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INTRODUCCION

Mclever y Picke reporiaron por primera vern la presencia de Yergi-
nla enterocolitica en 1934; sin embargo, la primera deseripeiédn la hi-
cleron Schleifenstein y Coleman en 1939. (3)

En 1944 Van Loghem propuso la transferencia de Pagteurclla pocudo-
tubercuwlosip, a un nuevo género, Yerginis, como Yerasinias pegtis y Yer-

Blnia pseudotuberculogis, en honor de Alexander Yersin, quien en 1894
fue el primero en aiglar el bacilo de lu peste bubénica. Fredericksen,
en 1964 concluyé que las caracterfsticas bioqufmicus de la bacteria -
ahora conocida como Y, enterocolitica eran similsres & las de Y. pgeu-
dotubergulopis, pero lo suficientemente diferentes como para garanti--
zar su degignacién camo dos especies del género Yersinia de Van loghem
(3,6)

En la actualidad, es de gran importancia le morbilidad originada
por las enfermedades gastrointestinales y dentro de los agentes bacte-
riancs causantes de este tipo de padecimientos se¢ reconoce & Yerginia
entevocolitica, miembro de la familia Enterobucterlacese; a pesar do ~
su concclda patogenicidad, es un agente poco buscado en los laborato~-
rios de nuestro pafs, por lo cual, es importante analizar las caracte-
rfuticas de aste microorganiamo,

8iende cada vez mfs alta la frecuencia de morbilidad y mortalidad
por cuadros gastroentdricos, puesto que ocupan el segundo luger en ~a
nuestro pafs, esto hace pensar no solo en la participacién de aguellos

miembros de la familia Epterobactexiscess bfsicamente considerados try
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dicionalmente como enteropatdgenos, sino también en Y. enterocolitica
a la cual se hace referencia como agente causal de casos agudos de =-
éastroentcritis, sfndrome de pseudoapendicitis, linfadenitls wesentéri
ca o lleftis terminal.

A pesur de lo anteriormente referido, Y. enterocolitica es un mi-
croorganismo que puede pasar deaapercibido a nivel del laboratorio ¢lf
nico, por lo cusl, es necesario pensar en ésta y realizar su bisqueda
en muestras de materia fecal procedentes de pacicntes con cuadros gas-
troentéricos, ya que su identificacién solo requiere de un poco mis de
tiempo, sin necesldad de mucho material adicional al requerido para el
trabajo de rutinun en un Laboratorio de Bacteriologfs Clfnica.

Be sabe que & pesar de su conocida patogenicidad, no se busca ru-
tinariamente en muestras de materia fecal obtenidas de nifios menores
de 12 afios, Biendo 2l principal problema que se presenta, el que no se
tieno persona) capacitado, por la falte de informacién en las técnicas
utilizadas en el aislumienio y cultivo de esta bacteris, ya que como
se ha mencionado no se requiere de material elaborado ni caro, pars su

aislamiento.
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OBJETIVOS

1.« Determinar 1a presencia de Y enterocolitica en muestres de -

materla fecal enviadas pare coprocultivo general, asf{ como =

su identificacién nioqufmica.

2,- Determinar el mejor método para lograr un mayor aislamiento,

asi camo el medio de cultivo mds adecuado,

3.~ Determinar 1s virulencle de las ccpas obtenidss y su rensi-

bilidad frente a los agentes antimicrobianos,

HIPOTESIS

Considerando a Yorgipja enterocolitica causante de enfermedaden
dlarreicas en el humano, es factible lograr su aislamicnto e ideq
tificacidn a partir de muestras clfnicas, obtenidas de nifios con

cuadro diarreico cuya ctiologfa se desconoce,
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1 GENERALIDADES

El género Yerginis, perteneciente & la familia Enterchacteriascese
estd formado por las especies Y. pestis, Y. pseudotuberculosis v Y. en
terocolitica, (6,21)

Lag dos primeras eapecies producen yersiniosis en el hombre, su -
reservorio lo constituyen numerosos mamf{feros {conejos, cerdos, vacas,
ratones, chinch‘iu‘a.s) ¥ aves, pueden producir epizootias de gran extep
sibn, caracterizadas por dierress, linfadenopatf{as con necrosis y sep-
ticemia, Temblién pueden permanecer latentes en portadores animales pa-
nos. Aunque se desconoce con exactitud, se piensa que la fuente de in-
fecciones pare cl hombre, ses A través de elimentos contaminados con -
heces o con orine de los animales,a¥n cuando al principlo estas enfer~
wedandes se consideraban ocasionales, fltimamente ha aumentedo su fre--
cuencia, (6,21)

Se ha visto que en pafses de clima frfo como Canadf, Estudos Uni-
aos, Hungrfs, Noruegas, Dinamarca, etc., su incidencia es alta; sin em-
bargo, en climas de temperatura media més alta, como Guatemels y Afri-
ce Occidental, la incidencia es mds baja, incluso se reportan fluctua-
clones estacionales en lu frecuencia de yersiniosis humans con un mAe-

ximo en loc weses frfos del afio.
A) Caracterfsticas Generales.

El génerc Yerginia estd formado por cocchacilos ovales, relativaw
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mente largos, de 0.5 a 0.8 u de ancho por 1 a 3 pu de largo. Bacterias
Gram negativas, imméviles a 37°C y méviles medimnte flagelos peritri-
cos producidos a temperaturas menores de 30°C (siendo la éptima de --
22°C a 25°C), excepto Y. pestis. Son facultativas, no capsuladas y no
esporuladas. (6,9,21)

Los mienbros del género Ycrginia se caracterizan por reacciones -
varishles positives, son negutivos pars erginina, utilizacién del cie-
trato, DNasa, HpS, movilidad, fenil alanina, Voges-Prosksuer y utiliza
cién del malonato.

Utilizan los carbohidratos, glucoss, maltosa, manitol, trealosa,
glicerol, xilosa y fructosa, fermenténdolos y produciendo £eido, pero
no ges (_Y_. enterogolitica puede producir pequefias cantidades de gan
después de 2 a 3 dfag & 25°C), Usualmente no fermentan la lactosa. (6,
21)

Todas las especies de Yerginia desarrollan & temperaturas entre
4-42°C siendo 1a Sptima de crecimiento de 22-29°C. Eata temperatura -
depende de los requerimientos de Co.2+ que tienen algunas cepas virulep
tas de' Y. pseudotubereulosis y Y. epterocolitica, asf como de cepas vi
rulentas de Y. pegtis que no crecen a 37°C pero sf a 25°C segdn requie
ran Ca2t y ATP,

Las especies Y. peptis y Y. pseudotuberculosis toleran un rango -
de pH de 5.0 a 9.6; otras especies de Yerginia pueden crecer en un rap
go de pH de Ik a 10, awnque el éptimo de todas las especies es de 7.2
a 7.4, (6)
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El género Yersipia puede crecer & 25°C en medios sintéticos que -
contienen sales minerales y carbohidratos que originen la energfa, o=
siendo necesaric la adicibn de un mfnimo de biotina y tiamina como pro
motor de crecimiento. ¥, pegtis requiere ademfs I-metionina y L-fenile
alahina.,

Las especles de Yerginia pueden tolerar un 5% NaCl Y. pgedotuber~
culogis es la dnica especie que crece en medio que contiene 0,06% de -
telurito, (6)

Las caracterfsticas fenotfpicas son frecuenicmente dependientes
de la temperatura y, usualmeunte, la mayorfa de las caracterfsticas sc
expresan mejor en cultivos obtenidos & 25°C a 29°C que a 35%C y 37°C,

Las especies de este géucro contienen de 46 a 50% moles de guani-
na-citocine en el ADN, (6)

Dentro de 1a clasificacién serolégica, se sabe que en base a los
determinantes antipénicos de la pared, existen 34 tipos diferentes de

Y. entergcolitica; por la capacidad antigénica de los flagelos se dig-

tinguen 20 tipos serolégicos, Estudios recientes han denotado 1o prews
sencia de un antfgeno K prevalente en el serotipo 0:3. (3,6)

Un eatudio serolégico practicado por Winblad (3), que abargd dese
de 1970 hasta la fecha, demostré que se reconocen 34 ‘diferentes antfw.
genos 0, algunos de los cuales cruzan gerologicamente con clertas esw
pecics de Vidrio, Salmonclla, Brucella y 20 antfgenos H,

Las cepas pertenecientes & los serogrupos 0:3, 0:9 y 035, son reg

ponsables de la mayorfe de los casos de gastroenteritis, mientras que
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las cepas que m{s frecuentemente causan infeccién extraintestinal, pep
tenecen al serogrupo 8 o al biotipo L. (3,41)

Existen, ademfls, otras especies de Yersinin que pueden confundirew
se con Y. enterocolitica, estes especies conocidas inicialmente como ==
atfpicas o parecidss & Y. epterocolitica son Y. intermedia, Y. frede=-
rickpenii que utilizan la ramnosa y Y. krlgtensenii que utiliza la sa-
caroga. (1,3,6,34%)

Ia fagotipia es otra de las herramientgs epldemiolégicas dtiles.
Por 1o que loz bacteriéfagos son diferenciables gerolégicamente; sin -
embargo, esta diferenciscién he recivido poce atencién. la propagacién
de los fagos no se lleva a cabo & 37°C, sino a 22°C, E1 francés Nicow-

e (3,6) distingue 11 fagotipos evidenciando que tres de estos fagos
1lison tembién a Y. pseudotuberculosig.

