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Summary

The ocurrence of Yersinia enterocolitica in tonsils and rectal swabs from 100 healthy pigs and the rectal
swabs of 100 healthy cattle slaughtered at Santiago-Chile were analysed. Yersinia enterocolitica was isolated
from 48 (48%) pigs but not from cattle. 98.2% of strains were of 4/03 bioserogroup, considered to be
pathogenic for humans. All of the strains were resistant to penicillin producing beta-lactamase. Most of
them were resistant to neomicin and tetracycline. The pYV marker was used to demostrate pathogenicity
in all strains by four different assays: 65.5% of the strains were pYV positive by their plasmid profile;
73.3% by crystal violet binding; 84.5% by calcium dependency and 87.9% by hybridization with probe
associated with cytotoxicity to Hep-2 cells in vitto. All of the Yersinia enterocolitica strains were pYV positive
with at least one of the four tests analysed, 46/58 strains were positive by three tests simultaneously. The
similarities between associated cytotoxic genes of porcine and human strains is discussed. The phenotypic
and genotypic characteristics demostrated by the isolates strains suggest that the pigs in Chile are reservoir
of potential pathogenic Yersinia enterocolitica for humans.

Resumen

Se analizé el tejido tonsilar e hisopos fectales de 100 cerdos sanos e hisopos rectales de 100
bovinos sanos sacrificados en un matadero de Santiago, Chile. Un 48% de los cerdos fueron portadores
asintomaticos de Yersinia enterocolitica sea a nivel tonsilar y/o rectal, mientras que en la especie bovina no
se aislo este microorganismo. En las cepas aisladas de cerdos se encontré un predominio casi absoluto
(98.2%) del bioserogrupo 4/(:3, reconocido como el principal patdgeno para el hombre. La totalidad de
las cepas fueron resistentes a penicilina y produjeron beta-lactamasa. La mayoria de las cepas fueron
resistentes a neomicina y tetraciclina, sola o en asociacidén. En la evaluacién de la patogenicidad de las
cepas porcinas, utilizando como marcador €l pYV, se obtuvieron los siguientes porcentajes de cepas
positivas: 65.5% de cepas pYV (+) por perfil plasmidial; 79.3% por prueba de afinidad con cristal
violeta; 84.5% por dependencia de calcio y 87.9% mediante hibridizacién con sonda asociada a genes de
citotoxicidad. Es importante destacar que la totalidad de las cepas aisladas fueron pYV (+) por al menos
una de las cuatro técnicas probadas y que, 46 de 58 cepas lo fueron por 3 técnicas a la vez. Se plantea la
similitud de genes asociados a citotoxicidad entre cepas potcinas y humanas. Las caracteristicas demostradas
por las cepas aisladas de cerdos permiten concluir que, en Chile, la especie porcina constituye un reservofio
de cepas de Yersinia enterocolitica potencialmente patdgenas para el hombre.
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Introduccion

La yersiniosis es una enfermedad, producida por Yersinia enterocolitica, que presenta una
amplia variedad de manifestaciones clinicas predominando la enterocolitis en nifios menores
de 2 afios, que son considerados como la poblacion de mayor susceptibilidad (CORNELIS et al,
1987). Pese a que la mortalidad es baja, su morbilidad hace que tenga un importante impacto
econdmico en el sector salud. Estudios etiolégicos de diarrea infantil han determinado pre-
valencias elevadas, sobre todo en paises desarrollados de clima ffio. Algunos valores son: 1.4%
en Italia, 1.5% en Alemania, 2.0% en USA, 2.8% en Canada, 2.9% en Holanda, 4.0% en Bélgica
y 7.7% en Dinamatca. Estos valotes hacen que Yersinia enterocolitica sea uno de los principales
agentes bacterianos diarreogénicos en la actualidad, incluso en algunos paises ha desplazado a
enteropatbgenos clasicos como Shigells (CORNELIS et al., 1987). En Chile, estudios etiologicos
realizados en la Region Metropolitana también demuestran que es una enfermedad prevalente,
con tasas de 1.4% en nifios con diarrea y de 4% si solo se consideran las diarreas prolongadas
(PRADO et al. 1992).

