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IV. Discusión

Técnicas de aislamiento

Las dificultades para la obtención de un buen medio para el

aislamiento de Yersinia de productos polimicrobianos, queda

reflejada en el hecho de que se han diseñado muy diversos medios

para este propósito además de los clásicos de Mac Conkey y

Salmonela-Shigela y una variante del mismo con una concentración

incrementada de deoxicolato sódico (2 g/100 mi). Entre los nuevos

destacan el medio de celobiosa arginina-lisina (60), el agar pectina

(59), el agar oxalato sódico (61) y por último, diseñado en 1979,

el medio de cefsulodin-irgasan-novobiocina de Schiemann (62).

Para el enriquecimiento se ha recomendado la incubación de agua
peptonada a 49C durante 3 semanas, el medio de Rappaport

modificado y diversas modificaciones del caldo selenito (63).

Por último en 1980 Aulisio, Mehlman y Sanders (69) recomendaron

el tratamiento con álcali de muestras de alimentos para el

aislamiento de yersinias a partir de estos productos y Weissfeld y

Sonnenwirth en 1982 utilizaron este método para su aislamiento de

las heces (70).

De la revisión de la bibliografía de la que se obtienen datos

fragmentarios y poco concluyentes y en la que no existe una

comparación de las diversas técnicas de aislamiento así como de

nuestra propia experiencia con esos medios, pudimos sin embargo,

llegar a algunas conclusiones previas para plantear la evaluación de

las técnicas y medios de cultivo.

Seleccionamos los medios de Mac Conkey y Salmonela-Shigela por el
amplio uso que se hace de ellos en los laboratorios de bacteriología

para el aislamiento de diversos enteropatógenos y este último en

especial porque de nuestra propia experiencia, confirmada por
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otros trabajos publicados, teníamos la impresión de que se trataba

de uno de los mejores medios disponibles para este propósito. El

medio de Cl N se seleccionó porque poseíamos una limitada

experiencia de su superioridad sobre el SS desoxicolato y el CAL.

Por otra parte evaluamos la técnica de tratamiento directo con álcali

para compararla con los medios de cultivo utilizados.

Como pudo observarse en los resultados, el medio de Cl N fue el

que ofreció mejores resultados en siembra directa en relación a los

de SS y McC con diferencias estadísticamente significativas aunque

el de SS fue también superior al de McC.

Sin embargo, pudimos constatar que, como sucede para otros

enteropatógenos, los medios poco selectivos en este caso el de Mac
Conkey, son superiores a los selectivos para ser utilizados tras

técnicas de enriquecimiento que someten a stress biológico a las

bacterias. Así a todas las diluciones de gérmenes estudiados (de
fi 7

10 a 10 ) se constató después de tratamiento con KOH mejores

resultados en la siembra en McC que en Cl N o SS.

La gran laboriosidad y necesaria precisión en la manipulación en la
técnica de tratamiento con KOH y la obtención de idénticos

resultados que en la siembra directa en Cl N nos evidenció que el

mejor método para el aislamiento directo de Yersinia era la

utiJización del medio de CIN.

Han existido diversas comunicaciones respecto a la utilidad del

enriquecimiento en frió para el aislamiento de Yersinia. Algunos

autores han conseguido incrementos de los aislamientos de cepas de

yersinia patógenas (65,66) en tanto que otros señalan que solo se

incrementa el aislamiento de cepas no patógenas (67,68).

En nuestra experiencia (Tabla 28) sobre 136 cepas aisladas hemos

podido demostrar que ambas conclusiones son ciertas, existe un

-152-



incremento del 16'7% de las cepas patógenas aisladas por

enriquecimiento en frió respecto al medio de CIN y del 28'6%

respecto al medio de SS. Estos datos han sido obtenidos sobre 42

cepas patógenas de _Y. enterocolitica 0:3. Además, de 97 cepas no

patógenas, solo 4 se aislan por técnica directa en todos los medios
en tanto que todas se aislan tras enriquecimiento en frió.

Hay que destacar que hemos utilizado una técnica de

enriquecimiento en frió a 49C seguida de centrifugación y

tratamiento del sedimento con KOH y posterior siembra en el medio

de Mac Conkey.

Epidemiología

Epidemiología humana

Del estudio de 5199 pacientes afectos de enteritis se han aislado 42

cepas de yersinias enteropatógenas correspondientes todas ellas al

biotipo 4 serogrupo 3, no aislándose otros serotipos considerados

enteropatógenos.

Este serotipo había sido aislado en nuestro país previamente tanto

en nuestro laboratorio como en otros. El incremento en la tasa de

aislamiento respecto a años anteriores y respecto a otras

estadísticas se debe sin duda a la utilización del medio de CIN y

en parte, en el 16'7% de las cepas, a la utilización de la técnica de

enriquecimiento en frió y posterior tratamiento con KOH. En efecto

Castillo et al. (221) aislan _Y. enterocolitica biotipo 4 en el 0'36%

de 14.331 muestras estudiadas, López-Brea et al. (222) la aislan en

el 0'45% de 13.200 coprocultivos. Nosotros aislamos este bioserotipo

en el 0'80% de los coprocultivos practicados.

Hay que destacar que no se aisló ninguna cepa de los serotipos

05,27, 08 ni 09 estos dos primeros descritos recientemente como

patógenos en Europa (35,36,210).
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Estos datos están de acuerdo con los recogidos por Calvo et al.

(223) sobre 551 cepas remitidas desde España al Centro

Internacional de Yersinias del I. Pasteur de Paris en el que se

identifican 300 cepas del serotipo 3 y 2 (Madrid y Granada) del

serotipo 09.

Por lo que respecta a otros bioserotipos y especies cabe destacar

el gran número de cepas aisladas, en contraste con la experiencia

previa de este laboratorio y de otros que no han utilizado los

medios y técnicas señaladas.

