesos en diversos 6rganos. (11,111,21,37,38) 

La enteritis va acompaña.da generalmente de pirexia y en algunos -

casos lo. temperatura se elevA. hasta 4o"C; en algtmos pacientes los s!n 

tomas de la enteritis van preccdid•>3 o acompafüidoJ de bronquitia, gri

pe o malestar de garganta (3,9,20,21, 37,38) 

En los ca.son agudon de gantroentcritis f'recuentementc ne advier

te un s!ndl:ome de pseudoa¡iendicitis, lih.fo.deni tb mcscnto!lrica o ileí--

tio termlnal. (21, 33, 3'1) 

Tras un período de incubaci6n poco mayor de w1 d!a pueden 1nanifes

tarse los síntomas de cualquiera do las dos enfcriocw1dec, le. linfüdeni

tis mesent~rica., que produce signos scmcjautes a la apendicitis y la -

cntcrocoli tis. (6, 20, 21) 

En arobon cano::;, el microor~u.nismo ac establece en el Íleon dando 

lui;ar a dolor al:>domina.l, malestar general, fiebre y cefalalgia, En pe¡;: 

sonan comprotnotidas por enfermedades previas, debilitantes o bien por 

tratom:tentos prolongados y corticocsteroidcn, provoca septicemia y/o 

meningitis y/o artritis. (ll, 20,21) 

La .fuente comW. de transmisi6n !>l hombre es la 1nr;esti6n de hela

dos, a.gua y leche. 

C) RequeriJnientos nutricionalen y aislwniento. 

Yersinia entcrocolitica. es muy <iimilar a otrao bacterias ent6ri-

cao, excepto porque crece mejor 11 25°c que a 37°c y posee la capacidad 
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de crecer a l¡oC, caro.cter!sticas que se ha.n emplead.o para cultivo y -

aisl.and.ento del microorganimno. (6) 

Para el aislamiento de 1· enterocolitica pueden emplearse le. rr.:i.-

yor!a de los medios ent<Sricos comunes como por ejemplo: e¡;:ir Mac Cor.--

1<.ey, o.gar SS, agar EMB, agar Tcr1_1itol 71 agar LllU (LactoGO. sacarosa-u.:. 

reo.), aga.r Desoxicolo.to-citro.to y enriqueciJnientos como el medio cloru

ro ele magnesio-verde de ma.laquitti-carbcnicili!lll., caldo selenitú F, cal

do tetrtitionato, etc. (31 6,13,21) 

Sin embargo, ex.laten .liini taciones en cuanto a los medios. El crc

cilniento de esta 'ba.cterio. se inhibe en medica que contienen verde bri

llante, te.les c0110 agar verde brillante y ca.ldo tctra.tiono.to adiciona

do de tal colorante, AüemA:o, el uso de tch.u-i to do potanio cozno agente 

selectivo, doberi!. hacerse con cuidado, ya que es t6xico para !· entero

coli t;lca. y se indica que Ge descarte el uso de mecilon ccl:lo el a.gar EMB 

agn.r XLD y age.r Hccktocn cntárico liru.~u. bU aiolnnicmto, pues to que en -

ectos medio::; el crccim.it:nto de !. entcrocoli tica. afill siendo ln.ctosa -

negativa. seneJa. a loo tnicrooreanismos coliformcs r..orfologic.wnente, in

cluso, no todos los serotipoa ci•ec~n en a.car SS, (3, 6, 21) 

Las CGpecieG de Ycrsinio. crecen " ltis 21¡ hrs. dtimlo colonias pe-

quefül.s de 1 n l. 5 mr:i da dii!mLro tiproxl.madwnenta, an 1¡8 hrs auncnt!ln su 

tnr.m.fio de 2 u 3 mm U.e d!.Mietro; con ligcrw:i.ente opacas, bui:.ird'..cea.:.:;, li

sas, redondas y algunas con bordan irregu.l.a.rcs. En r:iedion SS, se obser

van coloni11s pequeñas, transl,~cidao. ( 6, 21, 24) 
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Se han empl.eado diferentes ~todoa de l.aboratorio para el. aisl.a

mionto de X.. enterocoli tica de sus diferentes fUentes. Sae.ri (3, 6) -

emple6 inocul.aci6n en agar desoxicol.at.o-cit..-a.to-manitol y enrique:::i-

miento de ce.me incubltndose J.I¡ dias a. J.5oC para. recuperar "!..· enteroco

li tica de aguas. Harvey (3, 6) emple6 un enriquecimiento de caldo gluc.Q. 

se.do incubado ann.er6bl cemente a tcmpera1oura ambiente. Lassen (3, 6, 2J.) 

util.iz6 enriquecimiento de caldo J.a.c tosndo a 37°c por 48 hra sembrado 

posteriormente en egar de Drigalaky. High<mlith (3,31) encontr6 recupe

raci6n de X. enterocolitica de muestras de agua por fil.trnci6n con -

membrana, siendo el. caldo M..Endo el mejor de J.os cinco medios diferen

tes examinados. Feeley (3, 6) recomienda. una modificaci6n del caldo Ra

ppaport como medio de enriquecimiento para. recuperar l· cnterocolitica 

de alimentos. Schiemann y Toma (3, 26, 31) encontraron que el. ca:l.do mo-

dlficado de Rappaport era '1til en un procedimiento de dos pn$os con -

previo enriquecillliento en fr!o para recuperar X,. enterocolitlca de 1.e

che cruda; a1mque ol.J.euncs autores concuerdan y otros no, con e1 uso rle 

enriquecimiento en fr!o; Greenwood y Wcionfeld (3) lo reco1niendan co1no 

un buen 1n6todo de aislamiento, pero Pai y Van !!oyen (3, 26) concluyeron 

que l.a util.idad del enriquecimicn to en fr!o depend!a de la condici6n -

cl!nica del pe.ciente y del. serotipo de X,. enterocoli ti ca involucrado 

en la infocci6n. Servan (2, 3, 6) emple6 enriquecimiento en agua pepton!!. 

da a 4oC durante l a 6 meses, usando agar SS ºº"'º medio de aislamlento 

e incubando a 28°C durante 48 h. • Wautern (2, 3, 21¡) recomend6 como mét.Q. 

do selectivo el uso de caldo selenita adicionado con o.oO'f'I, de verde -
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mala.qui ta, explicando también que un buen mUodo selectivo incluye un 

e~iquecimiento en el caldo peptonado e. 4°c durante 3 a 5 d.Ías. Se han 

empleado c!ll'acter!sticas del microorgani= para elaborar medien aelell, 

tivos y/o diferenciales y as{ se tienen el medio de pectina, (3, 6) a-

ga.r CIN (eefaulodina.-irgasan-novobiocina) (3,13, 31), medio "Y" (39), 

medio CAL (cel.obiosa-lisina-a.rginina) (3.13,lfl), 1nedio selenita mCJdi-

ficado, (3, 3Ü 

D) ldentificacl.6n bioqu!mica.. 

En general, se puede decir que dentro de las ca.racterhticas bio

qu!mico.a do !. enterocoJ itica son las siguiente~. 

CARACTERISTICAS 

Indol 

Citrato 

TSI 

Rojo de Metilo 

Urea 

Fenilalanina 

Liaina dosca.rboxiJ.asa 

Arginina. dihidrole.sa. 

Ornitine. dosco.rbox.l.lasa 

Me.lona.to 

Nitrato reductasa 

REACCION 

d 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
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CARACTERISTICAS RFACCION 

Gela~ina 

D-manitül + 

Glucosa + 

Lactosa 
11: 

Sacarona + 

Dulcitol 

As.licina d 

Adonitol 

Inositol d 

Sorbitol + 

/lrabinosa + 

Raíinosa 

Ramnoao. 

Mal.tosa d 

Xlloso. d 

Treal.oso. + 

Esculina 

Oxido.a a 

Ca.to.lo.AD. + 

Vogea-Proskai.er 25°c + 

37ºc 

Movilidad 25oC + 

37ºc 
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E) Sensibilidad frente a los untimicrobianos, 

De acuerdo con Durland (3,6) 1· enterocolitica es aensible al tl:-

cido nalidÍxico, collstinu, sulfadiacina, gentamlcina, estreptomicina, 

kanwnicina, tctraciclina y cloramfenicol; resistente a penicilina, am

picilina, carbenicilina y con sensibilidad variable a cefalotina. Gini 

encontr6 que era sensible a gentamicina, tctra.cicJ tna. y kanamicina, re

sistente n novobiocina, oxacilina, penicilina y clinda.micina. Según -

Szita (3, 31) es sensible a genta.mlcina, collatina, kanamicina; resis-

tente a uovobioc:ina, oxacilina, penicilina, ampicilina, espiramicina, -

clc"-lldrAniclna, vanccmicina y llncomicina. Toma (3,6) dice que 1· ~ .. -

rocolit.ica. es sensible a tetro.ciclina, estreptomicina, poli.mixine., g~n. 

twnicina, cloramfenicol, nitrofuranto!na, sulfonamidas y trimetoprim

sulfwnetomzol.; resistente a penicilina, oxscilina, linccmicina y novo

bioclnn, con sensibilidad vai•iablt! a ampic.l.lina, ccfalotina y carbeni-

cilina. Mientras que Winblac\ (3,6) cncontr6 que el microorganismo era -

sensible a catreptomicin!l1 tetraciclina, oxltetraciclina, cloramfeni-

col, nitrofuranto!nas, sulfonamidas, gcntamicina y ácido nalid!xico, -

renistenlc a penicilina, rnetll.micina, arnpicilina, oleandomicina, novo

biocinn y r..nnamlcina.. 