La yersiniosis es una zoonosis, donde los animales y alimentos se consideran importantes
reservorios de cepas patdgenas para el hombre. En animales, Yersinia enterocolitica generalmente
no se¢ asocia a cuadros clinicos sino mas bien se encuentra colonizando cavidad oral, espe-
cificamente tejido tonsilar, lengua y faringe y, secundariamente, tejido intestinal (NESBAKKEN,
1988; BOER y NOwS, 1991, MENDONCA et al, 1991; BORIE et al. 1992). En animales, los
casos de diarreas por este enteropatdgeno son notificados como hallazgos (PAPAGEORGES et
al., 1983; ZHENG, 1987).

De todos los animales en que se ha aislado la bacteria, el cerdo es la especie considerada
como el mayor reservorio de cepas patdgenas para el hombre. Esto no sélo por las elevadas
tasas de aislamiento de cepas cuya caracterizacion microbiolégica (biotipo, serotipo y fagotipo)
corresponde a aquellas de mayor prevalencia en el hombre, sino también dado a que por
estudios comparativos de genética molecular no se ha podido difetenciar entre cepas aisladas
de cerdos y del hombre (ANDERSEN y SAUNDERS, 1990; KAPPERUD et al., 1990; BLUMBERG
et al,, 1991). A nivel internacional las tasas de aislamiento a partir de cerdos fluctan entre
6.5% a 83.3%, dependiendo fundamentalmente del tipo de muestra analizada; los mayores
tendimientos se obtienen sin duda del tejido tonsilar. Un alto porcentaje de las cepas de origen
porcino corresponden al biogrupo 4 serotipo O3, que es también el més frecuente en yersiniosis
humana. De la misma forma, casi la totalidad de las cepas aisladas de cerdos presentan el
plasmidio de virulencia (pYV) y demuestran propiedades invasivas (CHRISTENSEN, 1980;
DOYLE et al., 1981; ANDERSEN, 1988; BOER y NOUWS, 1991; MENDONCGA et al., 1991).

En Chile, pese a que actualmente Yersinia enterocolitica figura entre los agentes bacterianos
que deben ser considerados en diarreas infantiles, sobretodo en las de caracter crénico, existe
escasa informacion sobre el papel que pudieran jugar los animales en la epidemiologia de la
yersiniosis en nuestro medio. Por ello, este estudio pretende establecer la prevalencia de Yersinia
enterocolitica en cerdos y bovinos sanos sacrificados en la Region Metropolitana y determinar su
potencial patogénico mediante ¢l estudio de bioserotipo, antibiotipo y caracteristicas fenotipicas
y genotipicas asociadas a la presencia del plasmidio de virulencia, pYV.

Material y Metodos
Tamaiio y toma de mnestras

Se calculé un tamafio total de 100 cerdos y 100 bovinos sanos, considerando un muestreo aleatorio
estratificado por granja, en ¢l matadero Lo Valledor ubicado en Santiago, capital de Chile. Dicho matadero
realiza aproximadamente el 40% de la matanza realizada en la region.

De cada cerdo previamente identificado con nimeros correlativos, se obtuvo un trozo de tejido
tonsilar y una muestra de contenido intestinal mediante hisopo rectal inmediatamente después de la fase
de evisceracion. Las tonsilas se transportaron en envase sellado y los hisopos en medio Cary-Blair, a
temperatura de refrigeracion.

En bovinos, la obtencién y transporte de las muestras fue igual al descrito anteriormente pero no se
obtuvo tejido tonsilar.
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Alislamiento e identificacion

El aislamiento bacteriano fue realizado por siembra directa en placas individuales de agar Yersinia
(Difco, Detroit, MI, USA) sin suplemento, incubadas a 25°C por 48 h. De cada placa se seleccionaron 3
colonias sospechosas segiin morfologia y se las identifico mediante el sistema API 20E incubado a 25°C.
Todas las cepas identificadas como Yersinia entervcolitica se conservaron en congelacion, a ~70°C en caldo
tripticasa soya con glicerol al 15%.