En efecto, a lo largo del estudio se han aislado 77 cepas de _Y.

enterocolitica del biotipo 1 y 5 cepas del biotipo 3. Del biotipo 1 se

han aislado 21 serogrupos diferentes y 2 cepas no tipables así como

2 no tipadas.

Hay que destacar que las cepas de los serotipos 06,30; 07,8,13;

07,8,13,19; 010,34; 010,K1,34; 010,K1,37; 013,025,35,28,028;

030,034 y 036 se han aislado por primera vez en nuestro país.

Asimismo se aislaron dos serotipos distintos en el biotipo 3, los

07,8 y el 016,34 este último por primera vez en nuestro país. Se

aisló también una cepa no tipable.

Por lo que respecta a otras especies hay que señalar que se han

aislado 11 cepas de _Y. frederiksenii correspondientes a 5

serogrupos 03, 04,10,14,16, 035, 044, 052(52,53), que se

describen por primera vez en España y 6 cepas no tipables.

Se aislan asimismo 2 cepas de Y_. kristensenü de los serogrupos 011

y 012 también descritas por vez primera en nuestro pais y dos

cepas de Y. intermedia correspondientes a los serogrupos 03,37 y

018 también detectados por primera vez.
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Así pues aparte las cepas patógenas, entre las cepas consideradas

como no patógenas las más frecuentes son las correspondientes al

biotipo 1 de _Y. enterocolitica seguidas de las del biotipo 3 y Y_.

frederiksenü y _Y. kristensenii, _Y. intermedia.

Este gran número de cepas no patógenas no había sido jamás

aislado en nuestro país. Castillo et al. aislan 32 de estas cepas,

Dorronsoro (224) aisla 11 cepas, en tanto que en este trabajo se

detectan para un número de coprocultivos de alrededor de la mitad

de estos autores, 97 cepas.

Estos datos demuestran la importancia de la correcta especiación y

bioserotipado de las cepas aisladas de enriquecimiento en frío para

diferenciar las cepas patógenas de las no patógenas.

Las asociaciones en los aislamientos humanos con í>. enteritidis, C_.

jejuni y S. sonnei tienen lugar con una frecuencia relativa

proporcional a la de su aislamiento como patógenos únicos lo que

hace pensar en una asociación casual entre ellos.

Epidemiología animal

El estudio de la epidemiología animal se ha efectuado en todos los

casos a partir de muestras fecales utilizando la técnica de

enriquecimiento señalada y obviando la siembra directa. Se han

estudiado aves (50 gallinas y 120 palomas), mamíferos (74 vacas,

110 cerdos, 100 conejos y 110 perros) así como 220 micromamíferos

salvajes de 7 especies diferentes (Tabla 31).

Hay que destacar que Y. enterocolitica serotipo 3, el único

patógeno detectado en este estudio, la aislamos de muestras fecales

de cerdo en 6 casos y de un perro. Estos datos coinciden en parte

con los de Hurvell (225) quien en una revisión exhaustiva de la

bibliografía señala su aislamiento de cerdos, perros, gatos y
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micromamíferos, ya que en nuestro trabajo no estudiamos gatos y

no aislamos ninguna cepa de micromamíferos a pesar de haber

estudiado un número de 220 que era significativo.

Por lo que respecta a las cepas no patógenas el mayor número fue

aislado en micromamíferos con 91 cepas que representa el 41'3% de

los animales estudiados con predominio de _Y. enterocolitica biotipo

1 que está ampliamente distribuido en el mundo animal, Y.

frederiksenii, _Y. kristensenii y Y. intermedia. En segundo lugar

estas cepas se aislan de ganado vacuno y porcino y en menor

proporción de perros, lepóridos y aves. Estos datos concuerdan

con los de Kapperud (21,22), Brewer et al. (25) y Shayegani et
al. (26).

En su conjunto Y. enterocolitica biotipo 1 es la aislada con mayor
frecuencia de los animales, seguida de Y^. frederiksenii. Este perfil

es semejante al observado en el hombre.

Hay que destacar el aislamiento a partir de una muestra de heces

de cerdo de una cepa de Y. pseudotuberculosis.

Epidemiología en alimentos

En concordancia con los resultados obtenidos en la epidemiología

animal las únicas cepas de Yersinia enterocolitica 03 se obtuvieron

a partir de carne de cerdo no aislándose de otros alimentos

animales (cárnicos y pescado), ni vegetales. También se aisló una

cepa de _Y. pseudotuberculosis a partir de una muestra de lengua

de cerdo.

La especie más ampliamente distribuida entre los alimentos fue J/.

intermedia seguida de _Y. enterocolitíca biotipo 1. Estos datos

coinciden con los de Lee et al. (63,226).
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Epidemiología en aguas

En el medio acuático se aisló _Y. enterocolitica biotipo 1, _Y.

intermedia y _Y. frederíksenii.

En conclusión hay que señalar que el único reservorio de _Y.

enterocolitica biotipo 4 serogrupo 3 ha sido el cerdo aunque el

animal que porta yersinia no patógenas con más frecuencia es el

ganado vacuno, aparte de los micromamíferos en los que estas

cepas parecen constituir parte de la flora causal estable.

El microorganismo distribuido más ampliamente entre todos los

animales ha sido Y. enterocolitica biotipo 1, este dato se constata

también en el hombre, seguida de Y_. jntermedia cuyo aislamiento

en el hombre es excepcional.

En los alimentos se obtienen los mismos datos respecto a la

frecuencia de aislamientos de cepas no patógenas siendo .̂

enterocolitica biotipo 1 la aislada con mayor frecuencia seguida de

Y. intermedia. La carne de cerdo, sin embargo, es el alimento más

frecuentemente contaminado por estas cepas, que son raras en el

vacuno.

Las aguas reflejan un patrón epidemiológico semejante.