Cu1~.0 es posihle obnervar, ele estos da.tos se dcnprende que el can

port.wnicnt0 de !,. entcrocolitica ho.cin loa antibi6ticos ea muy varia-

ble, e incluno existen reportes de que la transferencia de resistencia 

11 los mismos, probablemente esté mediada por pltl:Sir.idos que codifican -

para ln tnimnu. 
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En la actualidad, se han desarrollado una gran variedad de méto-

dos para efectuar pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos. Uno -

de los más conocidos y etl'plendos en el dlo¡¡n6stico de la.borator.lo es -

el m~todo de discoa. En eeta t~cnica se usan discos impregnados con e.n 

tibi6tico, los cuales se colocan sobre la supe:rficie de un medio de 

cultivo s61ido previamente inoculaclo con el microorganismo que se de-

sea ¡;robar. Durante la incubaci6n, el antl.bi6tico difundo radiRlluento 

del disco al medio. As!, si el microorganismo es sensible al nntibi6ti 

co en la conccntraci6n emple11da, se inhibe nu desarrollo en una zona -

circular alrededor del disco. El método, aunque es cualitativo, este!. -

influenclado por varios factores que deberán de ser cuntrola.tl.011 para -

obtener res.U.te.dos seguroo y confi9.ble. En 1968, Btiuor y cola (23) r,u

blicnron los detalles de una técnic" estands.rlzada para los discos, 

que pueden ser controlada eficazmente. 

F) Factores de virulencia 

En los d.1.timoo años se ho. visto que l.a im]lorto.nciu. de !_. ~

colitica. en las enfermedades gastrointestinales ha aumentado. Se ha rs 

portado la relaci6n de diferenten factores de virulencia a trnv~s del 

reconocimiento de la presencia de pHsmidos de 40 a 82 l'\egndalton como 

factor importante en la virulencia. de 'f. enterocoli tica. asocia.do a a -

la producci6n de detcrm.lnantes anti(l~nicos cano son los ant!eenos V -

(prote!co) y W Üipoproteico), (1,6,16,31;) 

Estoa e.nt!genos de virulencia V y W (cepaa Vwa+), loa producen -
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X· ~ X. pseudotuberculosis y x_. enterocolitica. El paJ)el de es-

tas proteínas se desconoce, es posible que participen en le. protecci6n 

contra la fagocitosis por leucocitos, que posean mecanismos de deatru.11 

ci6n dependientes de oxígeno molecular o bien que perml.tan el creci-

miento intracelular. (3,6,27) 

Carter demostr6 que 1· enterucoli tioa posee la enpncidad de produ

cir estos o.ntígcnos y su producción se correlaciona directamente con -

la patogenicidad de la bacteria en el rat6n. (7,10) 

Las condicionen 6ptimaa para la produccl6n de estos antígenos 

son: aereacl6n a 37oC y W1 medio enric;.u~ciC!.o sin Ca2 + • (6, 7, 27) 

Las propiedades que determinan la presencia de Pl..ÍSlllidos y ln pro

ducci6n de antígenos de virulencia V y W incluyen la e.utoaglutinaci6n, 

Ca2+ dependencia negativa, hidrofobicidad, letalidad en re.t6n, prueba 

de Sereny, invaoivi<lad de células llela y Hep-2 y 111 captaoi6n de rojo 

congo. (1,4, 5, 16, 27, 35) 

Por otro lo.do, ac sabe que existe otra proteína P1 ; mostrándose -

como renponsable de la autoaglutinaciór1 de !:... f!.nterocolitica y :f. pseu-

~eréulmsts. 

La .f'unci6n de la P 1 !!! :lll!! se desconoce, aoí como el significado -

biol6¡;ico de otron polipéptidos de membrana extorna, Sin embargo, la -

patogenicidD.d se determina también por ca.ractcrísticao cromosoma.les. 

(3, 6, 15, 29, 35) 

l~ntre las pruebas que ne rcalizun para datennina.r la vlrulencia. -

est!Ín lao niguientes: 
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F, l Captaci6n de rojo congo: uno de los medios selectivos que 

permite correlacionar la virulencia con el dese.rrollo de colordo.e, es 

el agar rojo congo, 

La absorci6n del colorante, le da la capacidad a !· pcstio para -

absorber la hemina, presente en el medio de agar rojo congo y la pato

genicidad de la bacteria, Eota característica twnbién la presenta !· -

enterocoli tlca. (28, 30) 

Las colonias que captan el colorante son Re+ (virulentns) y las -

colonias que no lo captan son Re· (avirulentao), E atas dos variante a -

las determina la colo1·aci6n que tomarln lan colonias:, ln!; primeras se 

tornarán de rojo magenta hasta anaran,jado y l&.s segundas son de rosa -

pálido a blanco que a su vez depender~ de factores como el pll y la te!Jl 

peratura que determinan la vo.riac!6n en el incremento del color, aa! -

cano la presencia de p:U:smidos. (8, 28, 29) 

F,2 Dependencia al ca"''-+: otro 'medio aelectivo que correlaciona -

el crecimiento con la dependencia al Ca2+ y la patogenicidad, ea el -

MOX {agar oxalato de magnesio), utlli zado en la prueba ele Ca 
2

" depen•

dencia. (5,15,28,29) 

En el medio MOX ae oalecclonan las colonias por su morfoloe!"; -

las colonias punteadaa, blancas muy pequeñas son Mox+ (virulentas) y -

las colonias alargadan con un di~etro de O, 5 a 2 lllJ!l son l·IOX- {o.viru--

lentas) • (8) 

El crecimiento selectivo que presenta !· enterocolitica en el me

dio MOX se asocia a la capacidad de producir antígenos V y W misma que 
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está determinada por lo. presencia del Co.2+, ya que como ae mencioncS, -

e3tos antígeno.:; no se producen en medios con Ca
2+, por lo que el me--

dio utilizado no contiene dicho elemento. 

F-3 Autoo.glutinaci6n e hidroi'obicidad: son pruebas que esti!n es-

trechamente relacionadas con cnrnctci·!sticas de la membrana externa. de 

la bo.cterln, como son: las intero.ccionec hidrof6bicas y clectrostltti-

cas, cargas de hidr6geno y fuerzas de Van der Waals, propiedades de la 

su¡;erflcie celular importantes en lo. adhesi6n celular. (22) 

Los m~todos utilizados para dete1"I11inar la atlhesi6n celular son,, -

la o.utoaglutlnaci6n, ln hidrofobicidad y 1n adherencia a hidrocarburos 

entre otros • (29) 

Uno de los métodos sencillos, rápidos y nuevos, es ln precipita-

ci6n con so.les de amonio, utilizada en lo. determinaci6n de hidrofobici

d!l.d de lo. superficie bacteriana, que está determinada por factores de 

concentro.ci6n, pll, tiempo y teinperaturn, La concentraci6n de bo.cterlo.s 

es de 1X108 a 1X109 
células por ml • (17) 

Por eatudios recientes, se mtbe que estu. característica está da--

da por la composici6n de lipoprote!no.s de la membrana, semejantes a ln 

lipoprote!nn de Bro.w1; sin embargo, también participen las fimbrias de 

tipo 1, que se encuentran presentes en las bacterias vlrulentaa. (22) 

E.ota.n protc!naG que intc1;ran lo. pared celuln.r son insolubles en -

agua; sin embargo, ln hidrofobicldad se debe n la ccmposici6n de los -

amino&cidos, dlfercnci~ndolos de laa proteínas ordinarias solubles en 

ngun. k>s wnlnoácldos no polnres (55%) se localizan principalmente en -
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la nuperficie celular de las proteJ:nnn moleculares reunlénclose en la -

parte internn, en el si tia de le. doble cape. de Hpidos que integran le. 

membrana celular. (22) 

Utilizando las mismas propiedadea de la pared celular ne lleva a 

cabo la e.utoaglutinnci6n, J.as bacter ian tienen la propiedad de formar 

agregados entre d. Esta. reacci6rt la det<>rmina.n la temperatura, pi! y 

tiempo, utiliz!Índose lo. mimna conccntraci6n de bacterias de }){108 eé-

lulus po1• ml • (4, 18, :::8, 29, 36) 

F. 5 Letalidad en rat6n: cun la excepci6n del !.eroerupo O :8, :f.. rui-

tel•ocolitica en o.virulenta para el rat6n. De cmllquicr modo, se so.be -

que utilizando una. sobrecarga de hierro doxtr.S:n (imfcron) en el rat·ln, 

se presenta virulencia en los seroerupoo 0:3 y 0:9. (!1,28,29) 

La suapensi6n bacteriana se adnúnistra en l ml con une. concentra-

cl6n do :JJ;.10
8 

células por ml inc.cuJ.a.du por vía. intraperitonen.11 se ut!_ 

lizan ratones BA..LB/c. Los reoultadoo de esto. prueba se reln.ciono.n con 

la virulencia en rs.t6n, intervi1liendo las cepo.o vi"rulenta:; y más espe

cJ:ficamente los serogrupos que son virulentoo para el rut6¡i, asuc:l.ados 

a los antígenos de virulencia y a los plil:onidos. 

F.6 Prueba de Sereny: ademáa de presentar virule11clo. para el ra-

t6n, t8lllbién se observa la queratoconjutitivitis en cuy0, 6 prueba de -

Sereny, la cual i'ué dada o. conocer por el investigador de dicho nombre, 

que muestra la invasiviclad del micre>organismo. (!¡) 
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La prueba consiste en la inoculaci6n de una suspensi6n de bacte

rias con J.X108 células por ml, colocando una gota de la suspensi6n en 

el saco conjunti val del ojo del cuyo. 

