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Resumen

Objetivo

Conocer la existencia de Yersinia enterocolitica en suinos visiblemente sanos y
sacrificados parael consumo humano.

Métodos

Fueron estudiadas 100 muestras de tegjido linfatico obtenidas en el momento del
sacrificio, en un matadero del Estado de México. Fueron realizados muestreospilotos
de 20 casos, de los cuales 20% fueron positivos, permitiendo obtener una muestra
estudiada (n=100). Las muestras colectadas detejido linfati co fueron acondicionadas
para el aislamiento de Yersinia enterocolitica en caldo de Rappaport y en medio de
cultivo de Salmonella-Shigellay MacConkey. L asidentificacionesfueron efectuadas
por medio de pruebas biogquimicasy serol Ggicas, utilizandoseen el caso losantisueros
0:3, 0:8y 0:9 parala biotipificacidn correspondiente.

Resultados

Fueron obtenidos 22 aislamientos tipificandose 8 serotipos pertenecientesa O:3y
8 al 0:9 correspondientes al biotipo 1; y, en 6 muestras no fue posible la
serotipificacion. No se encontrd en el total delos aislados €l serotipo O:8.
Conclusiones

En baseenlametodologia, seregistré lapresenciade Y. enterocoliticay susserogrupos
en tgjido linfatico de porcinos por la primera vez en México; esto es importante
porque el patdgeno y sus serotipos aislados estdn comprometidos con mayor
frecuenciacon problemas de salud publica.

Abstract

Objective

To assessthe presence of Yersiniaenterocoliticain otherwise healthy pigsslaughtered
for human consumption.

Methods

One hundred pharyngeal tonsils were sampled in a slaughterhouse in the state
of Mexico. The minimum sample size (n=100) was calculated based on a
preliminary sample of 20 cases, which had 20% positive cases. The collected
tonsil samples were inoculated in Rappaport broth, and Salmonella-Shigella
and McConkey media. The biotyping identification process was based on
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biochemical and serological tests using O:3, O:8 and O:9 antisera.

Results

Twenty-two isolates were obtained. Most were biotype 1 (8 cases of O:3 and 8 cases
of 0:9), but 6 cases could not be serotyped. None of the isolates were of O:8 group.

Conclusions

Thiswasthefirst timethat Y. enterocolitica serotypes were isolated from pig tonsils
in Mexico. Its importance rely on the fact that the isolated serotypes are the most
commonly found in public health problems.

INTRODUCCION

La Yersinia enterocolitica es un cocobacilo Gram
negativo pequefio, que no forma esporas, es aerobio
0 anaerobio facultativo, movil por flagel os peritricos
a22-25°C, peronoa37°C, oxidasanegativoy catalasa
positivo, crece a unatemperatura entre 30-37°C aun
pH entre 7 y 8, tiene la capacidad de reproducirse a
+5°C, tolera en gran medida a 2,4,4- tricloro-2-
hidrxydifenil eter (irgasan) utilizado como un agente
selectivo en medios de cultivo; constade 5 biotiposy
hasta 70 serotipos, basados en antigenos O, la
patogenicidad estdasociadaalosbiotipos1,2y 4,y a
losserotipos O:3, 0:8y 0:9.48

Se ha demostrado que existe una reaccién cruzada
entre | os antigenos comunes de Y. enterocolitica O:9
y Brucella spp, Francisella tularensis, Salmonella
0:30, Vibrio cholerae, Escherichia coli O:157 y
Morganella morganii, la reaccién cruzada entre €l
género Brucellay Y. enterocolitica O:9, sedebe ala
presencia de determinantes anti génicos comunes, si-
tuados en la cadena O del lipopolisacarido de ambas
especies y puede presentar reacciones falsas positi-
vas en € diagnostico diferencial con Brucella por
métodos serol 6gicos.®

En los Estados Unidos de América, los cerdos son
reservatorios comunes de los serotipos O:3y O:9 de
Y. enterocaolitica, en Dinamarca, Bélgicay Suecia, €l
serotipo O:3 es el predominante en estos animales,
pero en los Estados Unidos, se hadetectado con mayor
frecuenciael 0.8, apartir delenguasde cerdo.”