Así pues, parece demostrado que aparte la posible transmisión al

hombre a partir de animales domésticos (perros y gatos) la fuente

principal sino única la constituye la carne de cerdo.
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Clínica

Pacientes con infección digestiva por _Y. enterocolitica 03.

En 20 de los 22 pacientes se aisló _Y. enterocolitica 03 por técnica

directa lo que constituye un índice de la abundancia del

microorganismo en el tubo digestivo y un criterio indirecto de

significación patógena. En los otros dos casos se aisló tras

enriquecimiento en frió.

Por lo que respecta a las pruebas serológicas (AD, FC y EIA), de

los 20 casos con coprocultivo directo positivo, en 12 fueron

positivas las tres pruebas, en 4 la AD y EIA con fijación de

complemento negativa. En estos casos, sin embargo, el período de

tiempo transcurrido entre las manifestaciones clínicas y la

realización de las pruebas serológicas era muy breve, entre 4 y 6

días, lo que probablemente indica que esta última prueba, como

sucede en otras infecciones, aún no se había positivizado.

La correlación entre los títulos serológicos y el momento de la

extracción respecto al proceso patológico se recogen en la figura 4

donde puede observarse que la AD y EIA se positiviza precozmente

en tanto que la FC se positiviza de modo más tardío.

En un paciente solo se pudo practicar la AD y EIA resultando

ambas positivas. En otro solo la EIA que resultó positiva.

En los dos pacientes con serología negativa y aislamiento directo en

uno se detectó en el estudio parasitológico de heces _G. lamblia y

en otro se aisló C:. jejuni sin que podamos interpretar esta falta de

respuesta serológica.

Sin embargo, hay que destacar que estos casos con serología

negativa, aunque en las heces se detectaron otros enteropatógenos,

eran niños de edad inferior a los 13 meses. Estos datos concuerdan
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con los de Bottone (74) y Braunstein (227) que en niños

pequeños, desnutridos o pacientes inmunodeprimidos en los que la

respuesta serológica es escasa, detectan títulos bajos o negativos.

En los dos pacientes con aislamiento tras enriquecimiento, uno

presentaba una AD positiva con FC negativa y EIA en el límite de

la significación. El otro, sin embargo, se aisló por técnica directa

una Si. sonnei con pruebas serológicas negativas por lo que puede

considerarse como un portador.

Al evaluar las manifestaciones clínicas pudo constatarse el

predominio de la diarrea en 20 casos, siendo mucho menos

constantes los otros signos ya que solo se detectó fiebre en 10

casos, dolor abdominal difuso en 8 y vómitos en 2. El dolor

pseudopendicular se presentó en 2 casos así como eritema nodoso

en 2 casos y artritis reactiva en 2. Presentaron deshidratación 2

pacientes.

Es interesante destacar que los pacientes con sintomatología

inmunológica presentaron títulos de AD y EIA más elevados.

Pacientes en los que se aislan otros serogrupos distintos del 03

En los pacientes en los que se aislaron otros serogrupos de _Y.

enterocolitica distintos del 03 el microorganismo se aisló únicamente

por enriquecimiento en frió excepto una cepa del serogrupo

025,35,28 que se aisló por técnica directa.

En estos pacientes se realizaron pruebas serológicas frente a la

cepa homologa por aglutinación directa y fijación de complemento,

pero no se realizó EIA por haberse evaluado como equivalente a la

AD con el antígeno 03.

En los pacientes del serogrupo 05 la aglutinación directa y fijación

de complemento fueron negativas. De los 4 pacientes con Yersinia
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enterocolitica 06 en dos la serología fue negativa no pudiéndose

practicar en dos de los que en uno se aisló simultáneamente J3.

jejuni y _S. sonnei.

En los pacientes con V[. enterocolitica 07,13,19; 013; 025,35

respectivamente, la aglutinación directa no pudo efectuarse por

haberse aislado cepas rugosas y la FC fue negativa. En el paciente

con _Y. enterocolitica 025,35,38 a pesar del aislamiento directo de la

cepa en un paciente con enteritis aguda, las pruebas serológicas

fueron negativas. También lo fueron en 6 pacientes con Y.

enterocolitica 030 y uno con 039,41.

A pesar de que la clínica aguda de 13 de estos pacientes era la

gastroenteritis solo en dos se detectó otro microorganismo que

justifica la enteritis, en un caso J5. sonnei y C^. jejuni, y en otro

J5. enteritidis.

Cinco de estos pacientes presentaban cuadros extraintestinales que

tradicionalmente se han asociado a la infección por yersinia, dos

con Y. enterocolitica 05 tenían una artritis reumatoide, otro con \^.

enterocolitica 06 presentaba una artritis reumatoide y un eritema

nodoso y dos con Y. enterocolitica 030 presentaban una

espondiloartritis anquilopoyética y una enfermedad de Crohn.

Todos, como ya se ha señalado arriba, presentaban serología

negativa.

Por tanto consideramos en base a estos datos que estas cepas de

¥.• enterocolit'ca n° poseen carácter patógeno evaluado en función
de la respuesta inmunológica del huésped. Asimismo estos datos son

coincidentes con el estudio sobre la patogenicidad de estas cepas

presentado más adelante.

Aunque Ebringer et al. (165) describen el aislamiento de _Y.

enterocolitica biotipo 1 de pacientes con gastroenteritis y de

pacientes con enfermedades reumáticas, espondilitis anquilopoyética
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y artritis reumatoide en nuestra experiencia, a pesar que hemos

aislado este biotipo de algunos pacientes con estos procesos

patológicos, por la falta de respuesta serológica, la negatividad de

los marcadores de patogenicidad y porque nunca se han aislado de

los controles posteriores no podemos involucrarlos como

responsables de dichos cuadros clínicos.