Los resultados se revisan perlocilcwnento durante 7 d!,.s, observ~ 

dose ln producci6n de un líquido purulento y enrojecimiento del ojo --

hasta formarse una capa qucra.tinu::::i, da.ne.lo una prueba :positiva. En el 

caso de que, a los 7 a.!as no se observen dichas ca."t"acterÍlitictt.s, será 

u11 resultado negativo. (4, 28) 

Como ya se mencionli, los serogi-upos diferentes al O :8, se inocu-

J.a.rón con ir:ff, de hierro dextrán. Por otro lado, ne podrfon presentar -

cacos en los cun.les ce observe üolamente enrojecimiento del ojo, nien-

do la conjuntivitis leve e indicando una baja virulencia de la cepa u-

tillzada. 

F. 7 Invasivlda<l de células l!eLa y llep-2: la invasividad de la bas 

terin en cultivos celulares se muestra por la invaoividad de c~lulas -

HeLa y llep-2 correlacionilmlola con la virulencia. (~, 32) 

La invasividad se lleva a cabo por l.D. penetraci6n celular, siendo 

el primer paso, la adhesi6n a la membrana celular, seguida de una eol.Q. 

nizaci6n y finalmente la inva•i6n, (.l9) 

Portnoy y colaboradores, en sun cstudloa, cnta.blecieron la invas,!. 

vidad de células llep-2 no siendo mediada por pli!Sll'.ldos. (4o) 

Se ha. reportado dentro de lac entcropa.t6gcnas invasivas a !· SE.!,!. 

Sa.lmonella, Shig-!I! lla. :f.. pscudotuberouloslo y dentro de estudios re--
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cientes a 1· enterocolitica. que invade células HcLa y l!ep-2, bajo cou 

diciones similares a las anteriores. (19,25) 

Zinck y colabore.dorec, reporta.ron que la invasividad de 1• ~

~ se demuestra con la prueba de Sereny, en la lctlllidad al ra-

t6n, as! como la relaci6n con otras cnractcr!sticas de virulencia. (32 

4o) 

otros estudios mostraron que la pérdida de virulencia iba asocia

da a. la pérdida.• de catas ca.racter!aticas rcp1·csentativ9.s de la virulcn 

cia, no ocurriendo lo mismo con la invaaivida.d, ya que ésta ca mediada. 

por un fo.ctor invasivo, no tota.üncnte independiente de los dntenninan

tes de virulenGio. y de los plltsmidos. (4-0, 42) 

La capacldo.rl para lrivadir células ll«Lo. y llep-2 se J imita a cier-

tos scrogrupos y biotipos, como para presentar virulencia en anim!ilea 

de laboratorio, entre eLlos conejos, ratones y cuyos. (1, 32) 

La virulencilL ea específica para. ciertas cepas de r. cnterocoli

~ catudiwlaa en laJ diforentPO pruebas de virulencia 1n yitro e 

.!n v.!Y2 y relacione.das con la. producci6n de ,;nfermedades ¡ior dicha -

bacteria en humanos. 
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II PARTE EXPERIMEIITAL 

A) MATERIAL 

l. - Material b1ol6glco. 

Se emplea.ron cepas de 1· sr_t_crocoli tica aisladns de muestras clí

nicas obtenl.das de niños, paciP.ntes del "Instituto lfacione.1 de Pedia-

tr!a" (IllP), con cuadro diarrel co. 

2. - Medl os de cultivo. 

a} Para el aislwniE>nto ' 

- Medio 1-lac Conke;; (Me1ck) 

- Medio Shigella-Sal.Jnonella (Merclt) 

- Medio selectivo para Yersinia seg'1n W~uters (I)" 

b) Para la identifk'lci6n bl.oqu!mica: 

- Medio Citrato d" Gill1'lano (BBL) 

- Medio Esculina (Sigma) 

- Medio Fenil Alanina Deaminasa (BBL) 

- Medio Gelatina. Nutritiva (BBL) 

- Medio Kligler (Mere!<) 

- Medio Malonato (Merck) 

- Medio OF base (BBL) 

- Medio llojo de Metilo Voges-Prosl<auer (Merck) 

- Medio sm (BBL) 

- Medio Urea de Chriotensen (Merck) 

"(ver anexo) 
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e) Pe.re. le. determine.c16n de virulenc1a.: 

- Medio Nutritivo (Merck) 

- Medio In1"us16n Cerebro-core.z6n (Difco) 

- Medio Mueller !!inton (Merck) 

- Medio Rojo Cone;o (II)" 

- MeJ.l.o Oxal.ato de Magnesio MOlf (III)" 

- Medio Lurie. (!V)" 

- Medio M-9 (V)" 

- Medio Triptona...F.xtracto de Levadura TYE (VI)" 

- 1'.edio Ae;arose. (Bit;me.) 

d) Pe.re. le. determinaci6n de le. suscepilbilidad frente e. loo 

e.ntimicrobie.nos. 

• Age.r Mueller l!inton (Mm'Ck) 

e) Pe.r .. la conservaci6n: 

- Medio Boye. Tripticaae. (Mcrck) 

3, - Campuestos adicionados. 

a) Ce.rbohl.dra.tos: 

- Glucosa. 

- Maltosa. 

- Lactosa. 

- Xiloca. 

- Saca.rose. 

- Trealosa 

" (ver o.Mxo l 
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- Harinosa 

- L-ramnosa 

- D-sorbitol 

- D-a.doni tol 

- Inositol 

- L-arabinosa. 

- Dulcitol (Merck) 

a w1a. concentra.ci6n del 1r:J1,. 

b) L-aminoikidos (Merck) : 

- Arginina. 

- Linina 

- Ornitina 

al 1i para. dcacaroox:l.le.sa. bas~ Moeller. 

4, - Antimicrobiunoo ernplev.doo: 

Acido llalid!xico 30 ¡ig/ml 

An:picillna 10 f!S/ml 

Amikacina. 30 "8Ím1 

Ccfalosporina. 30 ~/ml 

Clorami'enicol 30 pg/ml 

EatrcptomiciM. 20 pg/ml 

Gentwnkina 10 pg/tü. 

Kanamicino. 10 pg/Id 

llitrofuran toína 300 UI 

(Bigo.ux) 

(Bigiiw.) 

(Bigo.ux) 

(Biga.ux) 

(Bigaux) 

(Bigaux) 

(Bigo.ux) 

(Bigaux) 

(Bigaux) 
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lletilmicina 

Penicilina 

Pol.imicino. 

Tetraciclina 

Tr:Unetoprim-Sulfwnetoxazol 

5, - Reactivos, 

- Ac, clorhÍdrico (Mcrck) 

- Alfa. no.ftol (Merck) 

- Bico.rbona.to de nodio (l·ierck) 

- Citrato Hierro (III) (l"erck) 

- Citrato de eod.io (Merck) 

- Cloruro de wnonio (Merck) 

- Cloruro de calcio (Merck) 

- Cloruro de magnesio (Nerck) 

- Cloruro de potasio (Nerck) 

- Cloruro de sodio (Merck) 

- Deaoxinol:i.to de sodio (Merck) 

- Fosfato dis6c!ico (Merck) 

- Fosfato dis6c!ico (Merck) 

- Fosi"ato monoput1bico (l·!crck) 

- Hidr6xido de sodio (Mcrk) 

30 pg/ml 

10 µg/ml 

100 UI 

10 µ¡r./nu. 

25 pg/ml 

- Sulfato de m"<lnesio hepto.hidratado (l·'.crck) 

- Tiosulfd.to do so<l.io (Merck) 

(Sherwnex) 

(Bi¡;a.ux) 

(Bigo.ux) 

(Bieo.ux) 

(Shcrwnex) 
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6. - Amortiguadores y solucioneo. 

- Amortiguador de fosfatos pi! 6. 6 y 7. 2 

- Soluci6n basal de fosfatos 

- Soluci6n salina isot6nicu o. 65\G 

- Soluci6n salina b1üe.;ceada de !lanks (VII)" 

"(ver 3n<!Xo) 
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B} METODOLOGIA 

l. - Aislamiento 

a) 200 muestras de mnteria fecal, procedentes d~ ¡.i~cientes -

con cuadro diarreico, De procesaron con lt:!. steuiente técnica. Se tom6 

la muestra. con un hisopo rle algod611 inoculando directamente los me-

diou de cultivo, agur Shigella.- So.lJnoncllll. y ar,ar Mac Coru<cy. 

b) De cada Wla de lns m.uestrnc, se coloc6 el hisopo con la mn

teria fecal en 5ml de soluci6n rcguladorn de fosfatos 1/15 M, Se rcfri

ger6 b solución reguludc.rn cou lo mucstrn a 4-5ºC durante 21 dfos, en 

esto período ln muestrn refrlgcradn se scmbr6 n los 7, 14 y 21 días 

en agar SS, agar 1".ac Conkey y agar a~lectho para Yersinla (Wautera}. 

Los medios de cultivo inoculados con lan muestras de ambos -

procesos a y b, se incubo.ron a 25°c durante 21~ a 48 h con el fin de 

deten1.innr el uislruniento de !· enterocolitica. nsí como de hacer su -

identif.ic!lción pres untiv&. mcdi~nt.e su mo1·fcloG.ia coloni!ll. 

