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INTRODUCCTION

Yersinia enterocolitica, un bacilo Gram-negativo y

pleomdrfico que presenta un metabolismo de tipo faculta-
tivo y fermentativo, fue descrita por primera vez en ---
1939 por Schleifstein y Coleman (1) quienes le pusieron

el nombre de Bacterium enterocoliticum. Posteriormente,

varios otros aislamientos de la misma bacteria fueron --

colocados en el género Pasteurella debido a su gran simi
litud con la entonces llamada Pasteurella pseudotubercu-

losis. En 1944, Van Loghem (2) propuso el ggnero Yersi-
nia, en honor a A. J. E. Yersin, para acomodar a Pasteu-

rella pestis y a P. pseudotuberculosis. En 1954, Thal

(3) sugirid por vez primera la colocacidn del género --—-

Yersinia en la familia Enterobacteriaceae, hecho que, en

1964, fue respaldado por Frederiksen (4) que, ademds, —-

ubicé a B. enterocoliticum y a otros aislamientos seme--

jantes a P. pseudotuberculosis en este nuevo género, bajo

la denominacidén de Y. enterocolitica.

En 1969, Nilehn (5) observd heterogeneidad en las
bacterias clasificadas dentro de la especie Y. enteroco-
litica cuando eran sometidas a ciertas pruebas bioquimi-
cas y, entonces, las dividid en 5 biotipeos. Poco tiempo
despu&s, Wauters (6) perfecciond esta divisién eliminando
algunas pruebas usadas por Nilehn y adicionando la prueba
de la lecitinasa. Los biotipos mencionados en el trans-
curso de este trabajo siguen a la clasificacidn de Wau--
ters que, ademds de la lecitinasa, utiliza las siguien-

tes pruebas de diferenciacibén: produccidn de indol, orni



tina descarboxilasa, reduccidn de nitratos, beta-galacto
sidasa, oxidacidn de la lactosa y fermentacidén de la xi-
losa y de la trehalosa.

Y. enterocolitica, de la misma manera que las otras

bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae,

posee lipopolisacaridos en su pared celular que determi-
nan sus factores antigénicos somdticos '0', termoestables
y resistentes al tratamiento con alcchol. Los primeros

ocho de estos factores fueron encontrados en 1967 por --
Winblad (7) que estudid un pequefio nimero de cepas. En

1969, Nilehn (5) menciond un noveno factor y, posterior-
mente, Wauters y cols. (8, 9) aumentaron esta lista a --
34, Actualmente se conoce un esquema que contiene 57 --
factores (10). A través de la determinacidn de estos -
factores antigénicos '0' se hace la serotipificacidn de

las cepas de Y. enterocolitica, lo que es muy importante

en estudios epidemioldgicos ya que tales factores sirven
como marcadores para distinguir entre los diversos aisla-
mientos. Aunque ya se conozcan decenas'de serotipos de
este microorganismo, la gran mayoria de los aislamientos
de importancia c¢linica en seres humanos estd limitada a
unos pocos. Estos serotipos predominantes son 0:3, 0:8
M09 (425 AR)\ La mayor parte de los aislamientos en
Europa pertenecen a los serotipos 0:3 y 0:9 (5, 13). El1
serotipo 0:3 es el mids frecuente en Canadd (14), Japdn y
Africa (11). En Estados Unidos, el mids encontrado es el
serotipo 0:8 (15).

Hasta 1966 solamente 23 casos de infeccidn por Y.
enterocolitica habian sido reportados en todo el mundo -