Pacientes con manifestaciones reumáticas

De los 97 pacientes estudiados con procesos reumáticos no

específicos aunque se incluye un lupus que debutó como una

monoartritis, tres presentaron coprocultivo positivo para Y.

enterocolitica 03 con títulos significativos de AD (1/512-1/8192) y

EIA (34.800-132.800 U). De estos pacientes con el coprocultivo

positivo, uno presentaba una sacroileitis HLA-B27 positiva con

gastroenteritis, otro estaba afecto de una monoartritis con fiebre y

una gastroenteritis aguda y el último presentaba una artritis

metacarpofalángica con un eritema nodoso y sin diarrea. Hay que

considerar que los fenómenos reactivos correspondían a la infección

por _Y. enterocolitica.

El resto de 12 pacientes con serología positiva pueden dividirse en

dos grupos. En el primer grupo que incluye cinco pacientes con

los diagnósticos de sacroileitis (1 paciente), poliartritis (2

pacientes) y monoartritis (2 pacientes) todos presentaron títulos

serológicos elevados de AD (entre 1/128 y 1/8192) y EIA (entre

33.000 y 184.000 U). Uno de los pacientes con poliartritis era

HLA-B27 positivo y el otro presentaban un síndrome de Raynaud

asociado.

En el segundo grupo de 6 pacientes que incluye un paciente afecto

de sacroileitis, otro de poliartritis y 4 de monoartritis, todos

presentaban las pruebas de aglutinación directa negativas y las

pruebas de EIA positivas pero a títulos bajos, entre 23.887 U y
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41.467 U por lo que no pueden incluirse de modo concluyeme como

procesos secundarios a la infección por Yersinia.

Sin embargo, Cranfors (76,80) describe algunos casos en los que

la discordancia entre títulos positivos por EIA y negativos por AD

pueden deberse a la presencia de anticuerpos de la clase IgA e

IgC que carecen de actividad aglutinante. Este autor estudia la

persistencia de las distintas inmunoglobulinas en 6 pacientes

infectados por _Y. enterocolitica y encuentra que las IgM persisten

solo entre 1 y los 3 meses después del inicio de la enfermedad. En

cambio las IgG suelen persistir entre 5 y 14 meses y las IgA entre

3 y 12 meses. En su estudio destaca que en 3 pacientes afectos de

artritis a los 9 y 14 meses persistían las IgA mientras que en los

pacientes sin artritis, las IgA desaparecían a los 3 meses.

Un paciente afecto de monoartritis con AD negativa y EIA de

36.269 U fue posteriormente diagnosticado de lupus eritematoso.

El resto de 82 pacientes estudiados presentaban la serología para

_Y. enterocolitica 03 negativa.

Hay que destacar que en todos los pacientes se detectaron

resultados negativos por AD frente al antígeno de _Y. enterocolitica

09, coincidiendo con los datos epidemiológicos previos relativos al

aislamiento de este patógeno en este trabajo.

También hay que señalar que en 3 pacientes ya presentados en los

que se aislaron Y_. enterocolitica correspondientes a serotipos

diferentes del 03 y 09 en los que se aisló _Y. enterocolitica 05 (2

pacientes) y 06 (1 paciente que asociaba eritema nodoso) la

serología fue, frente a las cepas homologas, negativa. También fue

negativa en un paciente afecto de espondilitis anquilopoyética del

que se aisló Y. enterocolitica 030.
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De todo ello podemos concluir que los fenómenos reactivos en

nuestra experiencia se dan en las infecciones por Yersinia de modo

significativo tras la infección por Y_. enterocolitica biotipo 4

serogrupo 3 en una proporción del 8'2% de estos procesos.

En nuestra experiencia ni _Y. enterocolitica 09 ni otros serotipos de

Y. enterocolitica causan procesos reactivos.

Pacientes con enfermedad inflamatoria crónica del intestino.

Se han estudiado 14 pacientes afectos de enfermedad de Crohn en

brote agudo. Todos los pacientes presentaron coprocultivos

negativos para Yersinia y la serología por AD y EIA frente a _Y.

enterocolitica 03 y por AD frente a _Y. enterocolitica 09 fue en

todos ellos negativas.

Como otros autores han señalado, no hemos podido hallar una

correspondencia entre la enfermedad de Crohn y la infección por

Yersinia (147,148).
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Pruebas de patogenicidad

Los factores que justifican la patogenicidad de Yersinia no son

absolutamente conocidos y dependen posiblemente de factores

estructurales y funcionales (ver parte teórica).

En los últimos años, sin embargo, se han señalado una serie de

propiedades que se correlacionan con la patogenicidad (98,99)

entre éstas, la calcio dependencia a 372C (92), la autoaglutinación,

la prueba del rojo congo (228) y otros que resultan sencillos en

relación a las pruebas de patogenicidad en animales de

experimentación.

Se sabe por otra parte, que las cepas patógenas albergan un

plásmido que codifica para alguna de las estructuras y funciones
involucradas en la patogenicidad. Su determinación es asimismo

compleja y su identiticación difícil.

En este trabajo para evaluar la patogenicidad de las cepas aisladas

se han empleado tres parámetros, la calcio dependencia, fenómeno

por el que en ausencia de Ca las cepas patógenas que albergan el

plásmido de patogenicidad no crecen a 372C y sí a 289C. En la

práctica y ajustando las concentraciones de Ca se consigue que las

colonias patógenas crezcan a 372C con un tamaño diminuto que

permite diferenciarlas de las grandes (sin plásmido) y pueden ser

sometidas a estudio de autoaglutinación y pirazinamidasa (103).

Esta última prueba presenta un gran interés ya que resulta

negativa en las cepas patógenas independientemente de que posean

el plásmido (patogenicidad actual) o no (patogenicidad potencial).