Biotipificacion
Se realiz6 mediante el criterio propuesto por CORNELIS et al. 1987, que incluye las siguientes pruebas
bioquimicas: pirazinamidasa, hidrolisis de Tween 80, reduccion de nitratos, acidificacion de xilosa y
trehalosa, Voges-Proskauer, indol y ornitina descarboxilasa. Se considerd incubacion a 25°C.

Serotipificacion
Se utilizé la prueba de aglutinacién en limina con suero polivalente (Probac, Brasil) y monovalentes
0:3, O:5, 0:8 y O:9 obtenidos del Instituto de Higiene de Hamburgo, Centro de Referencia de Entero-
bacterias, Alemania. La técnica sigui6 las recomendaciones del fabricante; se mezclé homogéneamente una
gota del antisuero con una gota de suspension bacteriana formolada. Se considerd como positivas las
reacciones de aglutinacion completas que ocurrieron dentro de un minuto.

Sensibilidad antimicrobiana

A la totalidad de las cepas aisladas se les realiz6 un estudio de Concentraciones Minimas Inhibitorias
(CMI) bajo las recomendaciones del National Committee for Clinical Laboratory Standars (N.C.C.LS,,
1983). Se utilizo cefradina, cefoperazona, neomicina, tetraciclina, gentamicina, sulfametoxasol, enro-
floxacina y penicilina. Se determiné la presencia de beta-lactamasa mediante discos impregnados con
nitrocefina (BBL) en todas las cepas resistentes a la penicilina. Como cepa control se utilizé E. cofi ATCC
25922.

Deteecion del marcador de patogenicidad

Mediante técnicas de expresion fenotipica (afinidad por cristal violeta y crecimiento dependiente de
calcio) y analisis genético-moleculares (electroforesis ¢ hibridizacion con sonda) se estudio la presencia del
plasmidio pYV en todas las cepas aisladas.

~Afinidad tintorial por Cristal Violeta

Se implement6 el método descrito por BHADURI et al. 1987. Las cepas se sembraron en caldo BHI
2 25°C por 18 horas con agitacion permanente. Luego se traspasaron a placas de agar BHI e incubaron a
37°C por 30 horas. La lectura se realizo por inundacion con 8 ml de cristal violeta (85 yg/ ml) durante 2
minutos, leyéndose bajo lupa estereoscopica.

-Crecimiento dependiente de calcio

Se utilizo la técnica descrita por RILEY y TOMA, 1989, sembrando las cepas en agar TSA adicionado
de oxalato de sodio 0.25M y cloruro de magnesio 0.25M (agar MOX) e incubando a 37°C por 24 horas.

-Perfil plasmidial

Se hizo la extraccion alcalina del DNA plasmidial mediante una modificacion del método de BIRBOIM
y DOLY, 1979. Las cepas se sembraron en 3ml de caldo Luria (Difco, Detroit, MI, USA) e incubaron a
37°C en agitacion durante toda la noche. Se repartié 1.5 ml de suspension bacteriana en tubos eppendorf
y se llevo a microcentrifuga a 12.000 g por 30 segundos; se resuspendié el pellet en 100 ul de solucion
Birny I. Para completar la lisis celular se agregaron 200 pl de solucion Birny 1T y luego se adicionaron
150 wl de Solucion Birny IIT para precipitar el DNA cromosomal, proteinas y RNA. Se recentrifugd a
12.000 g por 10 minutos, traspasandose 400 ul del sobrenadante a un tubo eppendorf estéril. Para precipitar
¢l DNA plasmidial, se agrego6 1 ml de etanol puro a —20°C y posteriormente se agregaron 100 ul de
solucion Birny IV. La electroforesis del DNA obtenido se realizo en agarosa al 0.5% con una corriente de
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80V durante 4 horas. Los marcadores de peso molecular fueron los 5 plasmidios de F. coff V517. Los
geles se tifieron con bromuro de etidio (0.5 pg/ml) y se observaron bajo un transiluminador de luz U.V.