B) Importancia Clfnica

Lag enfermedades que producen estos microorganismos se presentan
de dos formas., I linfadenitis mescutérica sguds o enterocolitis aguda
¥ una disenterfu baeilar, El microorganimmo se puede aiglar s partir
de los ganglios linféticos mesentéricos, que estfn aumentados de tamow
fio. (20, 21, 38)

La linfadenitis mesentérica producida por yersinias afecte prin-
cipalmente a nifios de corta edad y puede ir seguida de un eritema nud,g_.
so. la forma septicémica, parecidn a la ficbre tifoides, afecta princi

pulmente a paclentes que sufren de procesos subyacentes, como la cirro
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sis hepftica o las discracias sangufnecas. En algunos casos se presens-
tan abscesos en diversos drgenocs. (13,14,21,37,38)

La enteritis va acompafiada generalmente de pirexia y en algunos =
casos 1o temperatura se eleva haste 40°C; en algunos pacientes los sfp
tomas de la enteritis van precedidos o scompefindos de bronquitis, gri-
pe o malestar de garganta (3,9,20,21, 37,38)

En los casos sgudos de gastroenteritis frecuentemente se advier-
te un sfndrome de pseudoapendicitis, Llinfedenitis mesentérica o ilef---
tis termlnal. (21,33,37)

Tras un perfodo de incubacién poco mayor de un dfa pueden manifesw
tarse los sintomas de cualquiera de las dos enfermedades, le linfadeni-
tis mesentérica, que produce signos semejantes a la apendicitis y la --
enterocolitis. (6,20,21)

En ambos casos, el microorgeniemo se establece en el fleon dando
lugar & dolor abdominal, malestar general, fiebre y cefalelgia, En per
gonno comprometidas por enfermedades previas, debilitantes o bien por
{ratamientos prolongados y corticoesteroides, proveca septicemia y/o
meningitis y/o avtritis., (11,20,21)

Ia fuente comn de transmisién =1 hombre es la ingestién de hela=

dos, agua y leche.
c) Requerimientos nutricionales y aislamiento.

Yersinia gnterocolitica es muy similar o otras bacterias entérie-

cas, excepto porque crece mejor & 25°C que a 37°C Y posee la capacidad
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de crecer a h9C, carscterfsticas que se han cmplesdo para cultivo y =
aislamiento del microorganiamo. (6)

Fora el alslamiento de Y. enterocoliticas pueden emplearse lo mie-
yorfs de los medios entéricos comumnes como por ejemplo: agar Mac Con--
key, sgar SS, agar EMB, agar Tergitol 7, agar LSU (lactose secarosa-u-
rea), agar Desoxicolatoscitrato y enriguecimientos como el medio cloru-
ro de mognesio-verde de malaquita-carbenicilina, caldo selenito F, cal-
do tetrationato, ete. (3,6,13,21)

Sin embargo, existen limitaciones en cuanto a los medios. El cre-
ciniento de esta bucteria se inhibe en medios que contienen verde bri-
llante, tales como agar verde brillante y caldo tetrationato adicionee-
do de tal colorante, Adexm.’m, el uso de telurito de potesioc como agente
selectivo, deberd hacerse con culdado, ya que es téxico para Y. entero-
golitica y se indica que se desearte el use de medios cemo el agar EMB
agar XID y ager Hecktocn entérico para su aislaniento, puestec que en -
ectos medios el ecrecimiento de Y, enterocolitica, adn siendo lactosa -
negative semeja a los microorganismos coliformes morfcelogicamente, in-
cluso, no todos los serotipos crecen en agar SS. (3,6,21)

Lag especies de Yersipie crecen a las 24 hrs. dando colonias pe-=
quefins de 1 a 1.5 mm de dddmtro aproximadamente, en 48 hrs aumentan su
tanafio de 2 u 3 mm de didmetro; son ligeramente cpacas, buvirdceas, 1ii-
sas, redondas y algunas con bordes irregulares. En medios 55, se chser-

van colonins pequeiiag, translfcidas. (6,21,2L)
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Se han empleado diferentes métodos de laboratorio para el aisla-
miento de ¥, enterocolitica de sus diferentes fuentes. Saari (3,6) -
empled inoculacién en agor degoxicolato-citrato-manitol y enriquecie=
miento de carne incubdndose 14 dfas a 15°C para recuperar Y. epteroco-
ditica de aguas. Harvey (3, 6) empled un enriquecimiento de caldo gluco
sado incubado annerébicsmente a temperaturs embiente. Lassen (3,6,21)
utilizé enriquecimiento de caldo lactosado a 37°C por 48 hra sembrado
posteriomente en agar de Drigalsky. Highsmith (3,31) encontré recupe-
racién de ¥, epterccolitica de muestras de agua por filtracién con -=-
menbrana, siendo el caldo M-Endo el mejor de los ¢inco medios diferen-
tes examinados, Feeley (3,6) recomiends una modificacién del caldo Ra-
ppaport como medlo de enriquecimiento pare recuperar Y. enterocolitica
de alimentog. Schiemann y Toma (3,26,31) encontraron que el caldo mo--
dificedo de Rappaport era %til en un procedimiento de dos pagos con =
previo enriguecimiento en frfo para recuperar Y. enterocolities de le-
che cruda; aunque alguncs autores concuerdan y otros no, con el uso de
enriquecimiento en frfo; Greenwood y Welssfeld (3) lo recomiendan como
un buen método de aislamiento, pero Pai y Van Noyen (3, 26) concluyeron
que la utilidad del enriquecimiento en frfo dependfa de 1a condicién -

cifnica del paciente y del serotipo de Y. enterocolitica involucrado

en 1s infeccién. Servan (2,3,6) empled enriquecimiento en agua peptong
ds a UOC qurante 1 e 6 meges, usando agar SS como medio de alslamiento
e incubando a 28°C durante 48 h.. Wauters (2,3,2h) recomendf como méto

do selectivo el uso de caldo gelenito adicionado con 0.007% de verde -
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malaguite, explicando también que un buen méfodo selectivo incluye un
enriquecimiento en el celdo peptonado a 4°C durante 3 a 5 dfas. Se han
empleado caracterfsticas del microorganismo pare clsborar medios seleg
tivos y/o diferenciales y asf se ticnen el medio de pectina, (3, 6) a~-
gar CIN (cefaulodina-irgasan-novobiocina) (3,13,31), medio "Y" (39),
medio CAL (celobiosa=lisina-arginina) (3.13,11), medio selenito modie-
ficado. (3, 31)

D) Taentificacién biogufmica.

En general, se puede decir que dentro de las caructerfsticas bio-

qufmices de ¥, enterocoliticu son las siguientes.

CARACTERISTICAS REACCION
Indol a
Citrato -
81 +
Rojo de Metilo +
Urea, +
Fenilalanina -
Ligina descarboxilasa -
Argining dil.xidrola.sn -
Ornitina descorboxilesa +
Malonato -

Nitrato reductese +



CARACTERISTICAS

Gelatina

Demanitol

Glucosa

Lactosa

Sacarosa

Duleitol

Selicina

Adonitol

Inositol

Sorbitol

Arabinosa

Rafinosa

Ramnosa.

Maltosa

Xilosa

Trealosa

Egculina

Oxidase

Catalana

Voges-Proskaver 25°C
7%

Movilided 25°¢
31°C

REACCION

- S

+
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E) Sensibilidad frente a los antimicrobianos,

De acuerdo con Darland (3,6) Y. enterocolitica es senaible al f--
cido nalidfxico, colistina, sulfadimcina, gentamicina, estreptomicina,
kanamicina, tetraciclina y cloramfenicol; resistente a penicilina, am-
picilinu, carbenicilina y con sensibilidad variable a cefalotina. Gini
encontré que era sengible a gentemicina, letraciciina y kanamicina, re-
sistente a novobioelna, oxacilina, penicilina y clindamicina. Segin -
Szita (3,31) es sensible a gentamicina, colistine, kanamicina; resis--
tente a novobiocine, oxaciling, penlcilina, ampicilina, espiramicina, -
cleandomicing, vancemicina y lincomicina, Toma (3,6) dice que Y. ente--
rocoliticu es senaible a tetraciclina, estreptomicine, polimixine, gen
tamicina, cloramfenicol, nitrofurantofna, sulfonamidas y trimetoprim-
sulfametoxazol.j resistente a penicilina, oxaciline, lincomicina y novo-
biocina, con gensibilidad variable a empicilina, cefalotina y carbeni--
ciline, Mientras que Winblad (3,6) encontrd que el microorganismo era -
sensible a estreptomicina, tetraciclina, oxitetracicline, cloramfenl.-
col, nitrofurantofinas, sulfonamides, gentamicina y 4cido nalidfxico, -
renlate;ntc a penicilina, metilmicina, amplcilina, oleandomicina, novo-
biocina y kanamicina.