(16). Sin embargo, con el aumento del interé&s por este
microorganismo acompafiado del desarrollo de las técnicas



bacterioldgicas para su aislamiento, mAs de 4,000 casos
fueron descritos hasta 1974 ( 1%, 17). Actualmente se
sabe que esta bacteria estid involucrada, como agente --
"etioldgico, en una gran variedad de sindromes clinicos
que varian de acuerdo con la edad y el estado de salud
del huésped. Entre estos sindromes se puede destacar -
gastroenteritis, linfadenitis mesentérica,; colecistitis,
septicemia, poliartritis, peritonitis, meningitis y abs-
cesos hepatoesplénicos e intestinales (18, 19, 20, 21,
22). Segn Kohl (23), en pacilentes inmuncdeficientes o
inmunosuprimidos son mis importantes los casos de septi-
cemia y de abscesos hepatoesplénicos. Sin embargo, el
cuadro mas frecuente, tanto en adu%tos come en nifnos, --
es la gastroenteritis aguda con dolores abdominales, --
diarrea con o sin sangre, fiebre y ocasionalmente niuseas
y vémitos. Por lo general, este cuadro es autolimitante
en ninos pequefios, pero en adultos o en nifios mayores --
puede evolucionar a una linfadenitis mesentérica que si-

mula apendicitis (23).

Y. enterocolitica puede ser facilmente aislada en

agar sangre o en agar de MacConkey cuando es la QGnica --
bacteria que se encuentra en la muestra clinica, pero es-
ta situacidén es rara. La necesidad m8s comiin es el ais-
lamiento a partir de materia fecal, 1o que se vuelve muy
dificil debido a su crecimiento lento y a su semejanza -

fisioldgica y bioquimica con las otras Enterobacteriaceae.

Ademés, en varias ocasiones hay un niimero muy pequefio de

Y. enterocolitica en relacidén a la flora normal acompafian

te para ser detectado por la siembra directa‘y, por lo --
tanto, técnicas de enriquecimiento selectivo son indispen
sables (24, 25, 26). Eiss (24) reportd un 4u4% de aumento



en los aislamientos de esta bacteria a partir de heces
cuando utilizd técnicas adecuadas de enriquecimiento -
selectivo y Weissfeld y Sonnenwirth (26) sbdlo pudieron

aislar Y. enterocolitica con el uso de técnicas seme--

jantes.

Uno de los métodos de enriquecimiento selectivo

mis difundidos en el aislamiento de Y. enterocolitica

es el enriquecimiento frio en amortiguador salina-fos-
fatos. Este método fue inicialmente usado en 1963 por
Paterson y Cook (27) en el aislamiento de Y. pseudotu-
berculosis de heces. Ahvonen (28) fue el primero a re-

comendar su uso en el aislamiento de Y. enterocolitica

de materia fecal. Desde entonces, ha sido empleado --
con éxito por otros investigadores (12, 25). En los -
primeros cuatro aislamientos de esta bacteria efectua--
dos en Latinoamérica de nifios con diarrea, Stumpf y cols.
(29) tambidn utilizaron esta técnica. Sin embargo, es
un procedimiento que se tarda de 1 a 3 semanas de incu-
bacidn a 4°C y que no elimina completamente a las bacte-

rias que dificultan el aislamiento de Y, enterocolitica.

En 1880, Aulisio y cols. (30) publicaron un método
de descontaminacidén de los alimentos con hidrdéxido de po

tasio para facilitar el aislamiento de Y. enterocolitica

y de Y. pseudotuberculosis que, recientemente, fue adap-

tado por Weissfeld y Sonnenwirth (31) para ser usado con
materia fecal. Seglin estos Gltimos autores, este proce
dimiento elimina completamente a algunas de las bacterias
que perjudican al aislamiento de Y. enterocolitica a par-

tir de heces y, Quizd, pudiera ser una alternativa répida



al enriquecimiento frio. Sin embargo, este método no
ha sido todavia suficientemente confrontado con otros

como para demostrar su real valor.

Debido al gran aumento en la deteccidn de casos
de infecciones humanas causadas por Y. enterocolitica

ocurrido en la Gltima década y al panorama todavia ne-
buloso en que se encuentra la metodologia para su ais-
lamiento a partir de ciertas muestras clinicas contami
nadas con flora fecal normal, se pensd en hacer este -

estudio cuyos objetivos son:

1. Comparar, bajo condiciones bacterioldgicas co
nocidas, la siembra directa en los medios de MacConkey
y Salmonella-Shigella y el método de enriquecimiento -
frio en amortiguador salina-fosfatos con el método de
descontaminacidn con KOH de Weigsfeld y Sonnenwirth.