Se oeleccionarou la:i colonino lactosa. negativas para nu dcter

rr.inación bicqn!micn pontcrlor. (Enquc101 1) 



ES~UEMA l 

AISLAMIENTO DE ~ ENTEROCOLITICA 

_.., INOCIJLAR EN AGAR SHIGELLA-SAIJ.IONELLA 
~ Y AGAR MAC CONKEY 

MATERIA FECAL<...__ 

------. MUESTRA DE MATERIA FECAL EN 5 ML DE 
SOLUCION REGULADORAl DE FOSFATO l/15 M 

INCUBAR DURANTE 7, 14 y 2l DIAS--->COLOCAR O.Ol ML EN PL!!,__. 
A h-5 oC • CAS DE AGAR SS, f.'.AC 

CONKEY Y MEDIO "Y", 

INCUBAR A 25°c Dr 24 HORAS 

UTILIZAR IAS COLONIAS IACTOSA (-) 
PARA IAS PRUElllll BIOQUIMICAS, 

UREA, TSI, MOVU,IDAD A 2~oC - 37oC Y OTRAS 
PRUEBAS . f>IOQUIMICAS CONFIR

MA~'OHIAS. 

1 
1\) . ..,, 
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2. - Caractcrizaci6n bioqu!mica • 

.Para confinnar el diagn6stico preswitivo de aiala.idento se reaJ.i

z6 la identificaci6n por medio dP la sorie do bio'lu!micas menciona.das 

para este microorganismo. 

Una vez fl.iolaclP.s e identificaclas las cepas, se proccdl6 a biotif,!. 

car en base al cuadro de bioquímicas, se¡;OO Niléhn (Tabla l ), tonu1:nd,Q. 

se del tubo de conservaci6n de cada cepa wia o.nada para lo. inocuJ.aci6n 

de las bioqu!mioas. Obteniéndose de esto. manern. los resuJ.tados de las 

bioqu!mico.s que oe compararen con dicho. tablo. po.ra la identificaci6n -

de los biotipos. 

'.1:1\BIA I 

BIOTIPOS DE ~.ENTERCX:OLITICA 

RFACCION NI LE ll ll 

l 2 3 4 

- INDOL + + 
- L-XILOSA + + + 
- SAI,IClli~ + 
- ESCULilU\. + 
- IACTOSA + + + 
- ?IITRATO REDU::'.1:1\SA + + + + 
- TREALQ¡j{\. + + + + 
- D-SORBITOL + + +· + 
- ORHITnU\. + + + + 
- VOGES-PROSKAUER + + + + 
- i-GAIACTOSIMSA + + + + 
- CAROSA + + + + 
- SORBOSA + + + + 
- LECITilU\.SA + + + + 
- RAM!IOSA + + + + 
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3. - Sensibilidad frente a los anti.microbianos • 

• 
Las cepas aisladao e identificadas, "e sometieron a la determina-

ci6n de la sensibilidad frente a los anti.microbianos con la siguiente 

técnica. (23) 

De un tubo de ensayo, se tom6 una :J.sad.a. de le. cepa aislada y pur! 

f.lcada que se desoa ¡.robar, resuspcn:ill!ndose en :;mJ. de caldo BHI (lni'l!. 

si6n ccrebro-coraz6n) e incubltndosc a 37°C durante 3 h • 

Después de este tiempo se ajust6 la turbidez en el Mo.c Farla.nd a 

O. 5",,, una vez ajustad.a la ouspcnsi6n bacteriana se inocul6 uno. placa 

con agar de Mucller llinton con un hisopo cst6ril, aplicando wrn. º"'pa 
uniforme oobro la superficie. Posteriormente oe colocaron loa sensidiJI. 

coa sobre la ple.ca, preoionando ligeramente para :fijarlos, no poner -

mlts de 6 discos por placa, 

Se incub6 o. 37°c durante 16 o. 18 h , tro.nocurl.'ido el tiempo ne -

proccdi6 a la lectura de loo resultados, J!lidicndo en milímetros {1I1111) -

la zona de inhibici6n con una regla o un Vernier. (Esquema 2) 

. La intcrpretaci6n oc ha.ce mediante cmparaci6n de resultados con 

las tablas del método cstltndar de K-B • (21) 

En lo. prueba se utiliz6 una cepa de Eocherichia .ll!2li. ATCC 25922 

o do Pceudornopa.s acrvginoso. ATCC 27857 como control est~n<lAr. 
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E~UEMA 2 

CEPAS DE r_. Ell'l'EROCOLITICA AIS!ADAS 

Il/OCUIAR E!! 3HL DE CALDO llHI 
(I!!FUSIOll CEREJJRO..CORAZON) 

l 
Il/CllllAR A 37ºC DURAllTE 3 h 

l 
AJUSTAR LA TURBIDEZ COI! EL Ml\C J,'•úU:AND 

A 0.5 1. 

l 
I!iCX!UlAR EN UNA PIACA DE AGA!l MUELLER 

HI!ITOJ1 CON ll?I HISOPO (SIEMBRA EN TODA LA 
SUPERFICIE DEL MEDIO) 

1 
COLOOAR LOS SENSIDISC03 SOBRE L\ 

PIACA 

I!!CUBAR A 37ºc ~URANTE 16 A 18 h 

º~"""'j_ OBTE!IIDOS 
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4, - P.ruebe.s de Virulencia, (Esquema 3) 

4.1 Cupto.ci6n del rojo congo, 

Las cepas aisle.das se suspendieron en cal.do triptona extracto de 

levadura(Tra), obteniéndose de esta manera w1 cultivo joven; se ajust6 

le,~concentruci6n y se scm\Jr6 en ace.r rojo congo, seleccionMdose las 

colonias rojo c0ngo positivas por la iutensi<:llld de la absorci6n del -

rojo congo, (Er.quema 4) 

4. 2 c .. 2+ dependencia. 

Una vez obtenidas la.s ce1lo.n RC +, ne se1nbraron e:n caldo TYE ajus

tando la auspensi6n bacteriana, ee sembr6 posteriormente en placas de 

age.r oxalato de llUl{lllesio (MOX) utilizando la técnico. de o.islwtlento -

identificando las colonias por su morfología. colonial.. (Eoquw.a 5) 

I¡, 3 Autoaglutinaci6n. 

Dc~1,ués de obtener las ecriaa RC+ y !·IOX+ se pro.,ed.16 a hticer la -

o.utoaelutin~ci6n. (AA) 

Esta prueba se reaJ.iz6 por medio de tres métodos diferentes, d&t-

donen de ente. manera uno. mayor confie.bilitltui. en los resultadoD obt.cni-

dos, 

En c:i.dll técnica se utlliz6 un medie diferente como Voges-Prosko.uer 

TYE (tr.!ptona-extructo de leve.duro.) y cuJ.ci.o J.!ueller Hir.'.oon, 

La lectura de lan t~cnico.o a y e ::;e hace en base a la obscrva.cl6n 

del medio de cultivo utilizo.no, en cambio en la técnica b1 el resulto.

do positivo de lo. rencci6n seri1 la fomaci6n de u;;lroero.dcs de bue te--



ria.a, lo que indice.rti uno. reacci6n de M +, cfectulfudose lo. lec tura en 

un la.].lso no l!llcyor de un minuto. (Esquema 6) 

4. 4 llidrof'obicidll.d. 

De loa medios de conservo.ci6n se tan6 una. asa.da de ca.da. cepa RC+ 

Y MOX+, SUSJ.lElndiencl.o en 3 ml de Blil y a.justando ].lOSterionnente la con

centre.ci6n. 

La. suspcn35.6u bacteria.na. ::.e coloc6 con d.iiºerentes concentrnciones 

de sulfato de amonio, obsorve.ndoso como reG.Cci6n ].lOsi ti va de hidrofobj. 

cid.ad una preci].litaci6n. (Esquema. 7) 

4. 5 Letalidad en ra.t6n. 

Las CCJ.laS RC+ y MOX + se aembro.ron e incubo.ron, e.juntdnclose la co11-

~entraci6n. 

De e.qui se J.lre¡>arai•on sua].lCnsionea bacterianas con Imf'aron y "in 

Im!'ei•on, utllizki@ao ].lo.ro. lo. inocu1a.ci6n de ro.tones hembras l!ALB/c, -

coloc!ndoce o.l ndsmo tiem¡io los controles. (Esquema 8) 

DeS].luéa de le. inoculaci6n, se hacen revisiones peri6dicas dtu.•0.11-

te 3 aemana.s. La ini'ecci6n J.lOr X,. enterocolitico. es severa., comcnzu.n

do con sintanaa de diarrea y :Cinalizan<lD con la muerte del rat6n. 

I¡, 6 Prueba de Sereny 

Lo. auspensi6n bacteriana., se obtuvo mediante el crecimiento en -
+ + 

ago.r de las ce].la.s RC y J.IOX , é stc se resull].lCndi6 con soluci6n sa.llua 

ajust!ndoac ].lOsterionnente lo. conccntraci6n. 
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Una vez obtenida dicha. auspensi6n se inocul6 con y sin Imferon en 

el sa.co conjuntiva.l del ojo del rat6n, coloca.ndo a.l mimno tiempo los -

controles. (Esquema 9) 

Los resulta.dos se observa.ron en un lapso de 7 d!as, la aparici611 

de conjuntivitis y enrojec:lmiento del ojo dieron rea.cci6n positiva. 

4. 7 Invasividud de célu.lu.s HoLa y llep-2 

Lo.s cepas virulentas se sembraron en leche d<.screm~d .. , inoculan

do de aqu! el medio M...9, obteniendo de esta manera la suspensi6n bac-

teria.na. a la cual se ajust6 la concentraci6n posteriormente. 