Cuno ¢s posible observar, de estos datos se desprende que el com-
portuniento de Y, enterocolitica hacia los antibibticos es muy veris--
ble, e incluso cxisten reportes de que la transferencia de resistencia
& los mismos, probablemente esté mediada por plésmidos que codifican -

para la misma,
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En la actualidsd, se han desarrollado una gran variedad de méto--
dos para efectuar pruecbas de sensibilidad & los antimicrobiancs. Uno -
de los mfe conocldos ¥ erpleados en el disgnéstico de laboratorio es -
el método de discos. En egta téenica se usan discos impregnados con &g
tibidtico, los cusles se colocan sobre la superficie de un medio de =~
cultivo sSlido previamente inoculado con el micreorganismo que se de--
sea probar. Durante la incubacién, el antibidtico difunde radialuente
del disco al me}lio. Asf, si el microorganismo es sensible al antibidti
co en 1a concentracién emplends, se inhibe su desarrollo en une Zong -
eircular alrededor del disco. El método, aunque es cualitativo, entd -
influenciado por varios factores que deberfn de ser controledos pera -
obtener resultados seguros y confiable, En 1968, Bauer y cols (23) yu-
blicaron los detalles de una téenicu estandarizads para los discos, -~

que pueden ser controlada eficazmente.
F) Factores de virulencia

En los ®ltimos afios se he visto que la importanciu de Y, entero-
golitica en las enfermedades gestrointestinales ha sumentado. Se ha re
portedo la relacién de diferentes factores de virulencia a través del
reconocimiento de la presencia de plésmidos de 40 a 82 megadalton como
factor importante en la virulencia de Y. enterocolitica, ascciados a -
la produccién de determinantes antigénicos como- son los antfgenos V --
{protefeo) y W (lipoproteico). (3,6,16,34)

Estos antfgenos de virulencia Vy W (cepas Vwa*), los producen -
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X. pestis, Y. pseudotuberculogis y Y. enterocolitica. El papel de es--
tas protefnas se desconoce, es posible que participen en 1la proteccién
contra la fagoclitosis por leucocitos, que posean mecanismos de destrug
cién dependientes de oxfgeno molecular o bien que permitan el creci--
miento intracelular, (3,6,27)

Carter demostr§ que Y, enterveolitizce posee la capacidad de produ-
cir estos antfgenos y su produccién se correlacions directamente con -
1a patogenicidad de la bacteria en el ratén. (7, l())

Las condiciones Sptimas para la produccién de estos entfgenos --
son: aereacién a 37°C y un medic enriguecido sin ca2t , (6,7,27)

Las propiedades que determinen la presencia de pldsmidos y lu pro~
duccidn de antfgenos de virulencia V y W incluyen la autosglutinacidn,
caZt dependencie negativa, hidrofobicidad, letalidad cn raténm, prucba
de Sereny, invasividad de células Hela y Hep-2 y la captaciédn de rojo
congo, . (1,4,5,16,27,35)

Por otro lado, se sabe que existe otra protefna P‘; mostrdndose -
como responsable de la autoaglutinacidn de Y. enterocolitica y Y. pseu-

dotubertulesis.
la funcién de la Py in vivo se desconoce, as{ como el significado -

blolégico de otros polipéptidos de membrane extcrna, Sin embargo, lo -
patogenicidad se determina también por caracter{sticas cromosamales.
(3,6,15,29,35)
Entre las pruebas que se realizan pare determipnar la virulencia -

estdn las siguientes:
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F,1 Captacién de rojo congo: uno de los medios selectivos que ==
permite correlacionar la virulencia con el desarrcllo de colonias, es
el agar rojo congo.

La absorcién del colorante, le da la capacidad a Y. pestis para -
abgorber la hemina, presente en el medio de agar rojo congo y la pato=
genicidad de la bacteria, Esta caracterfstica también la presenta ¥, -

enterocolitica. (28,30)

Las colonias que captan el colorante son RCY (virulentas) y las -
colonlas que no lo captan son RC™ (avirulentas). Estas dos variantes -
lag determina la coloracién que tomarén las colonias, las primeras se
tornardn de rojo magenta hasta anaranjado y lus segundas son de rosa -
pdlido a blanco que a su vez dependerd de factores como el pH y la tem
peratura que determinan la variacién en el incremento del color, asf -

cano la presencia de pldsmidos. (8,28,29)

+
F,2 Dependencia al Cn;1 ¢ otro ' medlo selectivo que correlacicna -

el crecimiento con la dependencia al Cu2

* ¥ la patogenicidad, es el ==
MOX (agar oxaslato de magnesio), utilizado en 1a prueba de Ca2+ depeni-
dencia. (5,15,28,29)

En el medio MOX se selecclonan las colonias por su morfologfa; ~-
lag colonias punteadas, blancas muy pequefies son MOX* (virulentas) y ~
las colonias alargadas con un difimetro de 0.5 a 2 mm son MOX™ (aviru--
lentas) . (8)

El crecimiento selectivo que presenta Y. enterocolitica en el me-

dio MOX se asocia a la capacidad de produclir antfgenos V y W misma que
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estd determinada por la presencla del Ca2+, ya que como se menciond, -

o+
estos antfigenos no se producen en medios con Ca” , por lo que el me=-

dio utilizado no contiene dicho elemento.

F.3 Autonglutinacién e hidrofobicided: son pruebas que estén es-
trechamente relacionadas con caracterf{sticas de la membrana externa de
la bacteris, como son? las interacciones hidrofébicas y electroatfiti--
cas, cargas de hidrégeno y fuerzas de Van der Waals, propiedades de la
superficie celular importantes en la adhesién celular. (22)

Los métodos utilizados para determinar la adhesién celular son, -
la autosglutinacién, 1o hidrofobicidad y la adherencia a hidrocarburos
entre otros . (29)

Uno de los métodos sencillos, rdpidos y nuevos, es la precipita--
cién con seles de amonio, utilizads en la determinacién de hidrofobici-
dad de la superficie bacterians, que estd determinada por factores de
concentracién, pl, tiempo y temperatura, La concentracién de bacterias
es de 1108 & D107 células por ml . (17)

Por estudios recientes, se sabe que estu caracterfstica est{ da--
da por.la composicién de lipoprotefnas de la membrana, semejantes a la
lipoprotefna de Braun; sin embargo, también participen las fimbrias de
tipo 1, que se encuentran presentes en las bacterias virulentas. (22)

Estas protefnas que integran la pared celular son insolubles en -
agua; sin embargo, la hidrofobicidad se debe a la cemposicién de los -
aminofcidos, diferencifndolos de las protefnas ordinarias solubles en

agua. los mminofcidos no polares (55%) se localizan principalmente en -
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la superficie celular de las protefnas moleculares reuniéndosc en la ~
parte interna, en el sitio de la doble cepa de 1fpidos que integran la
menbrana celular. (22)

Utilizando las mismas propiedasdes de la parcd celular se lleva a
cabo la autosglutinacidn, las bacterias tienen la propicdad de formar
agregedos entre sf, Egta reaccidn la determinan la temperatura, pH y
tiempo, utilizdndose la mimma concentracién de bacterias de 1)(108 chmm

lulus por ml . (Y4,18,128,29,36)

F.5 Letalidad en ratén: con la excepeidn del serogrupo 0:8, Y, en~

terocolitica es avirulenta para el ratén. De cuaiquier modo, sc sabe -

que utilizando una sobrecarga de hierro dextrén (imferon) en el ratin,
se presenta virulencia en los serogrupos 0:3 y 039 . (h,28,29)

La suspensién bacteriana ge administra en 1L ml con una concentra-e
cibn de :l)(lC)8 células por ml inceuladn por via intraperitoneal, se uti
' lizan ratones BALB/c, Los resultados de esta prueba se relacionan con
la virulencia en ratén, interviniendo las cepas virulentas ¥y més espe-
cfficomente los serogrupos que son virulentos para el rutén, asvelados

o los antfgenos de virulencia y a los plésmidos.

F.6 Prucba de Sereny: ademis de presentar virulencin para el ra--
tén, también se observa la queratoconjuntivitis en cuyo, § prueba de -~
Sereny, la cual fué dada a conocer por el investigador de dicho nombre,

que muestra la invasgividad del microorganismo. (I)
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La prueba consiste en la inoculacién de una suspensién de bacte~
rias con .‘LXJ.O8 células por ml, colocando una gota de la suspensién en
el saco conjuntival del ojo del cuyo.

Log resultados se revisan perlodicamente durante 7 dfas, observép
dose la produceibn de un lfquido purulento y enrojecimiento del ojo ==
hasta formarse une capa querabinosa, dando una prucba positiva. En el
caso de que, a los 7 dfas no sc¢ observen dichas caracterfsticas, seré
un resultado negativo. (4,28)

Como ya se menciond, loé scrogrupos diferentes al 0:8, se inoCuw-
lardn con 10% de hierro dextrn. Por otro lado, se podrfan presentar -
casos en los cuales ce observe solamente eﬁro;jecimiento del ojo, sien~
do la conjuntivitis leve e indicando una baja virulencia de la cepa u-

tilizada.

F.7 Invasividad de células Hela y Hep~2: la invasividad de la bag
teriea en cultivos celulares se muestra por la invasividad de células ~
Hela y Hep~2 correlacionéndola con la virulencia, (l,32)

La invasividad se lleva a cabo por la penetracién celular, siendo
el prix;ler paso, 1a adhesibn a la membrana celular, seguide de una colg
nizacién y finalmente la invasién., {(19)

Portnoy y colaboradores, en sus estudios, establecieron la invasi
vided de células Hep~2 no siendo mediads por pldsmidos. (40)

Se ha reportado dentro de lag enteropatégenas invasivas a B, coli

Salmonella, Shig-@lln, Y. pscudotuberculosis y dentro de estudios reee
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clentes a Y, enterocolitica, que invade célulag Hela y Hep-2, bajo cop
diciones similares a las anteriores. (19,25)
Zinck y colaboradores, reportaron que la invasividad de Y, gnterv-

colitica ge demuestra con la prueba de Sereny, en la letalidad al ra--

tén, asf como la relacidn con otras caracterfsticas de virulencia. (32
o)

Otros estudios mostraron que le pérdida de virulencia iba asocia-
da a la pérdlds: de estas caracterfsticas representativag de la virulep
cia, no ocurriendo lo mismo con la invasividad, ya que ésto es mediada
por un fector invasivo, no totalmente independiente de los determinan-
tes de virulencis y de los plésmidos. (40,42)

La capacidad para invedir células lHela y Hep-? sc Jimita a cler--
tos serogrupos y biotipos, como para presentar virulencia en animales
de laborstorio, entre ellos conejos, ratones y cuyos. (1,32)

La virulencin es especifica para ciertas cepas de Y. gpterocoll-
tlca estudisdas en lag difcrentes prucbas de virulencin in vitro e
in yivo y relacionadas con la produccién de enfermedades por dicha -

bacteria en humanos.
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II PARTE EXPERIMENWTAL

A) MATERIAL

1.~ Material bioldglco.