Para poder correlacionar los resultados solo se estudiaron las cepas

que habían sido aisladas de pacientes de los que se disponía

serolog ía.
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De 21 cepas de Y\ enterocolitica 03, 19 presentaron calcio

dependencia. Las colonias diminutas presentaron autoaglutinación y

prueba de la pirazinamidasa negativa, caracteres de patogenicidad

que se correspondían con los datos clínicos y serológicos.

Una cepa, la 790-C no presentó calcio dependencia recuperándose

solo colonias grandes que como era de esperar presentaron la

prueba de la autoaglutinación negativa pero la de la pirazinamidasa

negativa como corresponde a cepas potencialmente patógenas que

han perdido el plásmido de patogenicidad.

Otra cepa, la 479-C no presentó calcio dependencia y no producía

autoaglutinación pero la pirazinamidasa era positiva. Este fenómeno

no supimos como interpretarlo pues la cepa se aisló de un paciente

por técnica de enriquecimiento y aunque presentó una AD positiva

la FC y la EIA fueron negativas.

Todas las cepas que no correspondían al serogrupo 03 ya

presentadas y discutidas, aisladas de pacientes con serología

negativa para el antígeno homólogo, no presentaron calcio

dependencia. La autoaglutinación fue negativa y la pirazinamidasa

positiva de acuerdo con lo esperado.

Una cepa, sin embargo, la 150-C de Ye r si nía enterocolitica 030

presentó disociación, las colonias grandes y las pequeñas no

autoaglutinaban pero las colonias grandes eran pirazinamidasa

positivas en tanto que las pequeñas era pirazinamidasa negativa.

Tampoco hemos podido explicar este fenómeno.

De estos datos puede deducirse que las pruebas señaladas son de

fácil y rápida realización y poseen un gran valor indicativo de la

patogenicidad ya que en 20 de 21 cepas patógenas y 23 de 24 no

patógenas los resultados se ajustaron a los datos de la respuesta

inmune del huésped. Por ello recomendamos su empleo en clínica.
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Caracteres metabólícos

Todas las cepas fueron identificadas en base a sus caracteres

metabólicos según técnicas y criterios previamente descritos.

En ellos se han detectado diversas atípias y algunas cepas no han

podido ser identificadas estando pendientes de posteriores
estudios.

Interesa destacar las atípias de aquellos caracteres que se utilizan

para la selección (screening) de las cepas aisladas en medios

selectivos y diferenciales ya que si no se tiene en cuenta este

hecho pueden descartarse cepas atípicas que corresponden al

género Yersínia.

Estos caracteres son la lactosa, la ONPG y la ureasa. En 138 cepas

de origen humano se han detectado atípias para esos caracteres.

En 10 cepas, (7 de _Y. enterocolitica biotipo 1, 1 de Y_.

enterocolitica biotipo 4 y 2 de _Y. intermedia) la lactosa ha sido

positiva a las 24 horas. Ello significa que cuando se utiliza ese

marcador en los medios de cultivo si solo se estudian las colonias

lactosa negativas se pierde el 7'2% de las cepas de este género.

También se han detectado 3 cepas de _Y. enterocolitica biotipo 4

como ONPC negativas, y tres cepas de _Y. enterocolitica biotipo 1

como ureasa negativa.

Estas pruebas se utilizan en general para el screening de estos

microorganismos.

Estas atípias también se han detectado en cepas de origen no

humano. En 4 cepas, 3 de Y^. enterocolitica y 1 de _Y. kristensenii

la lactosa era positiva a las 24 horas.
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En tres cepas (dos de _Y. enterocolitíca y una de Y_. kristensenii)

la ONPG era negativa, en una cepa de _Y. intermedia biotipo 2 la

ureasa era negativa y una cepa de _Y. enterocolitíca biotipo 1
producía gas en glucosa.

Mayor interés por su originalidad ya que constituye la primera

descripción de este hallazgo, lo constituye la detección de 14 cepas

correspondientes a cuatro especies, Y_. enterocolitica, Y.

intermedia, _Y. kristensenii y _Y. frederiksenii con pigmento amarillo

intenso.

Este pigmento se produce en Mueller Hinton de forma intensa, no

se produce en agar usual, Mac Conkey,y muy débilmente en el

medio de Tween 80 para estudio de lipasa.

Solo se produce a 22 y preferentemente a 282C no produciéndose a

372C ni en anaerobiosis independientemente del medio y la

temperatura utilizada.

El tratamiento con solventes de los lípidos con técnicas usuales no

permite la extracción del pigmento requiriéndose la alcalinización de

la solución de tratamiento para su extracción por dichos solventes.

La caracterización de este(os) pigmento(s) está en curso.
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Sensibilidad a los antimicrobianos

Las cepas aisladas se han dividido para comparación de la

sensibilidad a los antimicrobianos en dos grupos según su origen,

humano y no humano.

Como es sabido las cepas de Yersinia presentan diversos grados de

resistencia a los antibióticos beta-lactámicos como consecuencia, en

parte, de la presencia de beta-lactamasas cromosómicas y suelen

ser sensibles a un gran número de antibióticos.

Por lo que respecta a los medicamentos de elección en las

infecciones intestinales, la tetraciclina y el cotrimoxazol, todas las

cepas de origen humano incluyendo las de Y. enterocolítica biotipo

4 patógenas, fueron sensibles a este antibiótico y todas fueron

sensibles al co-trimoxazol excepto 6 cepas de _Y. enterocolítica

biotipo 4 patógenas, de las 37 estudiadas. Así pues, dentro del

bioserotipo patógeno en nuestro medio, el 16% de las cepas son

resistentes a co-trimoxazol.