Otracaracterigticarelacionadacon el crecimiento del
microorganismo es que puede alcanzar niveles de
infeccion en cuatro diasenlacarnedecerdoy también
hasido aislado a partir de carne empacadaa vacio, en
alimentos congelados alin cuando éstos han tenido
procesos repetidos de congel acién y descongel acién.*

En México, se desconoce la presencia de Y.
enterocolitica en cerdos, asi como que biotipos y
serotipos estan presentes.

El objetivo del presentetrabajo fueaidar eidentifi-

car Y. enterocoliticaapartir de cerdos destinados para
el abasto, realizando la tipificacion de serotipos y
biotipos.

METODOS

Las muestras se colectaron en el matadero A.B.C.
ubicado en €l municipio de Los Reyesla Paz, estado
deMéxico, México. Lamuestra, incluy6 alos porcinos
independientemente de su procedencia, sexo, raza,
edad y peso.

Lavariable cuantitativa discontinua fue lafrecuencia
deY. enterocolitica; lasvariables cuaitativasnominales
fuerond aildamiento, laidentificaciony laseratipificacion
de Y. enterocolitica y e estudio se clasificé como:
observacional, descriptivo y transversal .1°

Debido a desconocimiento deinformaciénen Mé-
xico, referente a la frecuencia de Y. enterocolitica
en cerdos, fue necesario realizar un estudio piloto
de 20 muestras, para estimar una frecuencia de
infeccion y con base en ella calcular el tamario de
muestra (n), que se calcul6é con la ecuacién®
siguiente: n= v(p)(1-p)/T=.

Donde:
p= estimado de |a prevalencia poblacional
n= ndmero de animal es considerados en la muestra

v=valor deZ (1.96) paraa=0.05, nivel deconfianza
del 95%

T=0.1 (limite de error)

El tamafio minimo de muestra calculado fue de 62
cerdos, sin embargo, se increment6 a 100. Una vez
calculado €l tamafio de muestra, el muestreo serealizé
de manera sistematica, considerando un promedio
diario de 1,100 animales sacrificados. Asimismo, se
calcul6 e interval o del muestreo y mediante unatabla
de nimeros aleatorios, se escogio el primer animal
gue entré en el intervalo De ahi en adelante los otros
cerdos se obtuvieron agregando sistematicamente el
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mismo valor del intervalo.X* Setomaron 16 muestras
por dia/semana.

Semezclaron 10 g de muestradetonsilas previamen-
te picadas, en 20 ml de agua peptonada estéril, se dgjo
reposar 10-15 min atemperaturaambiente (+24°C), se
filtr6 através de una gasa estéril, para quitar los frag-
mentosgrandesdel macerado; semezcld un mililitro del
filtrado con 20 ml de medio Rappaport modificado, adi-
cionado con suplemento CIN que contiene novobiocing,
irgasan y cefsuloding, en 6 tubos de vidrio estérilesy
seincubd a 22-25°C por 48h en aerobiosis. Posterior-
mente se sembrd por duplicado en placas de agar
Salmonella-Shigella (SS), suplementado con
desoxicolato de sodio y cloruro de cacio y en agar
McConkey, incubandose a33°C por 48h en aerobiosis.
A las colonias obtenidas, seleshizo un frotisy tincion
de Gram, para observar su morfologia y pureza a
microscopio seleccionandose las cepas sugerentes de
Y. enterocolitica.5® Seredlizaron las siguientes pruebas
bioquimicas: y seincubaron durante 48h en aerobiosis
a diferentes temperaturas; a 25°C: oxidacion-
fermentacion (OF), H2 S, matilidad eindol (SIM), Voges-
Proskauer (VP). A 36°C: Tripleazlcar hierro (TSl), ureg,
hierro-lisina (L1A), nitratos, motilidad-hierro-ornitina
(MI10), rojo de metilo (RM), y citrato de Simons, asi
comolasreaccionesde catalasay oxidasa, ™' y reacciones
en carbohidratos.

Para la serotipificacién y biotipificacion de las
especies aisladas, se utilizaron tres técnicas diferen-
tes, aglutinacion simple, aglutinacion con absorcion
desuerosy aglutinacion lenta, en cadaunadee€llasse
utilizaron controles de |las cepas a probar.