-Hibridizacién con sondas biotiniladas

Para determinar la presencia del pYV en las cepas aisladas se utiliz6 una sonda descrita por ROBINS-
BROWNE et al. 1989, proveniente de la cepa de referencia Yersinia enterocolitica A2635 serotipo O:8, aislada
de un brote humano, y que identifica con alta sensibilidad y especificidad genes plasmidiales asociados a
citotoxicidad en cepas virulentas de Yersinia enterocolitica. La sonda fue donada por el Centro de Desarrollo
de Vacunas (CDV), Universidad de Maryland, y est4 constituida por un fragmento de 2.8 kb contenido en
el plasmidio hibrido pCVD 788. La hibridizacién se tealizé por la técnica de ‘colony blot’ 6 estampado de
colonias utilizada por nosotros anteriormente (MOLINEDO, 1990). En breve, las cepas crecidas en placas
de agar TSA se transfirieron por contacto directo a un papel Wathman 541 para luego ser sometidas a dos
ctapas de lisis con solucion alcalina y calentamiento a 80°C por 7 y 4 minutos. Los filtros, una vez
neutralizados, se sometieron a proteolisis con una solucion de lisozima-sucrosa y Proteinasa K para luego
hibridizarlos con la sonda marcada con biotina durante 18 horas a 42°C. Como sistema de revelado se
utilizo estreptavidina-fosfatasa alcalina.

Resultados
Prevalencia

De los 100 cerdos sanos analizados, en 48 de ellos (48%) se aislod Yersinia enterocolitica sea
por cultivo tonsilar y/o cultivo de hisopos rectales mientras que, en los 100 bovinos estudiados
no se encontrd este microorganismo. Se analizd un total de 58 cepas provenientes de 48 cerdos.

Al analizar el rendimiento del cultivo segin tipo de muestra se observo que del cultivo
tonsilar se obtuvieron tasas significativamente mayores de aislamento (35%) que mediante ¢l
cultivo de hisopos rectales (25%). En ¢l caso de s6lo 10 cerdos se aislo la bacteria tanto de
tejido tonsilar como de su contenido intestinal.

En todas las granjas analizadas (10) se encontr6 al menos un animal portador del micro-
organismo.

Bioserotipo
Cincuente y siete de las 58 cepas analizadas (98.2%) correspondieron al bioserotipo 4/0:3
y una cepa al 4/0:5. En todos los casos las cepas aglutinaron con el suero polivalente en menos
de un minuto.

Sensibilidad antimicrobiana

E1100% de las cepas fueron sensibles a cefoperazona (8 pg/ml), enrofloxacina (0.5 pg/ml)
y gentamicina (4 pg/ml). La totalidad de ellas fueron resistentes a la penicilina y produjeron
beta-lactamasa. Un 70,1% de cepas mostraron resistencia frente a cefradina, un 23.6% a
tetraciclina y un 93.7% a neomicina. Resistencia multiple se observé en algunas cepas: 44.1%
para penicilina-cefradina y neomicina; 8.7% para penicilina-cefradina-neomicina y tetraciclina y
5.5% para penicilina-cefradina y teraciclina. Ninguna cepa fue resistente a todas las drogas
analizadas.

Deteccion del pY' 1~

Enla Tabla 1 se presenta un resumen de la presencia del marcador de virulencia segan 4
técnicas diferentes. Mediante la prueba de cristal violeta se detectd un 79.3% de cepas positivas,
cifra que subi6 a 84.5% cuando fueron analizadas por crecimiento dependiente de calcio. A
pesar de que no todas las cepas pudieron ser detectadas como positivas por ambas técnicas a
la vez, se determiné concordancia entre ambas (P > 0,05).