De dicha au.speru.i6n s<: inocularon los tejidos celulares, actuando 

de esta forma la bacteria en las células, mecilante incubaci6n durante 

\.Ule. hora. y media. 

Pasado eate tiempo se tiñeron las células infectadas para Ja lec

tm·a do los res•.U.tados obtenidos medie.nte el microscopio 6ptico. (Es\lU,ll. 

lllCl. 10). 

En los resulte.dos se observ6 le. colonizaci6n como prueba positiva 

de la a.dherencia de Ja bacteria. 

11.8 Cuantificaci6n de invasividnd de células !!ele. y llep.2. 
+ . + 

Lo.s cepa.o RC y MOJC se sembraron en medio Lurla y de aqu! en B!II, 

ajust!Índose la. concentrac16n de la suspcns16n bacteria.na obtenida. 

Se tom6 un in6culo colocándolo en los cultivos de células previ,!!, 

mente prepara<las, incubándose posteriormente. Al té:mino del tiempo -

se resuspcndi6 la suspcnni6n J.e los medios mediante lavados sucesivos 



con antibi6tico, el cual se dcj6 actua.r durante 4 h , renuspendi~ndose 

con soluci6n sin antibi6tico, 

Se agreg6 agarosa y despu~s agar, incub~ndose toclA la noche. La -

lecturn de los reaul.tadoa se hizo en bl\sc a la preaencia de coloni"8 

en los pozoa de lns cajns de cultivo. (Esquema 11) 

Las cepaa controles E'lllPleadas fueron: 

- 3higella d.yuenteriac como control. positiv~ 

- !P.!;_cheyichia ~ J53 o Esch.i.-ichi~ Wl. J54 uomo cpntrol negat.!, 

vo. 
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ES.WEMI\ 3 

ffiUEMS DE VIBULENUIA 

CEPAS DE I· r'l'EROCOLrrICA 

ll!OCUIAR El! T ROJO r.01100 

SELECCIOllAR 11\1 COLOllIAS R ( +) 

PRUEMS DE VIBULEllCIA 

~ Ca ':J.+ DEPEllDENClA 

:o All'J'Ol\.GLUTnlACION 

- HIDROFOBICillA!l 

- LETALIDA.D EN r.ATONES 

- PRUEM DE SERE!IY 

- lliVASIVIDAD DE CE:LUIAS IIELI\ Y HEP-2 



E!Xl,UEMA 4 

CAPlACION DEL ROJO CONGO 

CEPAS DE X,. ENTEROCOLITICA AISIADAS E 

IDE?.'Tl.FICADM TIANTE PRUEBAS IQ.8 

mCCUIAR EN 3 ML DE CAIDO TYE 
{TRIPI'ONA..Ell'l'RAGTO J.EVADl..OlA) OBTENIENDOSE "" '""""""''"' f """' "'"""'""· 
!!EMml6}l O. OlML EN MEDIOS DE AGllR ROJO 

]GO 
INCUBllR A 25ºc POR 24...1¡8h 

l 
SELECCIONAR IAS COLONIAS RC+ 'i RC-

1 
IAS COI.O!iIAS ROJAS..ANA11ANJAJJAS Re+ 

IAS COLONIAS BIAfCAS..ROSAMS nc-

1 
SEMBRAR IAS COLONIAS SELECCIONADAS EN 

MEJJIO DE CONSERVACION PARA IAS 
PRUEBAS DE VlllULE!lC IA, 
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ESQUEMA. 5 

DEPENDEI«JIA AL Ca.2+ 

COLONIAS RC+ DE IAS CEil\B DE ,. ~""'I"m,, 
INCX:UIAR EN 3 MI, DE CALDO TYE 

OBTENIEIIDOSE j¡llA CONCENTRACION DE 

~~rpo 

SEMBRAR o. Ol.ML EN MEDIOS DE AGAR ""' ("""""' i """'"") . 
""""" A r M '" 

SELECCIONAR IAS COLONIAS MOX+ Y MOX-

1 
!AS COLONIAS HX¡UEÑltS Y BIANCAS MOX+ 
IAS COLONIAS GRANDES Y AUú\GAJJAS MQX-



.j; 
A 

lllOCUillR Efl 3ML 
DE VllGEB.ffiOSKA. 
AJUS'.IYUIDO A UIIA • 
CO!ICEN'J'RACION JX.108 

CELUIAS/ML 

l 
IN::UBAR A 25.37"<: 

.. ~ 
25ºc 37ºc 
OBSERVAR OBSERVAR 
UN MEDIO UN BOTON 
TURBIO. EN IA llA 
AA+ BE DEL: 

TUBO (A. 
GLOMERA
JÍO) AA• 
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ESQUEMA 6 

Atrro'\G LllrlllAC ION. 

EN'!EROCOLITICA 

INOCUIAR EN 3 ML DE 
1'YE. 

j 
IAVl\R MEDIANTE CEtl-
TRIFUGACIO!I A 3000rpn 
10 Mili CON AMORTillUA. 
DO!\ DE F'OSFATOS pll7. 2 

l 
AJUSTAR A Ulll\. CONCEH
TRAC ION DE 1.XJ.o8 CEW 
IAS/ ML -

l 
INCUBAR A 25 y 37°C 

EN AGITACii POR U!IA h 

---------i 
e 

DIOCUIAR F.N 3 ML DE CALDO 
MUELLER HINTUN 
AJUSTAR A UNA CO!ICE!i'!'RA •• 
C ION DE 1Xl08 CEI.UIAS /ML 

l 
INCUIYIR A 25.37ºc POR • 

~'"~ 
25ºc 37ºc 

OBSERVAR OBSERVAR 
Ull MEDIO Ull DOTON 
TURBIO Ell IA M. 
AA+ SE DEL TU 

BO (AGLo: 
MERADO) 
AA· 

COLOCAR UllA GOTA DE IA SUSFENSION 
Ell UN PORTAOBJETO CON UllA 

LENTA AGrCIOU • 

OBSERVAR AL MICROSCOI'IO 
OP.rICO LA M. 



l 
O.l M 
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ESQlEMi' 7 

HIDROFOBIC DlAD 

CEPAS RC + Y MO/ r X, ENTEROCOLITICA 

INOCUIAR EN 31.\L DE CALDO BHI 

CENTRIFUGAR Y IAVAR CON AMORTIGUADOR DE 
FOSFATOS pi! 6. 8 ~STAR IA COll
CENTRAC IO!/ DE lXlO CELUIAS /Hl 

1 
COLOCAR ESTA SUSEIDISIOII EN VARIAS 

~-1 ~ ""'" "''1 
lM 2M 

l o 
INCUBAR A 2o"c - 37 e 

"""'"' 'I"' ""' 
ffiUEPA DE l!lDROFOBICIDAD POSITIVA 

AL rnESEHTAR UH ffiECIPITADO ~ 

1 
4M 



J 
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ESQ.UEMA 8 

LETALJDAD EN RATON 

COLONIAS RC + '{ MOX: + IE 1· ~!ITERCX:OLITICA 

INCX:UIAR EN r l!UTRTIIVO 

IllCUBAR A 25oC POR 48 h • 

l 
RESUSPENDER EN SOLUCION SIU.INA o. 85Í 

UVAR Y CEll'll!IFUGAR VARIAS ~ES, AJUSTAR 
A UNA CONCENTRi\C ION DE J.lCJ.O CELUIAS /ML 

AGRFXlAR HIERRO DEXTRAN lllCX:UIAR IA SUSFENSIO!I BACTE

RIANA TAL CUALl. (IMFERON 2r:ifo v/v EN SS) 

l 
INCX:UIAI\ l ML DE IA SUS- lllCX:UIAR l ML DF. IA SUSl'EN~IOU 
I'ENSIO!I POR VIA I!ITRAI'E- l'OR VIA INTRAFERITO!IFAL EN RA-
RITOJIFAL EN RATONES llEM- TONES HEMBRAS PALB/C 

BRAS BALB/C _J 
~I -couTRoL-

1 
DlOCUIAR l ML DE IA SUSPE!ISIO!I PACTERIAllA 

(MUERTAS l'OR CALOR) CON EL IMFERO!I 
EN RATONES llEMBRAS BALB/C 
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E~UEMA 9 

PRUEPA DE SF.llENY 

CEB\S ne+ y MQX+ Dl ;!.. E!fJ'EROCOLITICA 

INOCUIAR EN AGAR lllJTRITIVO 

l 
lllCUBI\!! A 25º1 FOR 1¡8 h 

RESUSHlNDER EN SOLU::IO!! SALI!!A O.íl5't. 
LAVAR9 CEll'l'Rll'UGAR Y A~STAR 

' "" """'-"""'"' [ "'º """""/M' 

COLOCAR UNA GOTA DE LA SUSHlNSION EN EL 
SACO CO!íJUJ:TIVAL DEL OJO DEL RATON IIBM.BRA 

""!'· """"' í""""""" = 
PREPARAR UNA SUSIB!ISIOll PACTERIAJIA. 
CON LA MISMA CO!!CE!ITRACIOll MAS EL -r .. 