En la aglutinacion simple, se procedié a mezclar
25 ul de cada uno de los antisueros, con cada uno de
los aislamientos de Yersinia, se observé la reaccion
deaglutinacion, identificando y registrando el serotipo
respectivo.>

La aglutinacion con absorcion de sueros, se utilizo
debido a que en la aglutinacion simple existieron
aldamientos de Yersinia que dieron reaccion positivaa
dos antisueros. Esta técnica consistio en poner los
antisueros especificos en contacto con la cepa de
referenciaO:3y 0:9, alacepaO:8, seincubaron a37°C
por unahora, secentrifugaron a4.000 rpm (3.600 g) du-
rante 30 min, se vertio e sobrenadante en otrostubosy
s congelaron, inmediatamente después de la fase de
descongel acion se efectlio un filtrado en las siguientes
membranas millipore: prefiltro, 1.2 y, 0.8 y, 0.65 1,
0.45 py 0.22 , respectivamente, posteriormente se
realiz6 lareacci6n antigeno-anticuerpo.>*

Latécnicadeaglutinacion lentasereaizé sblo alos
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aislamientos que no pudieron ser serotipificados por
las otras dos técnicas, ya que esta prueba es
cuantitativa. Nas cepas ai sladas se mezclaron con las
diferentes diluciones de cada uno de los antisueros
(0:3, O:8 y 0:9); empleando como diluente una
suspensién de cloruro de sodio 0,15 M 5

Para conocer y relacionar los serotipos de Y.
enterocolitica identificados con sus biotipos respec-
tivos, se realiz6 la técnica de hidrdlisis de tween 80
método de Wayne, se mezclaron 0.5 ml de Tween 80y
solucién acuosa de rojo neutro al 0.1% en 100 ml de
solucion amortiguadoradefosfatosal 0.15M y pH 7;
setomaron 2 ml de este substrato; se esterilizaron 15
minal121°C. Seinocularony seincubaron a37°C, sin
exposicién alaluz, lalecturase hizo alos 10 diasde
incubacion, comparando cada tubo con el control de
color @mbar, un cambio acolor rosasamén seinterpretd
como positivo.t

RESULTADOS

En el muestreo piloto se encontré un 20% de
frecuencia de Y. enterocolitica. De las 100 tonsilas
trabajadas selogré aislar eidentificar 22 (22%) cepas
deY. enterocolitica (Tabla1). Un problemafrecuente
en el estudio fue la presencia de Proteus spp. como
contaminante de los cultivos.

Tabla 1 - Serotipos identificados en 22 cepas de Yersinia
enterocolitica, aisladas de tonsilas de cerdos, mediante
aglutinacion directa, adsorcion y aglutinacion lenta.

Serotipo N % Método
de aislamientos  de positivos
0:9 3 14.28% Aglutinacion directa
7 33.33% Técnica de adsorcion
0:9* 5 23.80% Técnica de adsorcion
0:3 1 4.76% Aglutinacion lenta

No identificados 6 28.57%
* Serotipos en una misma muestra

Con el uso detrestécnicas selogrd serotipificar 16
de las cepas aisladas, en cinco cepas no fue posible
latipificacién, con los antisueros empleados (Tabla
1), se debe resaltar que los serotipos encontrados
fueron O:3 y O:9 y que no se logré identificar el
serotipo O:8.

En la tipificacion por e método de aglutinacion
directa de los 22 cultivos de Y. enterocolitica se
encontraron tres cepas (14.28%) del serotipo O:9.

Los 18 aislamientos no tipificados con la
aglutinacion directa se trabajaron con la técnica de
adsorcion; tipificandose 12 cepas (57.1%) de las
cuales 7 (33.3%) fueron O:3 y 5 (23.8%) perte-
necientes a O:9; haciendo hincapié que bgjo esta
técnica, se identificaron los dos serotipos en una
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Tabla 2 - Biotipificacion de 16 cepas de Yersinia enterocolitica, serotipos O:3 y O:9, aisladas a partir de tonsilas de cerdo,

mediante el método de Wayne.
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* Serotipos en una misma muestra

mismamuestra. Los titul os obtenidos con estatécni-
cavariaron de 1.20 a1:160.

Las seis cepas no tipificadas con los dos métodos
anteriores, se evaluaron con laaglutinacion lenta, con
esta técnica se determiné €l serotipo Gnicamente en
unacepa, correspondiente al serotipo O:3, quedando
6 cepas sin tipificar.

Las 16 cepas tipificadas pertenecieron a biotipo 1
(Tabla 2).