Se emplearon cepas de Y. enteroccolitica aisladas de muestras clf-

nicas obtenidas de nifios, pacientes ded "Instituto Nacionel de Pedia--

trfa” (INP), con cundro diarreico.

2.~ Medjos de cultivo.

a) Para el
- Medlio
~ Medio
~ Medio

b) Para la
- Medio
- Medlo
- Medio
- Medio
- Medio
- Medio
- Medio
- Medio
- Medio
- Medio

"{ver anexo)

aislamiento*

Mac Conkey (Mexck)
Shigella-Salmonella (Merck)

selectivo para Yersinis segfn Wuuters (I)”
identificacidn blogufmica?

Citrato de Cimons (BBL)

Eaculina (Sigma)

Fenil Alanina Deaminasa (BBL)
Gelatina Nutritiva {BBL)

Kiigler (Merck)

Malonato (Merck)

OF bage (BBL)

Rojo de Metilo Voges-Proskauer (Merck)
SIM (BBL)

Urea de Christensen {Herck)
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¢) Para la determinacién de virulencia:
- Meddo Nutritivo (Merck)
= Medio Infusién Cerebro~corazén {Difco)
- Mealo Mueller Hinton (Merck)
~ Medio Rojo Congo (IL)"
- Medio Oxalato de Magnesio MOX (III)™
- Medlo Inria (V)"
- beato Mg (V)*
~ Medio Triptona-Extracto de Levadura TYE (VI)"
~ Medio Agarosa (Bigma)

d) Para la determinacién de 1n suscepuibilidad frente a los
antimicrobianos.
- Agar Musller Hinton (Marck)

e) Para la conservacién:

= Medio Soya Tripticasa {(Merck)

3.~ Compuestos adicionsdos.
a) Carbohidratos:
= Glucosa
= Maltosa
~ Loctosa
- Xilosa
~ Sacarosa

~= Trealosa

“(ver anexo)
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~ Rafinosa

- L-ramnosa

- D-:sorbitol

- D:u.donitol

- Inositol

= Learabinosa

- Dulcitol (Merck)

a wna concentracién del 10%.
b) L-aminofcidos (Merck):

~ Arginina

- Lisina

- Ornitina

al 1% para descarboxiiasa base Moeller.

L, Antimicrobiunos emplendos:

Acido Nalidfxico 30 pg/md (Bigaux)
Arpicilina 10 pg/m1 (B1gaux)
Amikecina 30 pg/ml (Bigaux)
Cefalosporina 30 pg/ml (Bigaux)
Cloramfenicol 30 pg/ml (Bigaux)
Esteeptomicina 20 pg/ml (Bigaux)
Gentamicina, 10 pg/ml {Bigaux)
Kanamicine 10 pg/rl (Bigaux)

Nitrofurantofna 300 UI (Bigaux)
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HNetilmicina

Penicilina
Polimicina
Tetraciclina

Trimetoprim-Sulfametoxazol

5.~ Reactivos.

T

Ac. clorhfdrico (Merck)
A1fa nattol (Merck)
Bicarbonato de sodlo (Merck)
Citrato Hierro (III) (Merck)
Citrato de sodio (Merck)
Cloruro de amonio (Merck)
Cloruro de caleio (Merck)
Cloruro de magnesio (Merck)
Cleruro de potasio (Merck)
Cloruro de sodio {(Merck)
Desoxicolato de sodio (Merck)
Fosfato digfdico (Merck)
Fosfato disbaico (Merck)
Fosfato monopotfisico (Merck)

Hidréxido de sodio (Merk)

30 yg/m
10 pg/ml
100 UL

10 pg/ml
25 pg/ml

Sulfato de magnesio heptahidratado (lMerer)

Tioswlfato de sodio (Merck)

(Sheramex)

(Bigaux)

(Bigau:;)
(Bigaux)

(Sheramex)
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6.~ Amortiguadores y soluciones.
- Amortiguader de fosfatos pH 6.8 y 7.2
- Solucién basal de fosfatos
- Solucién salina isotdnica 0,85%

- Solucién salina bale.ceada de Hanks (VIL)®

~ (Ver 3!\(5(0)
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B) METODOLOGIA

1.~ Aislamiento

a) 200 muestras de materia fecal, procedentes de pacientes -
con cuadro diarreico, se procesaron con 1l giguiente téenica. Se tomd
1a  muestra con un hisopo de algodén inoecwlando directamente los me--

dios de cultivo, agar Shigella- Salmonella y agar Mac Conkey.

b) De cadn una de las muestras, se colocé el hisopo con la ma~
teria fecal en Sml de solucién reguladore de fosfatos 1/15 M, Se refri-
gerd 1a solucidn reguladere cou 1o muestra a 4-5°C durante 21 afas, en
esto perfodo la muestra refrigerade sc sembré a los 7, 1k y 21 dfas -~-

en agar S8, agar Mac Conkey y agar sclectivo para Yersinia (Wauters),

Los medios de cultivo inoculados con las muestras de ombos =
procesos & y b, se incubaron a 25°C durante 24 a L8 h con el fin de --
determinar el cislamiento de Y, enterocolitics, asf como de hacer su -

identificacién presuntiva mediznte su moxrfologla colonisl.

Se seleccionaron las colonins lsctosa negativas para su deter-

ninzeidn bicguimicn posterior. (Esquema 1)



ESQUEMA 1

AISLAMIENTO DE YERSINIA ENTEROCOLITICA

-~ INOCULAR EN AGAR SHIGELLA-SALMONELLA
Y AGAR MAC CONKEY

MATERIA FECAL
MUESTRA DE MATERIA FECAL EN 5 ML DE
SOLUCION REGULADORA DE FOSFATO 1/15 M

INCUBAR DURANTE 7, 14 y 21 DIAS ——COLOCAR 0,01 ML EN PLA——
CAS DE AGAR S8, MAC .

A bkogoC
CONKEY Y MEDIO "Y".

INCUBAR A 25°C DURANTE 24 HORAS ¢

UTILIZAR IAS COLONIAS IACTOSA (.)
PARA LAS FRUEBAS BIOQUIMICAS,

UREA, TSI, MOVILIDAD A 250C . 379C Y OTRAS
PRUEBAS "BIOQUIMICAS CONFIR.
MATORIAS,

-Lz-
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2, Caracterizacién bioquimica,

Para confirmar el diagnéstico presuntivo de aislamiento se reali-
28 la identificacién por medio dr 1la serie de bioqufinicas mencionadas
para este microorganismo,

Una vez rislades e identificadas las cepas, se procedid o biotifi
car en base al cusdro de bioqufmicas, segfn Niléhn (Tabla 1 ), tomdndg
se del tubo de conservacién de cade cepa una agada para le. inoculacién
de las bloqufmiocas. Obleniéndose de esta manera los resultedos de las
biogufmicas que se compararcn con dicha table pura le identificacién =

de los biotipos.
TABIA I
BIOTIPOS DE YERSINIA ENTEROCOLITICA

REACCION NILEHN

n

3

=
A

- INDCL

- LXILOSA

- SALICINA

-~ ESCULINA

- IACTOSA

-~ NITRATO REDUCTASA
~ TREALOSA

~ D-SORBITOL

- ORNITINA

~ VOGES.PROSKAUER
~ B-GALACTOSIDASA
~ SACAROSA

~ SCRBOSA

~ LECITINASA

- RAMNOSA

B R R o R
R R R R
| S N A R U R BN SN B INE BN 2N BN BN

+hFrr R LD
+++ b+ FFFE 0008
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3.~ Sensibilided frente & los antimicrobienos.

¥
Las cepas alsladas e identificedas, se sometieron a la determina-
cién de la sensibilidad frente a los antimicrobianos con la siguiente

técnica. (23)

De un tubo de ensayo, se tamb wna asads de la cepa aislada y puri
ficade que se deson probar, resuspendiéndose en 3ml de celdo BHI (Infy

sién cerebro-corazén) e incubfndose a 37°C durante 3 h .

Después de este tiempo se ajustd 1a turbidez en el Mac Farland a
0. 5‘7:, una vez ajustads la cuspensién bacteriana se inoculd uns placa
con agar de Mueller Hinton con un hisopo estéril, aplicando una cupa
uniforme sobre la superficie. Posteriormente se colocaron los sensidig
cos sobre ls placs, presionando ligeramente para fijarlos, no poner =~

més de 6 discos por placa.