Los resultados del estudio molecular indican que la técnica de hibridizacion con sonda
presenta mayor rendimiento (87.9% de cepas positivas) en la deteccion del pYV que la
electroforesis en gel de agarosa (65.5% de cepas positivas). En el perfil electroforético fue
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Tabla 1. Deteccion del fcnotipo/ genotipo pYV en cepas de Yersinia enterocolitica aisladas de tonsilas
e hisopos rectales de cerdos

Técnicas de deteccion’

N* cepas H.S. P.P. C.V. MOX
25 + + + +
10 + - + +
7 + + - +
3 + - - +
3 + - + -
3 + + + -
2 - - + -
1 — — — +
1 - + + +
1 - + - +
1 — + — +
1 - + + -
1 - - + +
A2635 + — + +

1: Las técnias utilizadas para detectar el pYV corresponden a Hibridizacion con sonda biotinilada
(H.S.), perfil plamidial por electroforesis (P.P.), tincion con Cristal Violeta (C.V.) y crecimiento
dependiente de calcio (MOX).

posible observar un plasmidio de 40 Mdal, que corresponde al descrito en las cepas virulentas
de Yersinia enterocolitica aisladas de nifios con diarrea. Es importante destacar que en la totalidad
de las cepas se demostrd la presencia del pYV, sea por expresion fenotipica o genotipica (Tabla
1). No existieron diferencias significativas en la proporcion de cepas pYV positivas tanto a nivel
tonsilar como rectal. En ambas poblaciones tampoco se encontraron diferencias por biotipo,
serotipo 6 resistotipo.

Llamé la atencion la presencia de tres cepas que, pese a que se les observo el pYV de 40
Mdal en la corrida electroforética, no fueron capaces de hibridizar con la sonda (T'abla 1). Para
corroborar la identidad del plasmidio observado, se realiz6 digestién con dos enzimas de
restriccion, Bam HI 'y Hind III, resultando en un patrdon de corte de 8 y 13 fragmentos
respectivamente. Este patron resultd ser idéntico al de la cepa control, Yersinia enterocolitica
A2635, como también con lo desctito en cepas patdgenas aisladas de nifios en la literatura
internacional.

Discusion

Este estudio permitié determinar una elevada prevalencia de cerdos sanos portadores de
Yersinia enterocolitica en el matadero Lo Valledor, uno de los cuatro mataderos mas grandes
ubicados en la capital de Chile. La tasa de aislamiento, 48%, es muy superior a lo notificado en
estudios efectuados en otros paises (DOYLE et al,, 1981; ANDERSEN, 1988; NESBAKKEN,
1988; BOER y NOUWS, 1991) colocandonos junto con Brasil, entre los paises con mayor
prevalencia. Es importante destacar que, en este estudio, en todas las granjas de cerdos
muestreadas aleatoriamente se logté detectar animales portadores. Esta situacién permite sugerir
una amplia distribucién del microorganismo en nuestro pais.

Como era esperado, al comparar la tasa de aislamiento segan tipo de muestra se observo
que la siembra directa de tonsilas tuvo un rendimiento significativamente mayor que el cultivo
de hisopos rectales. La siembra de tejido tonsilar presenta la ventaja de entregar cultivos
practicamente puros de Yersinia enterocolitica, disminuyendo con ésto la posibilidad de subestimar
la presencia de colonias pequefias, caracteristicas del desarrollo de esta bacteria. Pese a que la
técnica de enriquecimiento en frio ha sido ampliamente recomendada para aumentar la eficiencia
de asislamiento en muestras altamente contaminadas, nosotros analizamos previamente 100
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coprocultivos con y sin enriquecimiento y encontramos mayor rendimiento mediante la siembra
directa (BORIE et al., 1992).

Con relacion a las caracteristicas de las cepas aisladas de porcinos, se observd un pre-
dominio casi absoluto del bioserotipo 4/0:3, reconocido como patdgeno para el hombre y que
ademas, cortesponde al de mayor frecuencia de aislamiento en diarreas infantiles tanto en Chile
como a nivel internacional (COVER y ABER, 1989; PRADO et al., 1992). No se observaron
diferencias de biotipo ni setotipo entre cepas aisladas de tonsilas y de hisopos rectales de un
mismo cerdo, ni tampoco en la poblacidn total de cepas analizadas. En general, nuestros
resultados de sensibilidad antimicrobiana son similares a lo descrito para Yersinia enterocolitica de
origen animal y humano (TOMA et al., 1984; MINGRONE et al., 1987, COVER y ABER, 1989;
LEE et al,, 1990). Sin embargo, en nuestro estudio se observé una proporcion importante de
cepas resistentes a tetraciclina y neomicina (23.6% y 95.7% respectivamente), lo que difierc
completamente de los estudios internacionales (CHRISTENSEN, 1980; GUZMAN et al., 1985;
KWAGA et al., 1986; MINGRONE et al., 1987; KWAGA ¢ IVERSEN, 1990; LEE et al., 1990;).
Basandonos en lo sugerido por PEREZ et al. 1988, se podria suponer la existencia de una
presion de seleccién ambiental producto de la utilizacién habitual, en nuestro medio, de ambas
drogas como promotores de crecimiento asi como también de uso terapeitico en granjas
porcinas,