2. Introducir en la comparacidn mencionada en el
inciso anterior un procedimiento que fue desarrollado a
partir de nuestra propia experiencia intentando adaptar
el método original de Aulisio y cols. para ser utiliza-
do con materia fecal.



MATERIAL Y METODOS

Cepas bacterianas. En este estudio fueron utili-

zadas 3 cepas de Y. enterocolitica gentilmente proporcio-

nadas por el Prof. Henri-Hubert Mollaret (Centre National
des Yersinia - Institut Pasteur - Paris, France):
Cepa I - Y. enterocolitica - biotipo 1, serotipo 0:8

Cepa IT - Y. enterocolitica -~ biotipo 4, serotipo 0:3

.Cepa III - Y. enterocolitica - biotipo 2, serotipo 0:9

Ademd3s, fue incluida una cepa aislada recientemente

por nosotros:

Cepa IV - Y. enterocolitica - biotipo 1, serotipo 0:6

(La serotipificacidén fue llevada a cabo por el Prof. H.
H. Mollaret).

También fueron usadas una cepa de Escherichia coli,

una de Proteus mirabilis, una de Enterobacter aerogenes y

una de Pseudomonas aeruginosa de la coleccidn del Depar--

tamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn.

Suspensidén fecal. Materia fecal de una persona nor-

mal fue suspendida al 10% en ASF (amortiguador salina-fos-
fatos - 0.067M - pH 7.3) y, luego de homogeneizada y fil--
trada a través de capas de gasa, fue esterilizada en auto-
clave a 121°C por 30 minutos.



Suspensiones bacterianas. Las suspensiones bacte-

rianas fueron preparadas en ASF a partir de cultivos de

E. coli, P. mirabilis, E. aerogenes, P. aeruginosa y de

una de las cepas de Y. enterocolitica en caldo de tripti

casa y soya (Caldo de Soya y Tripticaseina - Bioxon = --
# 111) incubados por 24 horas a 35°C. Estas suspensio-—-—
nes fueron ajustadas a la turbidez de aproximadamente

5 x 108 UFC/m1 (UFC = unidades formadoras de colonias),
determinada mediante curvas turbidimé&tricas preparadas
para cada una de las bacterias y calibradas contra re--
cuentos viables en superficie de agar de tripticasa y —-—
soya., Este agar de tripticasa y soya fue preparado con
caldo de tripticasa y soya adicionidndole agar al 5%.

Con la suspensidn de 5 x 108 UFC/ml de Y. enteroco-
litica fueron preparadas otras 4 suspensiones por medlo
de diluciones seriadas en ASF. Estas suspensiones conte-
nfan 5 x 107, 5 x 106, 5 x 105, § x 104 UFC/ml.

Desarrollo del experimento. Un ml de las suspensio

nes de E. coli, P. mirabilis, E. aerogenes y P. aerugino-

sa fue agregado a 100 ml de la suspensidn fecal estéril -
para dar una concentracidn final de 5 x 106 UFC/ml de ca-
da una de estas bacterias. Después, esta suspensién fue
dividida en 5 alicuotas de 10 ml que fueron contaminadas,
respectivamente, con 10 ul de cada una de las 5 suspensio
nes de Y. enterocolitica para dar concentraciones finales
de 5 x 10°, 5 x 104, 5 x 103, 5 x 102 y 5 x 101 yrc/ml

de esta bacteria. Cada una de estas 5 alicuotas fecales

artificialmente contaminadas fue procesada para el aisla-
miento de ¥. enterocolitica por los 4 métodos descritos

adelante, como si fuera materia fecal diarreica de un pa-
ciente.