Se incubd a 37°C durante 16 0 18 h , transcurrido el tiempo se =
procedid a 1 lecturs de los resultedos, midiendo en milfmetros (mm) -

1a zona de inhibicién con una regla o un Vernier. (Esquems 2)

-La interpretacién se hace mediante comparacién de resultados con

las tablas del método esténdar de K-B . (21)

En la prueba se utilizé una cepa de Bscherichia coli ATCC 25922

o de Pgeudomopag aeruginoga ATCC 27857 como control estdndar.
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ESQUEMA 2

CEPAS DE Y, ENTEROCOLITICA AISTADAS
E JDENTIFICADAS MEDIANTE IRUEBAS IQs,

INOCUIAR EN 3ML DE CALDO BHI
(TNFUSION CEREERO-CORAZON)

TINCUBAR A 37°C DURANTE 3 h

AJUSTAR IA TURBIDEZ CON EL MAC FARIAND
A 05%

INOCULAR EN UNA PIACA DE AGAR MUELLER

HINTON CON UN HISOPO (SIEMERA EN TODA IA
SUPERFICIE DEL MEDIO)

A
COLOCAR 10S SENSIDISCOS SORRE IA
PLACA

INCUBAR A 37°C DURANTE 16 A 18 h

N
UBSERVAK LOG RESULTADOS
OBTENIDOS
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I, = Pruebas de Virulencia. (Esquema 3)
4.1 Captacién del rojo congo.
las cepas aisladas se suspendieron en caldo triptone extracto de
levadura(TYE), obteniéndose de esta manera un cultivo joven; se ajusté
lq\,(‘:oncentracién ¥ se sembré en agar rojo congo, seleccionéndose las
coionias rojo congo positives por la intensidad de 1a absorcifn del -

rojo congo. (Esquema 1)

L2 Ca?* dependencia.
Una vez ohtenidas las cepas RC+, se sembraron en caldo IYE ajus-
tando la suspensifn becteriana, se sembré posteriormente en placas de
agar oxalato de magnesio (MOX) utilizando la técnice de eislamiento -

identificando las colonias por su morfologfam colonial. (Esquema 5)

k.3 Autosglutinacién,

Después de obtener lss cepas RCT y uox*t ge procedid a hocer la -
autoeglutineciédn, (AA)

Esta prueba se realizé por medio de tres métodos diferentes, ddn-~
dones de esta manera una mayor confiabilidad en los resultados obteni=
dos.

En cada téenice se utilizé un medic diferente como Voges-Froskauer
TYE (triptona-extracto de levadura) y caldo Mueller Hinton.

La lectura de las téenices a ¥ ¢ se hace en base & la observacién
del medio de cultivo utilizado, en cambio en la téerice b, el resulie-

do positivo de la remccién serd la formacibdn de aglomerades de bactew-
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rias, 1o que indicexrd una reaccién de AAY, efectufndose la lectura en

un lspso no mayor de un minuto, (Esquema 6)

.y Hidrofobicidad.
De los medios de conservacién se tomé una asada de cada cepa rct
Y MOX*, suspendiendo en 3 ml de BHI y ajustando posteriormente la cone-
centracién.
Lo suspenaién bacteriana se colocé con diferentes concentraciones
de sulfato de amonio, observandoso como reacciSn positiva de hidrofobi

eidad wna precipitacién. (Esquema 7)

4.5 letalidad en ratén.

Las ccpas re* ¥y MOX+ se sembraron ¢ incubaron, ajusidndose la cone
centracién,

Dc agqui se preperavon suspensiones bacterianas con Imfaron y sin
Imferon, utilizdndoge parn la inoculecién de ratones hembras BALB/c, -
colocéndoce el mismo tiempo los controles. (Esquema 8)

Después de 1a inoculacién, se hacen revisiones perifdicas duran-
te 3 semapas. Lo infeccién por Y. epterocolitica es pevera, comenzan=

do con sfntomas de dimrrea y finalizando con 1la muerte del ratén.

1.6 Pruebs de Sereny
La guspensién bacteriena, se obtuvo mediante el crecimiento en -
+ +
agar de las cepas RC v MOX', é&ste se resuspendid con solucién galina

ajustédndoge posteriormente la concentracibn.
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Una vez obtenida dicha suspensién se inoculd con y sin Imferon en
cl saco copjuntivael del ojo del ratén, colocando al migmo tiempo los =
controles. (Esquema 9) .

Los resultados sec observaron en un lapso de 7 dfas, la apuricién

de conjuntivitis y enrojecimiento del ojo dieron reaccién positiva.

L.7 Invasivided de célulus Hela y Hep-:z

lag cepas virulentas se sembraron en leche descremzds, inoculan-
do de aquf el medio M-9, cbteniendo de ests manera la suspensién bac-
teriona a la cusl se ajusté lu concentracién posteriormente.

De diche suspensién se inccularon los tejidos celulares, ectuando
de esta forma la bacteria en las céluias, mediante incubacién durante
wna hora y media,

Pagado este tiempo. e tifieron las células infectadas para la lecw
tura de los resultados obtenidos mediente el microscopio Sptico, (Esqug
ma 10).

En los resultedos se observd la colonizacién como prucba positiva

de le adherencia de la bacteriae.

4.8 Cuantificacién de invasivided de células Hela y Hep-2,
Lag cepas Rc*y mox* se sembraron en medio Luria y de aquf en BHI,
ajustdndose la concentracién de le suspensifn bacteriana obtenida.
Se tomé un infculo colocdndolo en los cultives de células previa
mente preparadas, incubéndose posteriormente. AL término del tiempo -

ge resuspendid la suspensién de los medios mediante lavades sucesivos
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con antibibtico, el cual se dejé actusr durante 4 h , resuspendiéndose
con solucién sin antibiético,

Se agregd agerosa y después agar, incubfndose tode la noche, la -
lectura de los resultados se hizo en base a la presencis de colonias
en los pozos de las cajas de cultivo. (Esquema. 11)

Lag cepas controles empleaday fueron:

= Shigelle dygenteriac como control positivo

~ Bgcherichia coli J53 o Egcherichia cold JSk como cpntrol negati

VO.
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EQUEMA 3

FRUEBAS DE VIRULENCIA

CEPAS DE Y, EMTEROCOLITICA
INOCUIAR EN AGAR ROJO CCONGO
SELECCIONAR IAS COLONIAS R (+)

PRUEBAS DE VIRULENCIA

- Ca™* DEREIDENCIA

- AUTOAGLUTINACTON

. HIDROFOBICIDAD

- LETALIDAD EN TATONES
- PRUEBA DE SERENY

» INVASIVIDAD DE CELUIAS HEIA Y HEP~2
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ESQUEMA &

CAPTACION DBEL ROJO CONGO

CEPAS DE Y, ENTEROCOLITICA ATSIADAS E
IDENTIFICADAS MEDIANIE PRUEBAS BQg

INOCUIAR EN 3 ML DE CAIDO TYE
{TRIPTONA-EXTRACTO TEVADURA) OBTENIENDOSE
UNA CONCENTRACION DE 1X108 CELUIAS ML,

SEMBRAR 0, 01ML EN MEDIOS DE AGAR ROJO
CONGO

INCUBAR A 25°C POR 2k-4iBh

N
SELECCIONAR IAS COLONIAS ReY ¥ me™

W
JAS COLONIAS ROJAS-ANARANJADAS RC*
IAS COLONIAS BIANCAS-ROSADAS RC-

SEMBRAR IAS COLONIAS SELECCIONADAS EN
MEDIO DE CONSERVACION PARA IAS
PRUEBAS DE VIRULENCIA(
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ESQUEMA 5
DEFENDENCIA AL Ca®t

COLONIAS RC* DE IAS CEPAS DE
¥, ENTEROCOLITICA

~N
INGCUTAR EN 3 ML DE CALDO TYE
OBTENIENDOSE UNA CONCENTRACION DE
1X10° CELUIAS/ML

~
SEMERAR 0. O01ML EN MEDIOS DE AGAR
MOX (OXAIATO DE MAGNESIO) .

N4
INCUBAK A 37°C POR 24 n

W
SELECCIONAR IAS COLONJAS Moxt Y mox~

v
IAS COLONIAS PRQUERRS Y BIANCAS Mox™
JAS COLONIAS GRANDES Y ALARGADAS MOX~
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ESQUEMA 6
AUTOAGLUTINAC ION,

coLonTAs Re*y Mox* InE Y. ENIEROCOLIZICA

4 % Y

A ¢
INOCUZAR EN ML INOCULAR EN 3 ML DE  INCCULAR EN 3 ML DE CALDO
DE VOGES.PROSKA- IYE, MUELLER HIWION
AJUSTANDO A UHA - o AJUSTAR A UNA CONCENIRA--
CONCENTRACION 1X10 CION DE 1X108 CEINIAS/ML
CELUIAS /ML

INCUBAR A 25.37°C TAVAR MEDIANTE CEN-.  INCUBAR A 25.37°C POR =
POR 18-24h TRIFUGACION A 3000rpm 18-24h

10 MIN CON AMORTIGVUA~

DOR DE FOSFATOS pli7,2

-
25°C 37°C AJUSTAR A UNA CONCEN- 25%C 37°C
OBSERVAR OBSERVAR ~ TRACION DE 1X108 CELU  OBSERVAR OBSERVAR
UN MEDIO UN BOION  IAS/ ML Ul MEDIO UN BOTON
TURBIO, EN IA MA TURBIO EN IA BA.
At SE DEL ARt SE DEL TU
"TUBO (A~ BO (AGLO-
GLOMERA - MERADO)
10) AA- AA=,
v
INCUBAR A 25 y

5 y 37°C
EN AGITACION FOR UMA h

N
COLOCAR UNA GOTA DE IA SUSPENSION
EN UN PORTAOBJETO CON UNA
LENTA AGTTACION ,

v
OBSERVAR AL MICROSCOIIO
OPTICO IA AA,
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ESQUEMA 7

HIDROFOBICIDAD

+
CEPAS RCY Y MOX DE ¥, ENTFROCOLITICA

INOCUIAR EN 3 ML DE CALDO BHI

CENTRIFUGAR Y JAVAR CON AMORTIGUADCR DE
FOSFATOS pH 6,8 STAR TA CON.
CENTRACION DE 1X10~ CELUIAS/ML

v
COLOCAR ESTA SUSPENSION EN VARIAS

CONCENTRACIONES DE (Nu,*)2 sou

3L

INCUBAR A 20°%C - 37°C
DURANTE 15-30 MIN

PRUEBA DE HIDROFOBICIDAD POSITIVA
AL PRESENTAR UN PRECIPITADO 5

Ee—7
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ESQUEMA 8

LETALIDAD EN RATON

corovtas ret ¥ mMox* DE Y. EwrERocoLITICA

INOCUIAR EN AGAR NUTRITIVO
INCUBAR A 250C POR 48 h .