El resto de los 12 antibióticos no betalactámicos estudiados fueron

activos frente a las cepas de Yersinia excepto una cepa de _Y.
enterocolitica biotipo 1 de las 77 estudiadas que fue resistente a

cloramfenicol y 2 de ese grupo que fueron resistentes a

tetraciclina. Cabe destacar, por otra parte, que las 37 cepas de _Y.

enterocolitica biotipo 4 de origen humano aunque fueron sensibles

a gentamicina, tobramicina, amicacina, kanamicina y netilmicina

fueron resistentes en proporción variable a neomicina (3%),

espectinomicina (8%) y estreptomicina (60%).

Datos muy semejantes se obtuvieron de las cepas de origen animal

siendo de destacar la sensibilidad de todas las cepas incluyendo las

de Y. enterocolitica biotipo 4 a tetraciclinas y la presencia de un

12% de cepas de este serotipo resistentes a cotrimoxazol siendo

sensibles a los aminoglicósidos estudiados, gentamicina, tobramicina

y amicacina.
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Por último, señalar que las 2 cepas de _Y. pseudotuberculosis

fueron resistentes a colistina como lo fueron 1 de _Y. kristensenii

de 16, 1 de Y^ frederiksem'i de 29, 5 de \f. intermedia de 9, 2 de

_Y. enterocolitica biotipo 1 de 5 estudiadas.

Por lo que respecta a los antibióticos beta-lactámicos cabe destacar

que _Y. pseudotuberculosis fue sensible a todos estos

antimicrobianos y en el resto de las especies todas las cepas

presentaron un alto grado de resistencia a ampicilina y

carbenicilina aunque Y^. kristensenii el 50% de las cepas fueron

sensibles a ampicilina y el 100% a carbenicilina. Todas fueron

sensibles a piperacilina excepto 2 cepas de 38 de Y^ frederiksenii.

Asimismo presentaron un alto grado de resistencia a cefalotina y

cefoxitina excepto las 18 cepas de _Y. kristensenii que fueron

sensibles a cefoxitina. Todas fueron sensibles a cefotaxima.

De todo ello puede concluirse que las tetraciclinas son activas

frente a todas las cepas patógenas de Yersinia y el co-trimoxazol

es activo en cifras que varían del 84 al 88% de las cepas. Aunque

debe efectuarse antibiograma para confirmar estos datos en cada

cepa aislada, pueden utilizarse ambos antimicrobianos de modo

empírico.

Todas las cepas patógenas eran sensibles a la gentamicina por lo

que puede administrarse con seguridad en las formas

extraintestinales.

La sensibilidad a la cefotaxima probablemente permite su utilización

aislada o en asociación a gentamicina en las formas septicemicas

severas.
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V. Conclusiones



Conclusiones

1. En el estudio experimental relativo a los medios de aislamiento,

el medio de cefsulodin-irgasan-novobiocina es superior al de

salmonela-shigela y éste superior al de Mac Conkey para el

aislamiento de cepas patógenas de Yersinia.

Los resultados obtenidos por siembra directa en el medio de

cefsulodin-irgasan-novobiocina de Schiemann son equivalentes

al tratamiento de las muestras con álcali según la técnica

propuesta por Aulisio y colaboradores. La siembra en el medio

de cefsulodin-irgasan-novobiocina es la mejor técnica que se

dispone actualmente para el aislamiento de yersinias patógenas

por técnicas de siembra directa.

2. De la evaluación de los diversos medios y técnicas utilizadas en

el estudio clínico puede concluirse que la técnica de

enriquecimiento en frió seguida de la modificación personal de

tratamiento con álcali y siembra en Mac Conkey permite

incrementar en un 16'7% (7 cepas sobre 42) el número de cepas

de yersinias patógenas aisladas.

Esta técnica ha permitido asimismo detectar 97 cepas de

diversas especies de Yersinia no patógenas de las que solo 1

se aislaron por siembra directa en los medios de

. cefsulodin-irgasan-novobiocina, salmonela-shigela y Mac

Conkey.

3. El único bioserotipo patógeno de Yersinia aislado con frecuencia

significativa en nuestro medio es Yersinia enterocolitica biotipo

4 serogrupo 3 que se aisla en el 0'8% de los pacientes con

enteritis y significa el 3'8% de las bacterias enteropatógenas

causantes de enteritis en nuestro medio.
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4. La utilización de las técnicas de enriquecimiento en frió permite

incrementar en un 16'7% la tasa de aislamiento de _Y.

enterocolitica biotipo 4 serotipo 3 y también permite el

aislamiento de cepas de yersinia no patógenas en el 1'8% de los

coprocultivos realizado. Este hecho comporta la necesidad de

una correcta identificación a nivel de especie, biotipo y

serotipo de las cepas de Yersinia aisladas para diferenciar los

bioserotipos patógenos de los no patógenos.

5. Las cepas no patógenas de origen humano aisladas en este

trabajo incluyen setenta y siete cepas de Y. enterocolitica

biotipo 1 correspondientes a 21 serogrupos diferentes, cinco

correspondientes al biotipo 3 de las que se detectan 2 serotipos

diferentes, once cepas de _Y. frederiksenii correspondientes a

cinco serogrupos, dos de _Y. kristensenii correspondientes a

dos serogrupos diferentes y dos de \_. intermedia

correspondientes también a 2 serogrupos distintos.

Trece serogrupos de _Y. enterocolitica biotipo 1, un serogrupo

del biotipo 3 y todos los correspondientes serogrupos

detectados en _Y. frederiksenii, Y_. kristensenii y _Y. intermedia

han sido aislados por primera vez en nuestro país.

6. Los reservorios animales de _Y. enterocolitica biotipo 4 serotipo

3, único patógeno humano detectado, lo constituyen los cerdos y

• los perros. En nuestro trabajo se demuestra que el 5'5% de los

cerdos y el 1% de los perros en nuestro medio son portadores

de este patógeno en el tubo digestivo.

También hay que señalar que el cerdo es reservorio de otra

especie de Yersinia patógena, _Y- pseudotuberculosís que

detectamos en el 1% de los animales estudiados.