Todo este procedimiento fue repetido 3 veces, des-
de el inicio y de igual manera, para cada una de las 4
cepas de Y. enterocolitica anteriormente mencionadas,

Métodos de aislamiento:

A. Siembra directa. Una asada de cada una de las

alicuotas fecales artificialmente contaminadas fue sem--
brada en agar SS (Agar Salmonella y Shigella - Merck #

7667} y otra en agar Mac (Agar MacConkey - Merck # 5465]).
Estos medios fueron preparados de acuerdo a las instrucw
ciones del fabricante.

B. Descontaminacidén con KOH (Weissfeld y Sonnen-

wirth). Una solucidén madre de hidrdxido de ﬁotasio fue
preparada al 40% en solucidn salina fisioldgica. Esta -
solucidn fue esterilizada por filtracidn y guardada en re
frigerador. Al momento de usarse, la solucidn madre era
diluida a 1:80 con solucidn salina fisioldgica estéril --
para dar una solucidn de trabajo de KOH al Q.5%.

Un ml de cada una de las alicuotas fecales fue adi-
cionado a 2 ml de la solucidn de trabajo de KDH.(éroﬁor—
cidén de 1:2} y mezclado vigorosamente en un agitador tiéo
'Vortex'! por 2 minutos exactos. Inmediatamente desbués,
una asada de esta mezcla fue sembrada en agar SS y otra -
" en agar Mac.



C. Enriquecimiento frio. Un ml de cada una de las
alicuotas fecales fue adicionado a 9 ml de ASF (0.067 M

pH'7.3) e incubado a 4°C por 7 dias. Después, una asada

tomada de cada tubo fue sembrada en agar SS y otra en --
agar Mac.

D. Método 5DEF - KOH. Este procedimiento fue deno
minado por nosotros SDEF - KOH como una manera de abre--

viar lo siguilente: 5 dias en enriquecimiento frio seguido
de descontaminacidén con KOH.

Tubos con 5 ml de caldo de tripticasa y soya fue--—
ron inoculados con 6.1 ml de cada alicuota fecal e incu-
bados por 5 dias a 4°C. Pasado este tiempo, estos tubos
fueron centrifugados a 2,500 rpm por 20 minutos. El so-
brenadante fue descartado y el sedimento resuspendido en
1 ml de ASF (0.067M - pH 7.3). Después, 1 ml de la solu
cidn de KOH al 0.5% descrita adelante fue agregado a --
cada tubo (proporcidn de 1:1) y mezclado vigorosamente
en un agitador tipo '"Vortex ' por 2 minutos exactos. In-
mediatamente después, una asada de esta mezcla fue sembra
da en agar SS y otra en agar Mac.

La solucidn de hidrdéxido de potasio fue preparada
al 0.5% en solucidén salina fisioldgica estéril. Esta so-
lucidn se autoesterilizaba cuando se dejaba reposar en -
refrigerador por 24 horas, no siendo necesario esterilizar

por filtracién.

Recuperacidn e identificacidn de Y., enterocolitica.

Las placas de Petri con agar SS y Mac utilizadas en to-
dos los métodos de ajslamiento fueron incubadas a 27°C
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por 48 horas en una incubadora especial para baja tempe-

ratura (Low Temperature Incubator -~ Freas 815 - GCA/Pre-

cision Scientific Company, U.S.A.).

Pasado este tiempo,

estas placas fueron observadas en un microscopio estereos

cdpico y cuando habia colonias aisladas morfoldgicamente

semejantes a las de Y. enterocolitica, &stas eran

reco-—-

lectadas y sembradas en tubos con medio AHL (Agar de Hie-
rro y Lisina - Bioxon # 131). Estos tubos fueron incuba-
dos a 35°C por 24 horas y la identificacidn de Y. enteroco
litica fue hecha seglin el siguiente esquema:

CEPAS

BACTERTANAS REACCIONES EN EL MEDIO AHL
UTILIZADAS INCLINACION BASE GAS HZS
Pseudomonas

aeruginosa ALCALINA ALCALINA - -
Escherichia

coli. ALCALINA NEUTRA + =
Proteus

mirabilis ROJA ACIDA - -
Enterobacter

aerogenes ALCALINA NEUTRA - -
Yersinia

enterocolitica ALCALINA ACIDA - -

o ACIDA




RESULTADOS

Todo lo descrito en "Material y Métodos' fue re-
petido 3 veces, desde el inicio y de igual manera, para
cada una de las cepas de Y. enterocolitica utilizadas.
Los resultados reportados en las tablas 1, 2, 3 y & co-

rresponden a aquellos que se repitieron por lo menos 2

veces para cada cepa.