RESUSFENDER EN SOLUCION SALINA o,85%
IAVAR Y CENTRIFUGAR VARIAS VECES, AJUSTAR
A UNA CONCENTRACTON DE 1X10° CELUIAS/ML

AGREGAR HIERRO DEXTRAN INOCUIAR IA SUSPENSION BACTE.
(IMFERON 20% v/v EN 85) RIANA TAL CUAL ,

vV
INOCULAR 1 ML DE IA SUS- INOCUTAR 1 ML DE IA SUSIENGION
PENSION POR VIA INTRAPE. POR VIA INTRAFPERITONEAL EN RA.
RITOMEAL EN RATONES HEM- TONES HEMERAS BALB/C
BRAS BALB/C

CONTROL

INOCUIAR 3 ML DE IA SUSPENSION BACTERIANA
(MUERTAS POR CALOR) CON EL IMFEROM
EN RATONES HEMBRAS BALB/C
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Emmg

PRUEPA DE SERENY

cEms Re* ¥ Mox* DE Y, ENTEROCOLITICA

N
INOCUIAR EN AGAR NVIRITIVO

INCUBAR A 25°C POR 48 h

~
RESUSPENDER EN SOLUCION BALINA 0,85%
LAVAR, CENTRIFUGAR Y AJJSTAR
A UNA CONCENTRACION DE 1X10” CELUIAS/ML

v

COLOCAR UNA GOTA DE IA SUSFENSION EN EL
SACO COMJUNTIVAL DEL OJO DEL RATON HEMERA
BALB/C, DEJAR SIN INOCUIAR EL OTRO OJO

W :
PREPARAR UNA SUSPENSION BACTERIANA
CON IA MISMA CONCENTRACION MAS EL
IMFERON AL 10%

4
COLOCAR UNA GOTA DE IA SUSPENSION EN EL SACO
CONJUNTIVAL DEL OJO DEL RATON ¥ EN EL OTRO -
0JO UNA GOTA DE SUSPENSION BACTERIANA (MUERTAS
POR CALOR) CON EL IMFERON
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ESQUEMA 10

THVASIVIDAD DE CEIULAS HEIA Y HEP.2
A
cEpas RCY Y Mox™ IE ¥. ENTEROCOLITICA

INOCUIAR 3 ML DE LECHE DESCREMADA

TOMAR UN ML. E INOCUIAR 200 ML DE
MEDIO M~9 EN MATRACES DE 1 LITRO

INCUBAR A 37°C TODA LA NOCHE ,

CENIRIFUGAR Y IAVAR VARIAS VECES CON PBS
(SOLUCION BASAL DE FOSFATQS), AJUSTAR A
UNA CONCENTRACION DE 1X10° CELUIAS/ML

INOCUIAR CON 3 GOTAS CADA POZ0 DE IAS -
PIACAS DE CULTIVO DE CELULAS PREVIAMEN~
TE IAVADAS CON PBS .

TNCUBAR IAS PIACAS A 37°C EN AGITACTON
DURANTE UNA HORA Y MEDIA

REEMPIAZAR EL MEDIO DE CULTIVO CON PBS
RETIRAR IA SOLUCION 'DE IAVADO

AGREGAR METANOL HASTA DESECAR Y COLOCAR 2 GO
TAS DE SOLUCION GIEMSA POR 10 MIN,

UNA VEZ TENIDAS COLOCAR EN PORTA-OBJETQ, PARA
SU LECTURA OBSERVANDOSE AL MICROSCOPIO
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ESQULLMAJJ.

CUANTIFICACION DE INVASIVIDAD DE CELUIAS
HEIA Y HEP.2

CEPAS DB Y, ENIHROCOLITICA Rc* Y Mox*
PROBATNS EN INVASIVIDAD

INOCULAR 100 ML DE CALDO IURIA
INCUBADO TODA 1A NOCHE A 37°C

TOMAR UN ML DE ESTE CULTIVO E INOCUIAR
CAIDO BHI (INFUSION CEREERO~-CORAZON )

INCUBAR A 379C , HASTA OBIENER UNA
DENSIDAD OPTICA DE 0.6 A 600 I

IAVAR Y CENIKIFUGAR, KESUSPENDIENDO CON
RPMI Fo (RPMI 1640-0,67 UG FeCL3/ML 0.45%
GLUCOSA) MANTENER IA SUSPENSION BACTERIA.
HA A 37°C A TEMPERATURA AMBIENTE ,

AJUSTAR IA SUSBENSION BACTERIANA A Ui
CONCENTRACTON DE 1X10° CELULAS/ML

REMOVER EL MEDIO DE CULTIVO DE IAS CELULAS,
REEMPIAZAR CON RPMI Fe, QUITAR ESTA SOLUCION
Y AGREGAR IA SUSPENSION BACTFRIANA

MANTERER IA MEZCIA Lo MINUTOS A 37°C
(INVASIVIDAD DE IAS CELUIAS )

ELIMINAR IA SUSPENSION BACTERIANA QUE NO INVADIO,

LAVAB CON SOLUGION SALINA BAIANCEADA DE MANK 67% Y

33% DE RPMI/@0 COMPLEMENTADA CON SUERC BOVINO FE-
TAL 5% ¥ 50 UG DE KANAMICTHA POR ML

CONT,,..
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CONT, ..

DURANTE LOS IAVADOS, SOMETER A AGITACION LENTA
IA PIACA DURANTE UN MINUTO

DEJAR EL MEDIO RPMI Fe CON EL ANTIBIOTICO
DURANTE 4 HRS A TEMPERATURA AMBIENTE A 37°C

SUSTTIUIR EL MEDIO CON ANTIBIOTICO COMPLETAMEN.
TE CON MEDIO SIN ANTIBIOTICO, DEJAR IAS CELULAS
SIN NINGUNA SOLUCION .

AGREGAR 250 FL DE AGUA DESTITADA ESIERIL CON
0.5% DE AGAROSA MANTENTENDOIA A 45°C LISANDO
IAS CELUILAS ,

UNA VEZ SOLIDIFICADA IA AGAROSA AGREGAR 250 PL
DE AGAR AL 0,5%, MANTENER A TEMPERATURA AMBIENTE

INCUBAR IAS PIACAS A 37°C TODA IA
NOCHE

4
OBSERVAR 1A PRESENCIA DE COLONIAS EN CADA POZO,
EMPLEAR UN MICROSCOPIO ESTEREOSCOPICO 2X ,

CADA COLONIA INDICARA IAS BACTERIAS QUE INVADIE
RON IAS CEIUIAS HEIA Y HEP-2 ,
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111 RESULTADOS

Un total de 200 muestras de materia fecal recibidas en el Labora-
torio de Bacteriologfe, provenientes de todos los servicios del "Insti
tuto Nacional de Pediatrfas," México D.F., se procesarcn e investigaron
la presencia de Y. enterccolitica como agente causal del padecimiento.

Se encuntr$ un total de 7 aislamientos de ¥. anterocolitica; una -
de ellas fué positiva en el aislamiento primario lo cual representa el
0.5% , en tanto que laz otras 6 (3%) se obtuvieron por un pase previc -
8 4e5°C en amortigundor de fosfutos, sembrandose en medio selectivo pa
ra Yersinta (Wauters) a los 7,14 y 21 dfas, obteniéndose en el dfa 21 -
el mayor porcenteje de aislamiento de Y. enterocolitice, las cuales se
identificaron medlonte las bioquimicas establecidas.

La frecuencia de bacterias encontradas en las 200 muestras proce-

sadas durante 6 meses fué la siguiente: (Grérica 1)

Microorganismo Por ciento
1. E, eold 100, 0%
2. Eptercbactér sp. 72.5%
3. Klebgiella sp. 5. 5%
4, P, mirabilis W5, 0%
S. Citrobacter sp. 38.0%
6. Morganella gp. 36.5%
7. Salmonells sp. 32.5%
8. P, yulgarig 28,5%



9. Spiguelln gp. 2l of
10. Pgeudomones sp. 20.0%
1). Serratis sp. 15.0%
12, Y, enterocolitica 3.5%

Con respecto a 1A biotipificaéién, segin la clasificacién de loa
5 blotipos de Niléhn, las 7 cepas aisladas de Y, enterocolitica fueron
del biotipo.i.

Se determingd la sensibllidad de las 7 cepas aisladas, frente a co
torce antimicrobianvs, que fueron los siguientes: fcido nalidixico, am
picilina, cloramfenicol, estreptumicina, gentamicinm, kanamicing, fu--
radantina, penicilina, polimixinas, trimetoprim-sulfemetoxazol, tetraci
clina, unikacina, cefalosporina y netilmicina (Tabla 2). Obteniéndose
el sigulente patrén de resistencia de las 7 cepas identifPicadss como ~
¥. enterocolitica el 10()% de las cepas fueron resistentes a penicili-
na y ampicilina, en tanto que el 85% de ellas fué resistente a las ce-
falosporinas, el 43% a polimixina y el 14 a furadantina como se puede
apreciar, (Tabla 3)

En cuanto a su patogenicidad, se observé en las 7 cepas de Y. ep-
terocolitica un predominio de colonias rojo congo positivas (RC+) sobre
las xojo congo negativas (RC'), como se observa en la figura’l, en tan-
to que en el oxalato de magnesio se presentaron las dos variedades de =
colonias claramente identificables (MOX'y MOX™) , En 1as RCY, se obsere
varon colonias rojas y anaranjadas, en el caso de roxt, , celoniap peque-

flas y blancas.
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En 1a autocaglutinacién se cbservaron los siguientes resultados: -
en la primera técpica de la placs, aglomerados en forma de apilemientos
de bacterias dando autoaglutinacién positiva (Ar") en 1as 7 cepas. Con
el empleo de las otras dos técnicas, seobserv en las 7 cepas de Y, epne
terocolitica aglomerados dando la apariencia de botones en la base del
tubo & los 37°C siendo M+, afirmindose el resultado obtenido anterio-=
mente.