COLOCAR UNA GOTA DE IA SUSPE!ISIO!I EN EL sr.co 
COiiJU!ITIVAL DEL OJO DEL RATO!I Y Eli EL OTRO , 

OJO UNA GOTA DE SUSHl!ISIO!I BACTERL\NI\ (MUERTAG 
POR CALOR) COI! EL IMFEROll 
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ESQUJ';W\. lO 

IJIVASIVlDAD DE CELUU\S HEIA Y HEP .. 2 

'~ 

CEPAS RC+ Y MOX+ Dl X,. EN'l'EROCOLITICA 

IJIOCUIAR 3 ML DE lLECllE DESCREMADA 

TOW\R UN ML. E DIOCUIAR 200 f.!L DE 
MEDIO M .. 9 EN Ml]ll\CES DE l LITRO 

IJ:Cu!Wl A 37ºc TOI IA NOCHE • 

CEN'IRIF'UGAf! Y IAVl\R VARIAS VECES COU PBS 
(SOWCION BASAL DE FOSFATgsJ, AJUSTAR A 
UNA CONCENWACION DE lXlO CELUIAS¡'ML 

1 
IllOCUIAR CO!I 3 GOTAS CADA POZO DE !AS .. 
PIACAS DE CULTIVO DE CELUIAS ffiEV:WIEJr .. 

" "'""'"1"' . 
INCUBAR !AS PIACAS A 37"c Ell AGITAC 1011 

DURANTE UNA HORA Y ~IEDIA 

l 
llEEMPIAZAll EL MEDIO DE CULTIVO COI! PBS 

RETIRAR IA SOLU:IOll 'DE !AVADO 

l 
AGREGAR ME'l'A!IOL HASTA DESECAR Y COLOCAR 2 GO 

TAS DE f:OLU:IOll GIEMSA POR lO lllil, -

UNA VEZ TEÑJJJAO coux::l Ell PORTA-OBJETO, PARA 
SU W:TURA ODSERVAJIDOSE AL füCROXOPIO 
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E$l.UEMA. ll 

CUIUITIFICACION DE I!NASIVDJAD DE CELUIAS 
HEIA Y HEP-2 

CEPAS DE Y. ENTBROCOLI'rICA Re+ Y Mox+ 
PROBAllllS El! INVASIVJDAD 

l 
IllOCUUIR 100 ML DE CALDO LURIA 
IllCUBl\DO TODA JA !IOCllE A 37oC 

TOMAR UN ML DE ESJ CULTIVO E INOCUIAR 
CALDO BllI (INFUSIO!I CEREBRO-CORAZON } 

l 
lllCUBAR A 37"c , HASTA ODp:llE:R UNA 
DENSIDAD OPTICA DE O. 6 A 6oO !IM 

l 
lAVAl\ Y CENTI<IFUGAR, HESUSPEIIDIBttllO CON 

RIMI Fe (mm 164o-o.67 UG Feí!L;¡/ML o.45'% 
GllJCOSA~ MAlITENER IA SUSPENSION ll<\CTERIA
!IA A 37 C A ~TURA AMBIENTE • 

l 
AJUSTAR IA SUSPENSION PACTERIA!IA A Ultl\ 

CONCENTRACION DE :t.XJ.o8 CELUIASfl.U. 

1 
REMOVER EL MEDIO DE CULTIVO DE IJ\S CELUIAS, 
REEJ.ll'IAZAR CO!i RH-II Fe, QUITAR ESTA SOLU::IO!I 

Y AGRFIJAR IA SUSPENSIOll PACTERIAllA 

l 
MAllTEllER lA MEZCIA 4o MINUTOS A 37°C 

(INVASIVJJJAD DE !AS CELUIAS ) 

l 
ELllill:AR IA SUSPENSION BACTERIANA QUE NO INVADIO, 
11\VAfl con SOWJIO!I SAf,IIIA MIA!ICEADA DE l!A!fJ( 6% y 
33'1> DE RPf.U/64o COMPLEMEllTADA CON SUERO BOVlllO FE-

TAL 5'Ío Y 50 UG DE KANAMICIJIA POR ML 

COllT,, •• 
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CONT ••• 

DURANTE LOS IAVADOS, SOMETFJ! A AGITACION LENTA 
!A FIACA Dr UN MINUTO 

DEJAR EL MEDIO RRU Fe CON EL ANTIBIOTICO 
DURANTTI 4 HRS A TEMPERATURA AMBIENTE A 37ºC 

l 
SUSTl'l'UIR EL MEDIO CON ANTIBWflCO COMPLETAMEN
TE CON MEDIO SIN ANTIBIOTICO, DEJAR !AS CEWIAS 

SIN NlNGUNA SOWCION • 

l 
AGJID:',AR 250 JJL DE /\GUI\. DESTllADA ES1'ERIL CO!I 
0.5'f, DE AGAROSA WINTEllIE!IDOIA A 45"C Lliltl.NDO 

IAS C1UIAS. 

UNA VEZ SOLIDIFICJ\DA IA AGAROSi\ AGRIDAR 250 JlL 
DE AGAR AL O. 5'f,, l·!Ar.'TENER A TEMPEHATURA AMBIENTE 

1 
INCUBAR IAS PIACAS A 37ºC TODA !A 

Nim 
OBSERVAR IA rnESE!ICIA DE COLOll.l:AS EN CADA POZO, 
El.n'LF.AR UN MICROOOOPII ESTEREOSCOPICO 2X • 

CADA. COLO!IIA IlillICARA IAS BACTERIAS Q.m: INVADIE 
RON IAS CELUIAS l!EIA Y J!EP-2 • -



III RESUL'rADOS 

Un total. de 200 muestras de materia. fecal recibidas en el Labora

torio de Bacteriología, provenientes de todos los servicios dei "Insti 

tuto Nacional de Pediatría, 11 México D.F.J se procc:;aron e investignron 

la presencia de 1· enterocolitica como 11Bente cauoa.l del padecimiento, 

Se encvntr6 un total de 7 aislamientoa de 1· .,mterocülitlca; una ... 

de ellas rué positiva en el aislwniento primario lo cual representa el 

0, 5'f, , en tanto que lna otras 6 (3\(,) se obtuvieron por un paoe prevto -

a lf-5oC en amortig\lll.dor de fosfa.toa, sembr1mdoae en medio selectivo Jl!l. 

ra Yersinl.a (Wnuters) a los 7, 14 y 21 d!a•, obteniéndose en el d!a 21 -

el mayor porcentaje de aisle.miento de 1· enterocolitica, las cuales ne 

identificaron mediante las bioquímicas ostnblecidas. 

La frecuencia de bacterias encontradas en las 200 muestras proce

sa.das durante 6 1neses rué la siguiente: (Grt!fica l) 

Microorganismo Por ciento 

l. ¡:;_. !!El!. 100,ifr, 

2. En t6l'o1i&cl ter .!!I!· 72.5'f, 

3. Klebsiella .l!ll• 45.5',(. 

4. E_, miro.bilis lf5;~ 

5. Ci trobacter .l!ll• 38,rf1' 

6. Morganella !fil· 36.5',(. 

7, SaJmonolla §.!!• 32.5',(. 

a. E_, vulgaris 28.5',(. 



- 46;. 

10. Pseudamonas .!il?.• 

u.~.!fil· 

J.2. !• enterocoli tica 

Con respecto a JA biot1pif1caéi6n, se¡,,,fu lo. clasificaci6n de los 

5 blotipos de NiH!hn, lo.s 7 cepas aislo.das de X· enterocolitico. fueron 

del biotipo .. 1. 

Se determin6 la. sensibllidad de lns 7 cepns aioladas, frente a C.!!, 

torce antllllicrobionos, que fueron los siguientes: ltcido no.lidixico, ll!!!. 

picilins, clorwnfenicol, estreptomicina, gentwniciM, kan&micina, ru-

racl.antina, penicilina, polimixins, trimetoprim-sulfemetoxazol, tctracl 

cllns, wnikacina, cefalosporina y netilmictna (Tabla 2). Obteniéndose 

el siguiente patr6n de resistencia de ln.s 7 cepas idontificadas como -

!· enterocolitica el 10Cf1, de las cepas fueron resiotentes a penicili

na y runpicilina, on tanto que el 65\(, de ellas fué resistente a las ce

f'Bl.oaporinas, el 43i o. polimixlna y el l4'f, o. f'uradantino. como se puede 

aprecial'. (Tábla 3) 

En cuanto a su patogenicidad, se observ6 en las 7 cepas de !· .!lA

teroco11tic'!- un predominio de colonias rojo congo positivas (Re+) aobro 

las ;rojo congo negativa• (RC·), como se observa en lo. figura·J., en tan

to que en el oxalato de mngnesio se presentaron las dos variedades de -

colonias claramente identificables (~IOX+y Mox·) • En las Re+, se obser

varon colonias rojas y anaranjadas, en e]. co.so de Mox+, coloniaa peque

ñas y blancas. 
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En la autcaglutinac16n se observaron loa siguientes resultados: -

en la primera técnica de la placa, aglomere.dos en forma de e.pill!JJlientoa 

de bacterias dando e.utoaglutinac16n posit¡iva (AA+¡ en las 7 cepas. Con 

el empleo de las otras dos técnicas, llt:observ6 en las 7 cepas de 1· .!lll• 

terocolltica aglaner .. doa d&ndo la apariencia de botones en la base del 

tubo a los 3'f'C siendo M+, af1rm1mlose el resultado obtenido Mterio-

mente. 

otra de las pruebas reaJ.izadao J.'ué la. de bldrofobicidad, obtenién

dose la presencia de precipi tacMn de sult'ato de amonio a 37°C por 15 -

minutos como pruebe. positiva. 