7. Entre los alimentos, constituye vehículo de _Y. enterocoh'tica

biotipo 4 serotipo 3 la carne de abasto de origen porcino, de

acuerdo con los datos sobre reservorio animal, habiéndose

detectado este patógeno en el 5% de las muestras estudiadas.
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8. No se han podido detectar cepas patógenas del género Yersinia

en las muestras hídricas estudiadas.

9. En 19 de 20 pacientes con coprocultivo positivo a Yersinia

enterocolitíca biotipo 4 serotipo 3 por técnica directa se detecta

una respuesta inmune frente al antígeno homólogo que puede

considerarse significativa en relación a los títulos medios de la

población sana evaluados en 72 controles.

10. Las manifestaciones clínicas más frecuentes fueron la diarrea

que se constató en los 20 pacientes, seguida de fiebre y dolor

abdominal difuso. Dos presentaron eritema nodoso en un caso

asociado a artritis reactiva y otro caso presentó una artritis

reactiva aislada. La ¡nespecificidad de la sintomatología no

permite efectuar el diagnóstico etiológico de estas enteritis en

base a la clínica.

11. Todos los pacientes presentaron títulos de anticuerpos frente a

Y. enterocolitica 03 en dos de las tres técnicas utilizadas,

superiores por aglutinación directa al 1/128, por fijación de

complemento al 1/16 y por enzimoinmunoanálisis a 20.000 U en

relación a nuestro estándar, valores que son el doble del límite

superior de los títulos de la población sana estudiada.

12. La aglutinación directa es la prueba más sensible, específica y

. precoz de las utilizadas en los pacientes con enteritis, aunque

es muy exigente en el control de calidad para la preparación y

conservación del antígeno.

13. En 16 pacientes en los que se aislaron otros serotipos distintos

del 03, trece con enteritis y tres con procesos reactivos,

artritis reumatoide y eritema nodoso, todos presentaron la

serología frente al antígeno homólogo negativa. En 15 de ellos

se aislaron las cepas tras enriquecimiento en frió y en uno por

técnica directa.
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14. De 97 pacientes con procesos reumáticos no específicos en tres

se aisló por coprocultivo _Y. enterocolitica serogrupo 3 y en

cinco la serología fue positiva a títulos significativos, por lo

que en nuestro medio, el 8'2% de estos procesos pueden

atribuirse como reactivos a la infección por .̂ enterocolitica
03.

15. Ninguno de los 97 pacientes presentó títulos serológicos

positivos para Yersinia enterocolitica 09, por lo que en nuestro

medio este serogrupo no es causa significativa de procesos
reactivos.

16. De 14 pacientes con enfermedad de Crohn estudiados ninguno

presentó títulos serológicos positivos para _Y. enterocolitica de

los serogrupos 03 y 09, lo que concuerda con la actual

impresión de que estos microorganismos no son causa ni se

hallan etiológicamente asociados a este proceso.

17. Las pruebas de la calcio dependencia a 372C, la

autoaglutinación y la pirazinamidasa, coincidieron totalmente

con los resultados de los estudios serológicos por lo que puede

decirse que todas las cepas de Y. enterocolitica serogrupo 03

que dieron respuesta inmune en los pacientes presentaron

caracteres "in vitro" asociados a patogenicidad y todas las

cepas de otros serogrupos que no depertaron respuesta inmune

• presentaron negativos "in vitro" los caracteres asociados a

patogenicidad.

18. En las cepas de Yersinia de origen humano, se detectaron

atipias en los caracteres utilizados para el screening de las

colonias crecidas en las placas en proporción variada. En el

7'2% de las cepas aisladas la lactosa era positiva, en el 2'1% de

las cepas la ureasa era negativa y en la misma proporción

se detectaron cepas ONPG negativas. Estos datos indican que

deben utilizarse caracteres adicionales para la detección de las

cepas de Yersinia.

-174-



19. En 14 cepas aisladas de animales y alimentos correspondientes a

cuatro especies diferentes se detectó la producción de pigmento

amarillo intenso soluble en disolventes orgánicos y cuya

caracterización está en curso. Constituye la primera

comunicación del aislamiento de cepas de Yersinia

enterocolitica, _Y. intermedia, _Y. kristensenii y V\

frederiksenii pigmentadas.

20. Las tetraciclinas y el co-trimoxazol son considerados

antimicrobianos de elección para el tratamiento de las

infecciones intestinales por Yersinia. Todas las cepas del

serogrupo 03 aisladas por nosotros fueron sensibles a

tetraciclinas y el 84 al 88% de las mismas según el origen,

fueron sensibles a co-trimoxazol.

Aunque debe confirmarse la sensibilidad de cada cepa aislada a

estos antimicrobianos parece correcto su uso empírico previo.

La gentamicina,que se considera de elección para el tratamiento

de las infecciones sistémicas por estos patógenos, fue activa

frente a todas las cepas del serogrupo 03 aislados.

Aunque no existen datos respecto a la actividad jri vivo de la

cefotaxima, todas las cepas estudiadas por nosotros, a

diferencia de lo que sucede con otros betalactámicos, fueron

sensibles a esta cefalosporina. La eficacia de su asociación a la

. gentamicina en pacientes con infecciones sistémicas graves por

_Y. enterocolitica merecería ser estudiada jn vivo para su

evaluación.
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VI. Resumen

introducción y objetivos

En la parte teórica de esta Tesis se han revisado las

características microbiológicas, epidemiológicas y clínicas de _Y.

enterocolitica a la luz de los recientes conocimientos.

En la parte experimental se han evaluado las técnicas de

aislamiento e identificación de _Y. enterocolitica y especies afines,

su epidemiología humana, animal, en muestras de alimentos y del

medio ambiente, sus manifestaciones clínicas, diagnóstico serológico

y estudio de los factores de patogenicidad de las cepas aisladas.