Otra de las pruecbas realizadas fué€ la de hidrofobicidad, obtenién-
dose la presencia de precipitacién de sulfato de amonio a 37°C por 15 =
minutos como prueba poslitiva.

Cen respecto a la prueba de Sereny, los resultados fueron positi-=
vos, produciendo las 7 cepas de Y. enterocolitica conjuntivitis severa,
observéndose enrojecimiento del ojo y presencia de 1fquido purulento en
los ratones BALB/c, dando resultedos satisfactorios con la modificacién
renlizada a la técnica original.

En la invasividad de célules Hela y Hep«2 con 1a t€enica menciona-
da, s6lamente se observé en el microscopio Sptice la colonizacién en =
sus diferentes fases, siendo la adherencia un paso anterior a la invasi
vidad y observdndoge dicho proceso en las 7 cepas, no presentando dife-
rencia en los cultivos de células utilizadas. (Figura. 2)

Mediante 1a téenice de cumntificacién de invasividad se demcstrf -
esta actividad de las cepas de Y. enterocolitica aisladas, por la pre-=
gencia de crecimiento de colonias en las placas de cultivo como resulta
do final, De lang 7 cepas, L fueron positivas y 3 negativas, utiliz&ndo-
se sélamente las célulag Hep-2, (Figura 3)



TABLA 4
FRUEBAS DE VIRULENCIA

TRTOROLY Fa? DEPE | HIDROFO) [ETALIDAD | COLONIZACION  TWVASIVIDAD |
C E P A|TINACTON [DEWGIA  |BICIDAT| EN RATONES|™ {iP-2| HELA |PRUEBA | HEP-2
SERENY
1 + + + + + + + +
2 + + + + + + + -
3 + + + + + + + -
4 + + + + + + + +
5 + * + + + + + +
6 + + + + + + + -
7 + + + + + + + +

* 4 ¥Tq®3 W[ U UEAI9SQO 95 SOPRUOTOUSW SOP®3TRSaT SOT



IDENTIFICADOS

PORCIENTO DE GENEROS

100 1

901

80+

70

GRAFICA |

I~ E COL!
2- ENTEROBACTER s

3-KLEBSIELLA 8P
4-P. MIRABILIS

8- CITROBACTER 8P
@- MORGANELLA SP
7~ SALMONELLA 8P
8- P, VULGARIS

9~ SHIGELLA 8P

10~ PSEUDOMONAS 3P
- SERRATIA gP

12~ Y. ENTERQCOLITICA

- 6 -

e

GENEROS IDENTIFICADOS DURANTE SEIS MESES



TABIA 2

PATRON DE RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS
DE CEPAS DE YERSINIA ENTEROCOLITICA *

’CEPA RESISTENCIA SENSIBILIDAD

1 AP PE NA CL ES GM KA TM TE AK NET FAT FX CI]

2 AP FE CF NACLESGMKA’I’MTE.AKIETFATPX '
3 AP IE CF NA CL ES GM KA TM TE AK NET FAT PX -3
L AP FE CF NA CL ES GM KA TM TE AK NET FAT FX .
5 AP PE CF FX NA CL ES GM KA TM TE AK NET FAT

6 AP TE CF FX NA CL ES GM KA TM TE AK NET FAT

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

“TECNICA EMPLEADA: KERBY.BAUER
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TABIA 3

FRECUENCIA DE RESISTENCIA DE Y, ENTEROCOLITICA FRENTE A 105

ANTIMICROBIANOS

ANTIMICRORIANOS

AMPICILIMA
FENICILINA
CEFALOSPORINA
POLIMIXINA
FURADANTOINA
AC, MALIDIXICO
CLORAMFENICOL
ESTREPTOMIC INA
GENTAMICTNA
KANAMICTHA
TRIMETOPR M. SULFAMETOXAZOL
TETRACICLINA
AMIKACTNA
NETIEMICINA

FRECUENCIA

How oN 3
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FIGURA 1 CAPTACION D‘E‘ROJO CONGO
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FIGURA 3. INVASIVIDAD EN-CELULAS HEP.2
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IV DISCUSION DE RESULTADOS

Y, enterocolitica crece en medios simples y algunas cepas lo pue=-
den hacer en aquéllos con concentraciones mfnimas de fosfatos y sales
minerales, crece a temperaturs de 4°C por lo que es favorable para el
aislamiento de diche bacteria el método de enriquecimiento en frfo.

la eficacia del enriquecimiento en frfo de muestras fecales varfa
considerablemente dependiendo de las condiciones clfnicas del paciente,
asf como de los serogrupes y bictlpos obtenidos en dicha téenica (26,41)

Los resultsdos presentados basados en el alslemiento bde Y. entexro~
golitica indican la eficacia de la téenlca de enriquecimiento en frfo,
ya que de las 7 cepas aigladas, 6 lo fuerdn después de 21 dfas a L°C y
wo de la técnica directa después de la resiembra en los medios solec
tivos, observédndose un mayor aislamiento en el medio selectivo para ~
Yersinia segdn Wauters ("Y") con respecto al Mac Conkey y S5 utiliza-
dos en la recuperacién de la bacteria.

Van Noyen y Al reportaron que las cepas recuperzdas & partir del
enriquecimiento en frfo son especialmente del biotipo 1, reconociéndo~
se este biotipo como causante de enfermedad gastrointeatinal e ileftis
terminal en Canadf, Sur Africa, Estados Unidos y Bélgica. (3,3Y4,3)

Lag 7 cepas aisladas en este trabaJo fueron del biotipo 1, presen
tdndose en uno de los casos la muerte del paciente pediftrico.

La eficacia de aislamiento de Y, enterocolitica en los medios se-

lectivos, (especialmente el medio selectivo para Yersigia) diferen-~-

ciéndola de las demfs enterobacterias, es favorable, obteniéndose antes
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del tratamiento en frfo la presencis de las siguientes enterobacterias

en frecuencia decreciente: E. c¢oli 100%, Enterchacter, sp 72.5%, Klehe=

slella sp 45.5%, P. mirabilis U5%, Citrobacter sp 38%, Morganells sp
36.5%, Salmonella sp 32.5%, P. yulgaris 28.5%, Shigella sp 24%, Pseu--
domonas gp 20%, Serratia pp 15% y Y. enterocolitica 3.5%. (Gréfica 1),
cuya presencia dlsminuyé considerablemente después de dicho trutamiene-
to.

Como ya se menciond, Y. enterocolitice es un microorganismo facul
tativo, presentando ambos tipos de metabolismo acrobic o anaercbio, por
lo que la utilizacién de log carbohidratos serd variable si no se toman
precauciones cuidadosas en las pruebas de Lermentacién., Los resultados
obtenides en la identificacién son oxidasa negativa, catolasa positiva,
reduccibn de nitratos a nitritos positiva, asf como el hecho de que la
glucose y otros carbohidratos se fermenten con produccién de fcido y =
con muy poca produccién de gas despuds de varlos dfas, coinciden con lo
que se menciona en la literatura. En general, los resultados obtenidos
son iguales a los mencionados por los diversos autores, las caracter{s-
ticas fenotfpicas se expresaron en los cultivos incubados a 25°C.29°C,

La mayorfa de los investigadores concuerdan en que Y. enterocoliti
ca es resistente a la ampicilina, penicilina, netilmicina entre otros,
giesp'!:endiéndose de aquf que el comportemiento de ¥, enterocolitica es
muy verisble con respecto a los antibibtlcos; por lo que no se puede sg
guir un patrén de marcadores de resistencia que se pueda establecer co-

mo estdndar, lo cual es una caracterfstica de la familia a la que pertg
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nece Yersinia. (3,6,21)

Sin embargo, se obsei’va en los resultados de sensibilidad basados
en la técnica de Kirby Baver, un patrén de resistencia semejante al re
portado (3, 6,21) ya que los resultados obtenidos, manifiestan el mayor
porcentaje de resistencia a 1o penicilina y ampicilina, ¥ en menor gra-
do & las cefalogporinas, polimixina y furadantina.

Experimentalmente se procedid a determinar la patogenicidad de =~
XY, enterocolitica, ya que la virulencia de ciertos serogrupos puéde de~
mostrarse eficientemente en el laboratoric con animales, aunque no ge
manejen como disgnéstico de uso rutinario,

Dentro de los métodos de laboratorio in yitro se encuentran la w-
autonglutinacidn, hidrofobicidad, ca®t dependencin, captacién del rojo
congo y la invasividad de células Hela y Hep-2 y en las pruebas in yivo,
lo letalided en ratén y la prueba de Sereny.

la seleccién de colonlas en el agar rojo congo se utiliza para la
seleceidn de virulencia de ciertos serogrupos que pueden demostrarse =
eficientemente en &l laboratorio, sicndo esta prueba utilizada como an-
tecedente previo en la comprobacién de la virulencia de las cepas anali
zadas,

Otra prueba utilizada en 1a misma forma es el agar MOX, en la de-
pendencia al Ca2+, seleccionando las colonias que presentaron patogeni-
cidad, siendo posteriormente comprobads  su virulencia mediante las de-
nds pruebas.