Con respecto e. la prueba de Bereny, los resulte.dos i'ueron pooi ti-

vos, producienrlo lno 7 copas de !· enteracoliti¡:e. conjuntivitis nevera, 

observándose enrojecimiento del ojo y presencie. de !!quid.o pll1'Ulento en 

loo re.tones PALB/c, dando reaultados satisfactorios con la mod1ficaci6n 

realizada a la técnica original. 

En la. invasividad de células l!eLa y l!ep-2 con la. técnica menciona

da, s6lalnente se oboerv6 en el microscopio 6ptico la colonizaci6n en -

sus diferentes fe.seo, siendo la adherencia un paso anterior a la invasi 

vidn.d y ob serv4ndose dicho proceso en las 7 cepas, no presente.ndo dife

rencie. en los cultivos de células utilizadas. (Figure. 2) 

Mediante la técnica de cw.ntificaci6n de invasividn.d se demostr6 -

esta actividad de las cepas de !.· e11terocolitica aisladas, por la pre-

sencie. de crecimiento de colonias en las placas de cultivo como result.!!. 

do fine.l, De las 7 cepas, 4 fueron positivas y 3 negativas, utillzdndo

se s6lrunentc las células HeIJ-2. (Figura 3) 
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CEPA 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

TAB!A 2 

PATRON DE RESISTENCIA A AmIMICROBIANOS 
DE CEPAS DE ~ EN'l'EROCOLITICA." 

RESISTENCIA SENSIBILillAD 

APPE NA CL ES GM KA TM TE AK NET FAT PX Cf 

AP PE CF NA CL ES GM KA TM TE AK NET FAT PX 

AP l'E CF NA CL ES GM KA TM TE AK NET FAT PX 

AP PE CF NA CL ES GM KA TM TE AK NET FAT PX 

AP PE CF PX NA CL ES GM KA TM TE AK NET FAT 

AP FE CF PX NA CL ES GM KA TM TE AK NET FAT 

AP PE CF PX FAT NA CL ES GM KA TM TE AK NET . ' 

"TECNICA EMPLEADA: KERBY.B'\UER 
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TABIA 3 

FREX:\JEnJIA DE RESISTENCIA DE l· ENTEROCOLITICA FBE!ITE A LOS 

ANTilUCROBIAllOS 

A!ITil>fICROBIAHOS 

AMPICILINA 

PENICILINA 

CEFALOSPORINA 

POLIMlXINA 

FURAIJANTOINA 

AC·. NALIDIXICO 

CLORAMFENICOL 

ESTREP.rOMIC INA 

GE!ITAMIC INA 

KA!IAMICiliA 

TRIMETOPRIM-SULFAMETOXAZOL 

TETRACICLI!IA 

AMIKACINA 

NETII.MIC INA 

FRECUENCIA POR CIENTO 

7 lOO Í 

7 lOO Í 

6 85 i 

3 43 i 

l l4 i 
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FIGURA 1 CAPTACION DE ROJO CONGO 
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FIGURA 3 IllVASIVIDAD Et·Í CEWIAS HEP-2 
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rv DISCUSION DE RESULTADOS 

r. enterocolitica crece en medios simples y algtmas cepua lo pue

den hacer en aquéllos con concentraciones mínimas de fosfatos y sales 

núnerales, crece a temperatura de l1°c por l.o que es favorable para el 

aislanúento de dicha bacteria el método de enriquecimiento en rr!o. 

r., eficacia del enriquecillliento en fr!o de muestras fecales varía 

considerablemente dependiendo de las condiciones clln.icaa del paciente, 

as! como de los serogrupc•s y bictipo• obtenidos en dioha Mcnica (26,41) 

Loa resultados presentados basndoa en el aialwniento do l• ~

~ indican la eficacia de la técnica de enriquecimiento en frío, 

ya que de las 7 cepas aisladas, 6 lo fuer6n <lespués de 21 dfos a 4°C y 

uno de la técnica directa después de la rcsiemb1·11 m1 los medios oolec

ti vos, observlÍrtdose un mayor aislamiento en el medio selectivo para -

Yersinia aeg6n Wauters ("Y") con respecto al Mue Conkey y SS utiliza

dos en la recuperaci6n de la bacteria. 

Van Uoyen y Al repo:rta:ron que las cepas r~cuperu.das a partir del 

enriquecimiento en frío son especialmente del biotipo 1, reconociéndo

se este biotipo como causante de enfermedad gastrointestinal e Ue!tis 

terminal en Canafüf, Sur Africa, Estados Unidos y llél8ica. (3, 311, 3) 

Las 7 cepas aisladas en eate trabajo fueron del biotipo l, prcsc.u 

tándoae en uno de los casos la muerte· del paciente pediátrico. 

La eficacia de aislamiento de r. enterocoli tica en los medios se

lectivoc, (especialmente el medio selectivo para Yersioia) diferen-

ciándola de las demás enterobacterias, es favorable, obteni~ndose antes 



U.el tratllllliento en frío la presencia de las siguie11tea enterobactcrie.s 

en frecuencia decreciente: ~· .!l.2ll. lOCif., Enterobacter...!lJl. 72, 'ff,, fil!Ui.·· 

siella. .!!E. 45. 5Í, f. mirabilis 45Í, Citroba.cter .!!P. 381', Morganella .!!E. 

36. 5Í, EaJJnonella .!!E. 32. 5Í, f. ~ 28. 51', S~ fil! 24'.Í, Pseu-

gomonns .!!E. 2r$, Serrntia. .en 15'.Í y 1· entcrocolitica 3.5'.L. (Gri!ficn l), 

cuya presencia. disminuy6 considerablemente después de dicho trutamien

to. 

Como ya se mcncion6, !_. enterocoli tica es l.U! microorgani:.."nlo facl.L,1 

tativo, presentando ambos tipos de metabolismo aerobio o anaerobio, por 

lo que la utilizaci6n de los carbohidratos será variable si no se toman 

precauciones cuidadosas en las pruebas de fennentaci6n. Loa remllto.dou 

obtenidos en la identificaci6n son oxidasa negativa, catnlasu positiva, 

reducci6n de nitratos a nitrito• positiva, aB! como el hecho de que la 

glucosa. y otroB ca.rbohidra.tos se fel'mcnten con producci6n de i!cido y -

con muy poca producci6n de gas después de varios d!as, coinciden con lo 

que se menciona en la literatura.. En general, los reaulta.dos obtenidos 

son iguales a los mencionadoa por los divercoo autores, laa caracterís

ticas fenotípicas se expresaron en los ctütivos incubados a 25ºc.29"C. 

La mayoría de los investigadores concuerdrul en que 1· enterocolitl 

!<!!: es resistente a la ampicilina, penicilina, netilmicina entre otros, 

desprendiéndose de aqu! que el comportamiento de 1· enterocoli tica es 

muy variable con respecto a los antibi6ticos¡, por lo que no se puede S.\l. 

guir un patr6n de marcadores de resistencia que se pueda establecer co

mo estdndar, lo cual es una característica de la familia a la que pert¡;_ 
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nece Yerslaja. (3, 6, 21) 

Sin embargo, se observa en los resultados de sensibilidad basados 

en la técnica de Kirby Bauer, un patr6n de resistencia semejante al r~ 

portado (3, 6, 21) ya que los resultados obtenidos, manifiestan el mcyor 

porcentaje de resistencia a le. peniciJ ina y ampicilina, y en nenor gra

do a las cefa.losporinas, polimixina y 1'uradantina. 

Experimentalmente se procedi6 a determinar la patogenicidad de 

:f. enterocolitica, ya que la virulencia de ciertos serogrupos puéde de

mostrarse eficientemente en el laboratorio con anima.les, aunque no ne 

manejen cano diagn6stico de uso rutinario. 

Dentro de loa métodoo de laboratorio !n. ~ se encuentran la -

autoaglutinaci6n, hidroi'obicidad, Ca2+ dependencia, captaci6n del rojo 

congo y la invasi vi dad de células HeLa y llep-2 y en las pruebas .!n ~ 

la letalidad en rat6n y la prueba de Sereny. 

La selecci6n de colonias en el aear rojo congo se utiliza para la 

selccci6n de virulencia de ciertos serogrup.:." que pueden demostrarse -

eficientemente en 01 laboratorio, aicndo esta prueba utilizada como an

tecedente previo en la canprobaci6n de la virulencia de las cepas anal.1 

zadas. 

otra prueba utilizada en la misma fonna es el agar MOX, en la de

pendencia al Ca2+, seleccionando las colonias que presentaron patogeni

cidad, siendo posteriormente comprobada au virulencia mediante las de

más pruebas. 

Como ae menc1on6 anteriormente, la pigmentaci6n de las colonias en 



- 58 -

el rojo congo,, se debe a la capacidad de absorción del colorante aso-

ciadn a la captaci6n de la hemina, relacionando eata característica -

con la presencia d~ virulencia de 1· enterocolitic!>. Igualmente, la i.u 

hibici6n dol crecimiento en el MOX, permite identificar a las bacterias 

que contienen plltamidos de virulencia y la preoencia de antígenos V y 

w. 

Sin embargo, se sabe que las cepas virulentas son Ca2+ dependlen

tes, m!is no todas laa cepas Ca2+ dependientes son vlrtLlent.as. 

Por otro ladn, se sabe que la autoaglutinaci6n e hidrofobicidad -

eot<tn mediad.as por plltsmidos y correlacionan con la presencia de la -

proteína 1 y fimbrias del tipo 1, de aquí que la composici6n de su m"fil 

brana celular sea. importante para presentar dichaa características de 

virulencia. 