11
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Tabla 1:° .Los resultados mostrados en esta tabla se
obtuvieron con la cepa de Y. enterocolitica del biotipo

1, serotipo 0:8. Obsérvese que la siembra directa en los
medios SS y Mac permitid rescatar Y. enterocolitica sola-

mente en las dos concentraciones mds altas de esta bacte-
ria y, asimismo, asociada a las otras bacterias que se --

mezclaron.

El método de descontaminacidn con KOH permitid, uti
lizando los mismos medios de cultivo anteriores, el aisla
miento de Y. enterocolitica en forma pura, aunque solo en
la bqgcentracién de § x 10°
menores de esta bacteria no hubo desarrollo de colonias de

UFC/ml. En concentraciones
ninguna bacteria.

El método tradicional de enrviguecimiento frio demos
trd capacidad para detectar Y. enterocolitica hasta la me

nor concentracién utilizada. Sin embargo, ndtese que tam

bién crecieron las otras bacterias.

El método 5DEF - KOH, desarrollado para este estudio,

también detectd Y. enterocolitica hasta § x 101 UFC/ml1,

pero en cultivo puro.

Por ltimo, obsérvese que no hubo diferencia entre -
los medios SS y Mac en ninguno de los métodos de aisla---

miento utilizados.
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Tabla 2: Esta tabla muestra los resultados obte-
nidos con la cepa de biotipo 4, serotipo 0:3. Estos
resultados fueron iguales a los de la tabla 1 para la -
siembra directa, el enriquecimiento frio y el método -
S5DEF - KOH.

Con el método de descontaminacidn con KOH no se -

pudo aislar Y. enterocolitica en ninguna concentracidn

usada y, ademds, no hubo desarrollo de ninguna bacteria.

Aqui tampoco se observaron diferencias entre los
medios 3S y Mac en ninguno de los métodos de aislamiento
utilizados.
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Tabla 3: En esta tabla, en donde se utilizd la
cepa de biotipo 2, serotipo 0:9, los resultados fueron
iguales a los de la tabla 1 solamente para el enrique=
C%Fiento frio y para el método SDEF - KQH.

Para el procedimiento de descontaminacién con ==~
KOH los resultados fueron iguales a los de la tabla 2.

La siembra directa detectd Y. enterocolitica solo

- 5 .
en la concentracidn de 5 x 10" UFC/ml de esta bacteria
y, asimismo, asociada a las otras que se mezclaron.

Notesé que no hubo diferencias entre los medios
SS y Mac en ningunae de los métodos usadas.,
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Tabla 4. Esta tabla ensefia 1los resultados obteni-
dos con la cepa de z.‘enterocolitica del biotipo 1, sero

tipo 0:6. Esta es una cepa que fue recientemente aisla-
da por nosotros y posteriormente introducida en este --
trabajo.

Los resultados para la descontaminacidn con KOH,
el enriquecimiento frio y el método S5DEF - KOH fueron --
iguales a los mostrados en la tabla 1. NOtese que la --
siembra directa rescatd Y. enterocolitica solamente en -
' 1a concentracidn de 5 x 10° UFC/ml, tal como en la tabla
3.

Esta fue la {inica vez en que la siembra directa y
el método de descontaminacidén con KOH detectaron la mis

ma concentracidn de Y. enterocolitica, con la diferencia

de que la primera detectd en cultivo mixto y el segundo
en cultivo puro.

De la misma manera que en las tablas anteriores,
no hubo diferencia entre los medios SS y Mac en ninguno
de los métodos usados.