Como se mencioné anteriormente, 1a pigmentacién de las colonias en
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el rojo congo, se debe a la capacidad de absorcién del colorante aso--
ciadn a la captacién de la hemina, relacionando esta caracterfstica =
con la presencia de viruler;cla de Y. enterocolitica. Igualmente, la in
hibicién del crecimiento en el MOX, permite identificar a las bacterias
que contienen pldsmidos de virulencia y la presencia de antfgenos V y
W,

Sin embargo, se sabe que las ccpas virulentas son Ca2+ dependien-
tes, mds no todas las cepas Ca2* dependientes son virulentas. '

Por otro lado, se sabe que la autoaglutinacién e hidrofobicidad -
estén mediadas por plésmidos y correlacionan con le presencla de la --
protefna 1 y fimbrias del tipo 1, de aquf que la composicién de su mem
brana celular sea importante para presentar dichas caracterfsticas de
virulencia.

En las cepas que prescntan fimbrias del tipo 1, su movilidad eleg
trostdtica es bajas, ya que tienen carga negativa y son hidrofébicas
por lo que precipitan con beja concentracién de sales, adheriéndose =
fuertemente al gel no iénico. lo contrario sucede con las cepas que no
contienen fimbrias de este tipo, por 1o que su carga serd positiva -
siendo hidrofflica, precipitando con altes concentraciones de sal y no
adheriéndose al gel no iénico. Por lo anterior, en un medio con una =
fuerza iénica relativamente alta para precipitar, les interacclones
hlarofébicas se favorecen fuertemente y las electrostéticas se supri--
men.

En las cepas con que se trabajd se presentaron resultados positi-
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vos en las dos pruebas, por lo que la seleccién de las colonias deter-
mind a su vez bacterias que contenfan los pldsmidos y otras caracteris
ticas'de virulencia mencionadas anteriormente.

En la prueba de hidrofobicidad, se obtuvo la precipitacién en las
concentraciones mis bajas de la sal & los 15 minutos.

Egtas dos pruebas mencionadas, son sencillas y répidas por lo que
fdcilmente se pueden realizar en el laboratorio, siendo altamente sen-
sibles y dando mayor confiabilidad en los resultados obtenidos.

Después de las pruebas realizadas in yitro, se prosiguié a deter-

minar la patogenicidad con las pruebas in vivo. i

Unicamente el serogrupo 0:8 es letal para el ra\’;én e induce reac-
cién de Sereny positiva. Otros trabajos mencionan q\fe una sobrecargs -
de hierro en el ratén puede usarse para examinar virulencia en los se-
rogrupos 0:3, 0:5, 0:8 y 0:9 (4, 28,29).

Lo prueba de Sereny se realizd con una modificacién, ya que expe-
rimentos recientes mostreron la utilizacién de ratones en lugar de cu-
yos (&), comprobando la induccién de la infeccién en el ratén, con la
presencia de conjuntlivitis pero no de la queratoconjuntivitis, siendo
suficiente para determiiar la invasividad, como una prueba-de virulen-~-
cia de Y, enterocolitica. Se obtuvo una ventaja con esta modificacién -
por la economia lograda al utilizar ratones en vez de cuyos.

Lag 7 cepas presentaron pruebas de Sereny positiva al igual que la
letalidnd, causando la muerte del ratén en esta Ultima prueba.

lag siete cepas presentaron la infeccién de las células Hela y -
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Hep-2, en las cuales se observé la colonizacién. Considerando que con
esta prueba no fue posible determinar la invaslvidad, se comprobd pos-
teriormante esta propledad mediante otra prueba, en la cual, las célu~
las eucariotes se lisaron y las bacterias invasivas crecieron en agar
dando origen a colonias, lag cepas se probaron solo en Hep.2 de las -
cuales i 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 utilizaclén de las cepas roJo congo posi
tivas, sabiendo de antemanc que estas cei)as seleccionadas podrian tener
los factores de virulencia agociados a las pruebas realizadas,

En base a 1las pruebas antes feferidas se determiné la patogeniciZ
dad de lag cepas aigladas mismas que se probd son potencialmente paté-

genas,

H
i
!
i
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V CONCIUSIONES

E1 0.5% de los alslamientos de Y. enterocolitica se obtuvo a
partir de asiembras directas. Empleando solucién reguladora de
fosfatos 1715 M ; conservados en refrigeracién a 4-5°C e ino-
culados posterlormente en medios de cultivo, el aislamiento
fue del 3.0%.

Pl 85.7% de los ailslamientos se realizaron a los 21 dfas del
enriquecimiento en frfo.

£1 medio que favorecid$ la frecucncia méds elevada de alslamien

to (85.0%), fue el medio selectivo para Yersinia.

De acuerdo a la identificacidn blogufmica de las 7 cepas ais
ladas, todas corresponden al biotipo 1 de Niléhn.

Todas las cepas presentaron resistencia a lus antimicrobinnos
beta 14ctamlcos.

B8e obtuvo un predominio de resultados positlvos en las prue--
bas de virulencia, por haberse empleado cepas rojo congo posi
tivas, manifesténdose asf que el 100% de las cepas estén capa ..
citadas pare producir dailo.

De 108 resultados cbtenidos en el presente trabajo, se deter-
ming la importancia de aislamiento de Y, enterocolitica como

agente causal de gastroenteritis en nifios.



ANEXO

I, Medio Belectivo ;(:ara; Yerainia segin Wauters.
2l

Composicién: g / litro

Extracto de carne 5.0
Extracto de levadura 5.0
Peptona de carne 5.0
lactosa 10.0
Rojo neutro 0.25
Bilis de cerdo 8.5
Citrato de sodio 10.0
Tiogulfato de sodio 8.5
Citrato Hierro 10.0
Degoxicolato de sodio 8.5
Cloruro de calcio 1.0
Verde brillani;e 0.00038
Agar - Agar 12,0
Preparacién:

Digolver 76 g/litro y verter en placas, en capa
gruessa. No esterilizar en autoclave.

o 7.4 + o1
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II, Agar Rojo Congo

Composicién:

Galactosa 0.2%
Casaminoacidos 0.2%

Rojo congo 5 pg/ml de solucién basal salina.

Bolucién Bagal Salinas

Cloruro de aodio 50 mM
+0P8 ko mM
Cloruro de amonio 10 oM
Tiosulfato de sodio 2,5mM
Fosfato dipotésico 1. bmM
Sulfato de magnesio 0, hmM
. Tripeina 10 oM

pH 5.3 - 7.2
Agarosa 1.4%

+ (ac. morfolin propano sulfénico)

Preparacién:
Digolver las sales, salvo la galactosa, en la cantidad
conveniente de agua, esterilizar en autoclave durante 15 minutos a

121% (15 1b de presién). Una vez frfo, agregar la glucosa filtrada,
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III, Agsr Oxalato de Magnesio

Composicién:

Glucosa 1 M 10 ml
Cloruro de magnesio 0.25 M 80 ml
Oxalato de sodioc 0.25 M 80 m1
Agar Dase Sangre o g
Agua destilada 830 m.

7.2 * 7.4

Preparacién:

Disolver 40 g en 830 m}, agregar los demfs compuertos excep
to 1la glucosa la cual se agrega filtrada. Esterilizar en autoclave
15 minutos a 121°C (15 1b de presién), enfriar e incorporar la glucosa

antes mencionada.

IV, Medio Luria

Composicién: g / litro

Bacto triptona 10 '
Extracto de lavadura 5
Cloruro de sodio 10

Ajustar el pH a 7.0 con NaOH 2,5 N
Preparacién:

Digolver 25 g / litro; esterilizar en autoclave 15 min a 121°C
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V. Medio M-9

Composicién: g / litro
Cloruro de amonio
Fosfato monopotésico
Fosfato disddico

Cloruro de scdio
Soluciones filtradas:
Sulfato de magnesio -
Glucosa

Freparacién:

0.5

0.25 mg/ml
0.2

Digolver 11 g / litro; esterilizar en dftoclave 15 minu-

tos a 121°C (15 1b de presidm) incorporar las soluciones filtradas

una vez frio el medio.

VI, Medio TYE

(Triptona - Extracto de levadura)

Composicidn:
Extracto de levadura

Triptona

Preparacién:

1%
0.25%

Disolver 1.25 g en 100 ml de agua destilada; esterilizar

en autoclave a 121°C (15 1ibras de presién).
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VII Solucién €alina Balanceads de Hansks.

Composicién: g/iitro (agua desionizada)
Cloruro de sodio 8
Clorurc de potasio o.h4
Cloruro de calcio 0.14
Sulfato de magnesio, 7 H20 0.1
Cloruro de magnesiq 6 HpO 0.1
Fogfato disédico, 21'{20 O.'OG
Fosfato monopotdaico 0.06
Glucosa 1
RoJo de fenol 0.02
Bicarbonato de sodio 0.35
Preparacién:

Dimolver lag sales, salvo el bicarbonato de sodio, en la cantidad
conveniente de agua y eaterilizar al autoclave durante 15 minutos 10 -
1b de presién. Es mejor almacenar todos los medios sin bicarbonato de
godio, el cual se agrega en forma concentrade cuando se va a usar el -
medio.

Rl medio salino balanceado de Hank se le agrega en la proporcién

de 2.5% una solucién al 1.4% de bicarbonatc de sodio.
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