En laa cepas que presentan fimbrias del tipo 1, su movilidad ele.s, 

trost!itica es baja, ya que tienen carga negativa y son hidrof6bicaa 

por lo que precipitan con baja concentraci6n de sales, adheriéndose 

fuertemente al gel no i6nico. Lo contTarl.o sucede con las cepas que no 

contienen fimbrias di> este tipo, por lo que su carga ser!Í posi t: va 

siendo hidrofílica, precipi tanclo con altas concentraciones de sal y no 

adheriéndose al gel no i6nico. Por lo anterior, en un medio con una -

fuer.za i6nica relativrunente alta para precipitar, las interacciones 

hldrof6bicas se favorecen fuertemente y las electrost!ttlcas se supri-

men. 

En las cepas con que se trabaj6 se presente.ron resultados pos1 ti-



- 59 -

vos en las dos pruebas, por lo que la selecci6n de las colonias deter

min6 a su vez bacterias que cmten!an los plásmidos y otro.a carac tel'Í.!!. 

ticaa ·de virulencia mencionadas anteriormente. 

En la prueba de hidrofobicidad, se obtuvo la precipi taci6n en laa 

concentraciones más bajas de la aal o. loa 15 minutos. 

Estas dos pruebas mencionadas, son sencillas y rápidas por lo que 

fácilmente se pueden realizar en el laboratorio, siendo altamente sen-

si bles y dando mayor confiabilidad en los resulto.dos obtenidos. 

Después de las pruebas realizadas i!1 xl tro, se prosigui6 a deter

minar la po.togenieidad con las pruebo.a i!l Yll,Q.. 

Unicrunente el serogrupo 0:8 es letal para el ra't6n e induce reo.e

' 
ei6n de Sereny positiva. Otros trabajos mencionan qu'e una sobrecarga -

de hierro en el rat6n puede uso.rae para exruninar' virulencia en los se-

ro(ll'Upos 0'3, 0:5, 0:8 y 0:9 (4,28,29), 

La prneba de Seren:i ae roal.iz6 con UI1a modp.'1caci6n, ya que expe

rimentos recientes mostraron la utilización de ratones en lugar de cu

yos (4), comprobando la inducci6n de la infecci6n en el ratón, con la 

presencia de conjuntivitis pero no de la quero.toconjuntivitis, siendo 

suficiente para detenni '"" la invasividad, como una prueba ·de virulen"

cia de y. enteroeoli tico.. Se obtuvo una ventaja con esta modificac16n -

por la economía logrado. al utilizar ratones en vez de CuYos. 

Las 7 cepas preaentaron pruebas de Sereny positiva al igutl que la 

letalidad, causando la muerte del rut6n en esta illti.mo. prueba. 

Las siete cepas presentaron la infección de las células HeLa y -
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l!ep-21 en las cuales se observ6 la colonizaci6n. Considerando que con 

esta prueba no i'ue posible determinar la invasivido.d, se comprob6 pos

teriormante esta propiedad mediante otra pruebn, en la cual, las célu

las eucariotes se lisaron y las bacterias invasivas crecieron en agar 

dando origen a colonias, las cepas se probaron solo en !!ep-2 de las -

cuales 4 fueron positivas y 3 negativas del total de las 7 cepas pro-

badas. 

En general, los resultados obtenidos de las· pruebas de virulencia 

fueron positivas, debido a la utilizacl6n de lan cepaa rojo congo poa1 

tivas, sabiendo de antemano que estas cepas seleccionadas podrian tener 

los factores de virulencia asociados a las pruebas realizado.a. 

En base a las pruebas antes feferidas se determinó la patogenici:: 

dad de las cepas aisladas mismas que se probó son potencialmente pató

genas. 
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V CONCLUSIONES 

l. El O. 5Í 4e los aislamientos de !· entcrocoli tics se obtuvo a 

partir de aiembraa directas. Empleando soluci6n reguladora de 

fosfatos 1/15 M ¡ con servados en refrigeraci6n a 4-5oC e ino

culados pooteriormente en medios de cultivo, el aislruniento 

fue del 3.rff,, 

2. El 85. 7Í de los aislamientos se realizaron a los 21 d!as del 

enriquecimiento en frío. 

3. El medio que favoreci6 la frecuencia más elevo.do. de atslamlen 

to (85. rif,), fue el medio aclcctivo para Yerniniu. 

4. De acuerdo a la identificact6n bioquímica de las 7 cepas ais

ladas, todas corresponden al biotipo 1 de IH16hn. 

5.. Toda.ti las cepas presentaron rPsistcncin a lus ant.imicrobinnos 

beta láctamicos. 

6. Be obtuvo un predominio de reaulto.dos positivos en las prue-

bas de virulencia, por haberse empleado cepas rojo congo pos!. 

ti vas, manifestándose as! que el lorif, de las cepas están cap_!!. 

citad&s para producir daño. 

7. De los resultados obtenidos en el presente trabajo, se deter

minó la importancia de aislnmiento de !· enterocolitica como 

agente c.o.uso.l de gastroenteritis en niñoa. 
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AlreJCO 

Medio Selectivo ¡¡iara Yersinia scgtl.n Wautcrs. 
l24) 

Composici6n: g / litro 

Extracto de carne 

Extracto de levadura 

Peptona de carne 

Lactosa 

Rojo neutro 

Bilis de cerdo 

Citrato de sodio 

Tiosulfato de sodio 

Citrato Hierro 

Desoxl.colato de sodio 

Cloruro de calcio 

Verde brillante 

Agar - Agar 

Prcparnci6n: 

10.0 

10.0 

10.0 

8.5 

1.0 

0.00038 

l2.0 

Disolver 76 g/litro y verter en placas, en capa 

grueea. No esterilizar en autoclave. 

pll 7.4 ;!: 0.1 
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II. Agar Rojo Congo 

Compos1c16n: 

o.'i!/. 

o.'i!/. 

Galactosa 

Casaminoacidos 

Rojo congo 5 µg/ml de soluci6n basal salina. 

Boluci6n Basal Salina: 

Cloruro de sodio 

+MOPS 

Cloruro de amonio 

Tiosulfato de sodio 

Fosfato dipotásico 

S1Ui'a to de magnesio 

. 'l'ripcina 

pi! 5.3 - 7.2 

Agarosa 

+ (ac. morfolin propano su.lf6nico) 

Preparaci6n: 

50 m.'I 

4o mM 

lO mM 

2.5mM 

l.4mM 

o.4mM 

10 mM 

l.4i 

Disolver las sales, salvo la galactosa, en la cantidad 

conveniente de agua, esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 

l210c (15 lb de presi6n). Unn vez frío, agregar lo. glucosa filtrada, 
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III, Agar Oxalnto de Magnesio 

Composici6n: 

Glutloaa 1 M 

Cloruro de magnesio 0.25 M 

Oxalato de sodio o. 25 M 

Agar Dase Sangre 

Agua destilada 

pll 7,2 :': 7~4 

Preparac i6n: 

10 ml 

60 ml 

Bo m1 

40 g 

830 ml 

Disolver 40 g en 830 m.1, agregar loa detnás compuentos eicceJl 

to la glucosa la cual se agrega filtrada. Esterilizar en autoclave 

15 tnl.nutos a 12l"C (15 lb de presi6n), enfriar e incorporar la glucosa 

antes mencionada. 

IV, Medio Luria 

Compos1ci6n: g / 11 tro 

Bacto triptona 10 

Extracto de lnvndura 5 

Cloruro de sodio 16 

Ajustar el pH 11 7, o con NnOH 2. 5 11 

Preparac16n: 

Disolver 25 g / litro; esteriliznr en nutoclave 15 mina l2l"C 



o 
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V. Medio M-9 

Composici6n: g / litro 

Cloruro de wnonio 

Fosfato monopotásl oo 

Fosfato dis6dico 

Cloruro de sodio 

Soluciones filtradas: 

Sulfato de magnesio 

Glucooa 

Fi'eparaci6n: 

l 

3 

6 

0.5 

0.25 mg/ml 

o.'.!f, 

Disolver ll g / litro; esterilizar en d'atoclave 15 minu-

tos a 121 "c (15 lb de presifu) incorporar las soluciones filtradas 

una vez filo el medio. 

VI, Medio TYE 

(Triptona - Extracto de levadur!l) 

Composici6n: 

Extracto de levadura 

Triptona 

Preparaci6n: 

l 'f, 

0.2% 

Disolver l. 25 g en 100 ml de agua destilada; esterilizar 

en autoclave a 121°c (15 libras de preni6n). 
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VII Soluci6n salina Balanceada de Hansks. 

Composición: g/litro (agua desionizada) 

Cloruro de sodio 8 

Cloruro de potasio o.4 

Cloruro de calcio 0.14 

Sulfato de magnesio, 7 1120 O.l 

Cloruro de mngnesiq 6 1120 0,l 

Fosfato di•Ódico, 21120 o.o6 

Fosfato monopotáoico o.o6 

Glucosa l 

Rojo de fenol 0.02 

Bicarbonato de sodio o. 35 

Preparaci6n: 

Disolver las sales, salvo el bicarbonato de sodio, en la cnntiilad 

conveniente de agua y eot.,rilizar al autoclave durante 15 minutos 10 -

lb de presión. Es mejor almacenar todos los me.:lios sl.n bicarbonato de 

sodio, el cual se agrega en forma concentrada cuando se va. o. usar el .. 

medio. 

lll medio salino balanceado de Hank se le agrega en la proporción 

de 2.% una soluclón al 1.4~ de bicarbonato de sodio. 
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