DISCUSION Y CONCLUSTIONES

En la literatura referente a Y. enterocolitica, -

numerosos han sido los intentos de disefiar medios de cul
tivo selectivos para el aislamiento lo méds r&pido posi--
ble de esta bacteria. Por otro lado, varios autores han
reportado cierta heterogeneidad entre los diversos sero-
tipos de este microorganismo en cuanto se refiere a su --
sensibilidad a los agentes inhibidores usados para dar se
lectividad a estos medios dé cultivo. Lee y cols. ( 32 )
distinguen dos tipos de comportamiento entre los princi--
pales serotipos de Y. enterocolitica en cuanto a su sen--

sibilidad a los medios de cultivo selectivos. En el pri-
mer grupo se encuadran los serotipos que se comportan de

manera semejante a las bacterias del género Salmonella,

creciendo bien en presencia de varios agentes inhidores.
Este comportamiento es encontrado en los serotipos 0:3

y 0:9. En el segundo tipo de comportamiento se encuen—-.
tran aquellos serotipos que se comportan como Shigella, -
siendo méds sensibles a estos mismos agentes selectivos.
En este grupo esti el serotipo 0:8.

En Rélgica por ejemplo, en donde se ha determina-
do que los serotipos de Y. enteracolitica involucrados en

yersiniosis humana son 0:3 y 0:9 ( 33 ), tal vez sea mds
recomendable el usc de medios altamente restrictivos co-
mo el caldo Rappaport modificado por Wauters ( 34 ), con

el cual se acorta el tiempo utilizado en el aislamiento

20
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de esta bacteria. Sin embargo en Estados Unidos, en
donde el serotipo 0:8 es el mids importante, el caldo

Rappaport modificado carece de valor ya que inhibe a

las bacterias de este serotipo ( 32, 35 ) y entonces,
el enriquecimiento frio con incubacibén prolongada a -
4°C ha sido el método de eleccidén ( 35 ).

En los paises de lLatinoamérica no se conocen
todavia cuales son los serotipos de Y. enterocolitica

mds involucrados en infecciones humanas. Por lo tan—
to, un método que sirva conjuntamente para los sero--
tipos 0:3, 0:8 y 0:9 y que ademds detecte pequefias -~
concentraciones de esta bacteria en materia fecal, pa-
rece ser el mis apropiado. Asimismo, es deseable que
este método sea lo mds riapido posible, siempre que es-
ta rapidez no venga en detrimento de su efectividad.

Los médios de cultivo mds ampliamente utili--
zados para el aislamiento directo de Y. enterocolitica
han sido el SS y el Mac ( 12, 26, 33 ). En nuestro —-
estudioc observamos que la siembra directa en estos dos

medios solamente pudo detectar altas concentraciones
de Y. enterocolitica. Tales concentraciones parecen

ser muy poco comunes en heces de personas infectadas -
( 36 ). Estos hallazgos son corroborados por Weissfeld
y Sonnenwirth ( 26 ), quienes no pudieron aislar Y. en-
terocolitica usando la siembra directa en estos medios.
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El método de descontaminacidén con KOH, de la ma-
nera propuesta por Weissfeld y Sonnenwirth ( 31 }, no —--
nos parecid digno de confianza. La siembra directa de--
mostrd ser superior a este procedimiento con nuestras ce
pas de serotipos 0:8, 0:3 y 0:9. La {nica vez que estos
dos métodos detectaron concentraciones iguales de Y. en-
terocolitica fue con la cepa recién aislada (serotipo

0:6); pero ésto tampoco nos parecid relevante ya que es-—
ta concentracidn detectada fue la ﬁayor entre las concen
traciones probadas. Siendo asi, podemos afirmar que &ste
fue el método menos sensible entre los ensayados y que --
ademas, fue lo bastante drdstico como para destruir gran

des cantidades de Y. enterocolitica.