DISCUSION

Los medios como MacConkey y SS, favorecen en
general el crecimiento del microorganismo; no
obstante, Y. enterocolitica puede ser inhibido en agar
SS, cuando es adicionado con verde brillante para el
aislamiento de Salmonella, yaqueresultatoxico,® sin
embargo, €l empleo de este medio parael aislamiento
primario tuvo resultados satisfactorios. Una de las
limitaciones encontradas para €l aislamiento, fue la
presencia de Proteus spp. contaminando los culti-
vos, lo cua se redujo utilizando agar MacConkey.

El aisdamiento de . enterocoliticadeorigentonsilar
en porcinos en este trabajo, es € primero bajo esta
modalidad; sin embargo, se tenian antecedentes del
patégeno en humanos y en algunos productos de
origen animal en México,'? pero s6lo en una
investigacion, realizada en humanos se logré la
tipificacion del serotipo y biotipo involucrado.?

La recuperacion de Y. enterocolitica a partir de
cerdos, demostro la presencia del microorganismo
en México, al menos en estos animales destinados
para el abasto.

Estudios en cerdos para abasto, principal mente en
rastros y carnicerias, han hallado que los serotipos

predominantesen Europahansido el O:3y O:9; sobre
todo el O:3 en contraste con el O:8 el cua eslacausa
mas comun de yersiniosis en los Estados Unidos de
América, aunque su presencia ha sido rara en €l
porcino.t

Investigacionesanteriores|levadas acabo en varios
paises, han confirmado también la existencia de la
bacteriaen tonsilas de cerdos;' y a partir de muestras
delenguay canalesfrescas.® Los serotipos O:3y O:9
inclusive se han identificado a partir de lengua, gar-
ganta, tonsilas, canaes, carne, jamon y contenido
cecal de cerdos*

La tipificacion de las 16 cepas aisladas en este
trabajo, dio como resultado los serotipos O:3y O:9,
lo que concuerdacon resultados similares, publica-
dos en otros paises, en donde los serotipos
sefialados estan presentes en los porcinos, que son
reservorios comunes de Y. enterocolitica. En los
Estados Unidos, se han identificado los serotipos
0:3y 0:9, en Finlandia, el O:3 fuelocalizado en €l
36.4% a partir de tonsilas de cerdo,* el mismo
serotipo ha sido aislado frecuentemente en Dina-
marca, Bélgicay Suecia;’ de la misma manera ha
predominado en Escandinavia, Japon, Canaday en
otras regiones de Europa.®

Cabemencionar queen estetrabajo, no seconsiguio
laserotipificacién de cinco cepasy en ninguno delos
casos selogro identificar al serotipo O:8. Tal resulta
do posiblemente obedezca a que eran cepas
correspondientes a otro serotipo, aparte de los que se
buscaron, como fueron O:3, O:8 y O:9, debido aque
no setenian otros antisueros de referencia, otro factor
pudo ser el uso de caldo Rappaport modificado, como
un medio altamente selectivo en la recuperacion del
O:3, peroinhibitorio para ciertos serotipos, especial-
mente el O:8, otralimitante podriaser que el serotipo
0:8 ha sido raramente aislado de animales.*4
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En México, posiblemente Y. enterocolitica se
encuentra ampliamente distribuida, sin embargo, las
prioridades de diagnostico estén encaminadas a
conocer la situacion de otras enterobacterias como
Campylobacter, Salmonella y Shigella, lo cual de
alguna manera es una limitante para la escasa infor-
macién gque se tiene del microorganismo y sus sero-
tipos patégenos.

Los serotipos O:3 y O:9 reconocidos en este trabajo
fueron identificados por sus propiedades bioquimicas
y correspondieron al biotipo 1, difiriendo este resulta-
do conloscriterios de clasificacién establecidos, don-
de relacionan regularmente la pertenencia del O:3 a
biotipo 4 y O:9 a biotipo 2, respectivamente, lo mas
cercano a una posible explicacién de estos hallazgos,
estén referidas a las cepas canadienses O:3, segin
clasificacién de Niléhn y Wauters pertenecerian al
biotipo 4 y de acuerdo aKnapp y Thal, a biotipo 1.4

En humanos se han admitido como modos de
transmision, el contacto de personas con animales
infectados, la transmision de persona a persona den-
tro deunafamiliainfectaday el consumo de carne de
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