Un alto porcentaje de cepas fucron fenotipicamente pYV (+), sea por la técina de cristal
violeta y/o crecimiento dependiente de calcio, lo que demostro el potencial patogénico de estas
cepas. Al analizar la respuesta individual de cada cepa, no todas ellas pudieron ser identificadas
por ambas técnicas a la vez. Fsto Gltimo permite sugerir que ambas pruebas deben ser usadas
en forma complementaria si se desea aumentar el rendimiento en la deteccién fenotdpica del
plamidio.

El estudio genético molecular permitié determinar y corroborar que un alto porcentaje
de las cepas analizadas presentan el pYV y por tanto, deben ser consideradas potencialmente
patdgenas para el hombre. De las dos técnicas moleculares utilizadas para detectar el marcador
de virulencia, llama la atencion cl bajo niimero de cepas en que se observd el plasmidio de
40Mdal, ya que el rendimiento del analisis electroforético para la deteccion del pYV es clasica-
mente mayor a lo obtenido en este estudio. En general, se informan porcentajes de deteccion
aproximados a 80% en cepas aisladas de cerdos (KANEKO y MARUYAMA, 1986). En cepas de
Yersinia enterocolitica aisladas de nifios diarreicos, hemos observado que la electroforesis cor-
responde a una técnica de alta sensibilidad, especificidad y valores predictivos, en relacion a la
prucba de citotoxicidad en células Hep-2 (MOLINEDO, 1990). A todas las cepas pYV (-) se les
repitio la electroforesis pero considerando una etapa de extraccion fenol-cloroformo (MANIATIS
etal,, 1989) y no observamos cambios en los resultados. Parece factible considerar la posibilidad
de que estas cepas tuvieran un bajo nimero de copias de su plasmidio y que éste se perdiera
durante la fase de extraccion; ésto concuerda con lo observado en la cepa control de Yersinia
enterocolitica A2635 que presenta pocas copias del pYV y con una elevada tasa de curacion
espontinea (ROBINS-BROWNE et al., 1989). Se debe considerar que la técnica utilizada es capaz
de detectar hasta 1 ng de DNA, cantidades inferiores no son observables en geles teflidos con
bromuro de etidio (MANIATIS et al.,, 1989). En el perfil electroforético no se observaron otros
plasmidios.

Es importante destacar el elevado porcentaje de cepas (87.9%) que hibridizaron con la
sonda, ya que la homologia con el fragmento de 2.8 kb obtenido de cepas humanas permite
plantear que las cepas porcinas presentan genes de citotoxicidad similares a los presentes en
cepas aisladas en la poblacion infantil chilena y por tanto, son potencialmente patdgenas para
el hombre. De las siete cepas que no hibridizaron con la sonda, solo en tres de ellas fue posible
encontrar, mediante electroforesis, un plasmidio de 40 Mdal. Es posible que esas cepas no sean
citotoxicas o bien que sus genes no sean homdlogos con los de cepas humanas.

Finalmente con base en la caracterizacién fenotipica y genotipica de las cepas aisladas, se
concluye que, el cerdo es un portador asintomatico de cepas de Yersinia enterocolitica potencial-
mente patdgenas para el hombre y que, dada su amplia distribucion geografica y su cada vez
mas alto consumo en la poblacion chilena, esta especie animal representa un riesgo para la salud
publica. Esta conclusion permite insistir en la importancia de disminuir la contaminacién de
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las carnes y subproductos del cerdo asi como también en evitar consumir carnes crudas o
insuficientemente cocidas.
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