El enriquecimiento frio es, sin duda alguna, un
método muy sensible. Con todas las cepas que ensayamos,

este procedimiento pudo detectar Y. enterocolitica hasta

la menor concentracidn usada. Nosotros utilizamos la in-
cubacidén a #°C por 7 dias ya que fue innecesario prolon-
gar hasta 21 dfas como esti recomendado en algunas publi-
caciones ( 25, 35 ). Sin embargo, en todas las placas de
8S y Mac sembradas después del enriquecimiento frio, - -
Y. enterocolitica fue recuperada en cultivo mixto. Esto

demuestra que tal método no fue capaz de eliminar comple-
tamente a las bacterias indeseables.
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El método SDEF - KOH se origind a partir de modi-
ficaciones hechas por nosotros en las técnicas propues-—
tas por Aulisio y cols. ( 30 ) para el aislamiento de --
Y. enterocolitica de alimentos. Este método se fundamen

ta en que la concentracidn inicial de Y. enterocolitica

en la suspensidn fecal debe ser primeramente aumentada a
través de enriquecimiento frio en un medio muy nutritivo
y libre de agentes inhibidores, como es el caldo de trip
ticasa y soya. Después de 5 dias de incubacidn, los tu-
bos son centrifugados, 1o que aumenta mds todavia la con
centracidén bacteriana en el sedimento. Es importante --
que el indculo inicialmente agregado al cado de triptica-
sa y soya sea pequefioc ( 0.1 ml de la suspensidn fecal en
5 ml de caldo ) porque, en el momento de la centrifuga--
cidn, debe haber solo una pequefila cantidad de las bacte--
rias indeseables. A continuacidén, el sedimento es resus-
pendido en solucidn amortiguadora y descontaminado con --
KOH. En este momento, es importante que la proporcidn en-
- tre la suspensidn bacteriana y la solucidén de KOH sea de
1:1 en la mezclaz y no de 1:2 como en el método descrito -
por Weissfeld y Sonnenwirth. Claro est& que el tiempo de
descontaminacién también es critico. Inmediatamente des-
pués de este paso, las placas de agar SS y Mac deben ser
sembradas.

De la misma manera que el enriguecimiento frio, el
método S5DEF - KOH también pudo detectar Y. enterocolitica

hasta la menor concentracidén que usamos. Esto indica que
tal procedimiento también fue muy sensible para todas las
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cepas ensayadas. Asimismo, en todas las placas de SS
y Mac sembradas después de ser procesadas por esta --
técnica, Y. enterocolitica fue rescatada en cultivo -

puro. Tal observacidn demuestra que este método pudo

eliminar completamente a E. coli, P. mirabilis, E.aero-

genes y P, aeruginosa. Siendo asi, podemos seguramente

afirmar que el método SDEF - KOH demogtré mayor especi-
ficidad que el enriquecimiento frio por 7 dias.

En cuanto se refiere a la recuperacidn de Y. en-

terocolitica, no encontramos diferencia relevante entre

los medios SS y Mac, ambos de la Casa Merck, en ninguno
de los métodos de aislamiento probados. Esta obsepva--
cidn difiere de lo encontrado por otros investigadores
( 26, 31, 33 ). Sin embargo, es importante resaltar --
que las férmulas de tales medios son un poco diferentes
de las de estos mismos medios producidos por los labo--
ratorios estadounidenses, principalmente el agar SS, lo
que quizd haya intervenido en nuestros resultados.

No hubo diferencias sobresalientes en el compor
tamiento de la cepa recién aislada (serotipo 0:6 ) en
comparacidén con el de las otras cepas de Y. enterocoli-

tica, que son cepas de coleccidn, en ninguno de 1los mé-
todos de aislamiento ensayados.

Observaciones preliminares a este trabajo nos
indicaron que el medio AHL, que fue utilizado en la —-
identificacifn de las colonias sospechosas, era suficien
te para diferenciar las cepas de Y. enterocolitica de -
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las otras bacterias que fueron usadas en el presente -
estudio, que fue hecho bajo condiciones bacteriolégi-
cas conocidas. Ademds, queremos recomendar el uso de
tal medio de cultivo como medio de escrutinio iniecial

en la identificacibén de colonias de Y. enterocolitica.

A nosotros nos parecid ser mids efectivo que el medio
de Kligler o que el agar con hierro triple azucarado
(resultados no presentados). No obstante, conviene ~-
notar que una misma cepa de Y. enterocolitica puede -
dar en este medio, después de incubado a 35°C por 24

horas, tanto un pico inclinado alecalino como dcido —-
(ver la tabla de identificacidn en la pigina 10). Ob-
servamos este fendmeno ¢on nuestras 4 cepas de esta -
bacteria, pero no lo pudimos explicar y tampoco encon

tramos referencia a ello en la literatura revisada.

El método tradicional de enriquecimiento frio
en ASF, con siembras sucesivas después de 1, 2 y 3 se-
manas en los medios SS y Mac, sigue siendo, en nuestra
opinidn, el método més indicado en estudios de investi
gacién epidemioldgica, blisqueda de portadores, copro--
cultivos de individuos convalescientes y en todas - -
aquellas situaciones en donde el tiempo no es un requi
sito muy importante en el aislamiento de Y. enterocoli-

tica. Desgraciadamente, en coprocultivos de rutina de
pacientes con cuadros agudos abdominales, esta técnica
es tediosa para el bacteridloge clinico y muy tardada
para el mé&dico que asiste al enfermo.
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La descontaminacidn con KOH y la siembra direc-
ta en agar SS y Mac probaron que no son substitutos ra-
pidos a la altura del enriquecimiento fric. Hasta que
se encuentre un procedimiento mas rapido e igualmente
efectivo, el método S5DEF - KOH parece ser una alterna--
tiva viable ya que se tarda apenas 5 dias de incubacidn
a 4°C. No obstante, para una prdxima investigacidn que
da una importante inquietud: el método 5DEF - KOH debe-
rd ser comparado con el enriquecimiento frio en un estu

dio de campo, en donde se buscari Y. enterocolitica en
heces de pacientes y, en casos positivos, también en --
las heces de sus contactos familiares. Esto serviri --
para averiguar el comportamiento de las dos técnicas --
bajo condiciones reales de aislamiento y, por lo tanto,
permitiri sacar mayores conclusiones a este respecto,



R E S UM EN

En este trabajo se compard el método rédpido de
descontaminacidén con KOH con el enriquecimiento frio

¥ la siembra directa en agar Salmonella - Shigella y

MacConckey, en lo que se refiere a la efectividad en
el aislamiento de Yersinia enterocolitica. Ademis,

se introdujo en esta comparacidn un cuarto procedimien
to denominado por nosotros S5DEF - KOH, basado en una -
combinacidn de enriquecimiento frio y descontaminacidn
con KOH. Una suspensidn fecal estéril fue contaminada
con Escherichia coli, Proteus mirabilis, Enterobacter

aerogenes y Pseudomonas aeruginosa para dar concentra-

ciones finales de 5 x 106 UFC/ml (unidades formadoras
de colonias por ml) de cada una de estas bacterias.
Después, esta suspensidn fue dividida en alicuotas que
fueron contaminadas por séparado con cantidades decre-
cientes de Y. enterocolitica de los serotipos 0:3, 0:8,

0:8 y 0:9, para dar concentraciones finales de § x 105,
5% 10%, 5 x 103, 5 x 102 y 5 x 10! UFC/ml de esta bac
teria. Estas alicuotas fueron procesadas por los U mé
todos de aislamiento. Se encontrd que el procedimien-
to rapido de descontaminacién con KOH no es confiable
ya que fue menos sensible que la siembra directa, la --
cual solamente pudo detectar altas concentraciones de

27
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Y. enterocolitica que parecen ser muy pocoO comunes en
heces de personas infectadas. El método 5DEF - KOH

fue tan sensible como el enriquecimiento frio y ademis,
pudo eliminar completamente a las bacterias indeseables.
Parece que esta técnica puede ser una alternativa via--
ble al enriquecimiento frio ya que toma apenas 5 dias
de incubacidn a 4°C.
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