Los resultados obtenidos en este trabajo han sido los siguientes:

Técnicas de aislamiento y medios de cultivo

Para evaluar la eficacia de los distintos medios de cultivo para el

aislamiento de _Y. enterocolitica se efectuó un estudio con muestras

experimentales comparando la siembra directa de las muestras

tratadas y no tratadas con álcali en los medios de CIN, SS y McC,

y la técnica de enriquecimiento en frió seguida del tratamiento con

álcali.

Tanto en este estudio experimental como posteriormente en la

reevaluación de los medios en el trabajo epidemiológico se evidenció

que los mejores resultados por siembra directa se obtuvieron en el

medio de CIN seguido del SS y McC. Con el enriquecimiento en frió

y posterior tratamiento con KOH se incrementó el número de

aislamientos de Yersinia tanto de cepas patógenas como no

patógenas (Tabla 27).

La importancia numérica de las cepas aisladas en este estudio

permite asentar como definitivas estas conclusiones y en particular

precisar el valor del enriquecimiento en frío que permite

incrementar en un 1^7% el número de cepas patógenas aisladas,

dato éste sobre el que en la bibliografía se han reflejado resultados

contradictorios.
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Epidemiología

Para conocer la epidemiología de Yersinia se han practicado

aislamientos a partir de controles sanos, de pacientes afectos de

enteritis, de diversos animales, de alimentos y de habitats
acuáticos.

Los medios utilizados en el estudio de la epidemiología humana

fueron los de C1N, SS y McC para la siembra directa y el

enriquecimiento a 49C durante 3 semanas en caldo triptosa seguido

del tratamiento con álcali y siembra en McC. En el resto de estudio

epidemiológico se utilizó únicamente la técnica de enriquecimiento.

Epidemiología humana

No se aisló Yersinia de ninguna de las 208 personas asintomáticas

estudiadas como controles sanos.

De los 5199 coprocultivos practicados a los pacientes con enteritis,

se aislaron 139 cepas de Yersinia (2.6%). Las especies, biotipos y

serogrupos aislados se recogen en las tablas 22 y 24.

De las cepas aisladas, 124 correspondían a la especie _Y.

enterocolitica y las 15 restantes correspondían a otras especies (11

_Y. frederiksenii, 2 _Y. kristensenii, 2 _Y. intermedia).

Entre los bioserotipos patógenos, _Y. enterocolitica biotipo 4

serogrupo 3 se aisló en 42 pacientes, siendo el único bioserotipo

patógeno aislado del hombre en este estudio. El resto de los

aislamientos pertenecían a los biotipos 1 y 3 detectándose 22

serotipos diferentes, 14 de los cuales se describen por primera vez

en nuestro país, estas cepas corresponden a bioserotipos no

patógenos.

Epidemiología animal

De las 170 muestras fecales de aves se detectó Y. enterocolitica

biotipo 1 (bioserotipo no patógeno) en el 1.7% de las mismas.
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De las 394 muestras fecales de distintos mamíferos (74 vacas, 110

cerdos, 100 conejos y 110 perros) se aislaron 54 cepas

correspondientes a todas las especies incluidas Y\ enterocolitica del

biotipo 1, 3 y 4. Hay que señalar que las cepas del biotipo 4 así

como una cepa de _Y. pseudotuberculosis (biotipos patógenos) se

aislaron únicamente de muestras fecales de cerdos.

De los 220 micromamíferos estudiados se aislaron 88 cepas de

Yersinia correspondientes 4 especies Of. enterocolitica, Y.

frederiksenií, _Y. kristensenii, _Y. intermedia), sin embargo, todas

las cepas de Y_. enterocolitica pertenecían al biotipo 1 no aislándose

ninguna de bioserotipos patógenos.

Muestras de alimentos

En 174 muestras de alimentos (vegetales, cárnicos y pescados), así

como en 125 lenguas de cerdo estudiadas, se detectaron 80 cepas

de Yersinia de todas las especies y biotipos (excepto _Y. aldovae).

Las 8 cepas de _Y, enterocolitica biotipo 4 y una cepa de _Y.

pseudotuberculosis (biotipos patógenos) se aislaron únicamente de

las lenguas de cerdo.

Muestras telúricas

De las 107 muestras telúricas se aislaron ^Y. enterocolitica biotipo 1

(37 cepas), _Y. intermedia (19 cepas) y _Y. frederiksenii (15

cepas), no aislándose ningún bioserotipo patógeno.

Evaluación global de los datos epidemiológicos

En la tabla 33 se recogen los resultados globales de estudio

epidemiológico.

En ella puede verse que los biotipos 1 y 3 de _Y. enterocolitica, Y.

intermedia, Y. frederiksenii y Y. kristensenii, todas ellas no
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patógenas, se hallan ampliamente distribuidas en la naturaleza

incluyendo las aguas, alimentos, y el tubo digestivo de muy

diversos animales (micromamíferos, mamíferos y aves).

Por el contrario, el único bioserotipo de _Y. enterocolitica patógeno

detectado en el hombre el b4 03, tiene su reservorio natural en el

perro y particularmente el cerdo, tanto el tubo digestivo como la

carne de abasto.

Aunque no se ha aislado en este estudio en el hombre, se ha

recuperado del tubo digestivo de un cerdo otra especie

enteropatógena, Y. pseudotuberculosis.

Clínica

En 42 pacientes afectos de gastroenteritis en los que se aisló _Y-

enterocolitica se estudiaron las características clínicas de la

enfermedad en fase aguda, la evolución y la respuesta serológica

frente a la cepa del mismo serogrupo (aglutinación directa y

fijación de complemento frente los serogrupos 03; 05; 06; 07,13,19;

013; 025,35; 025,35,28; 030; 039,41 y además enzimoinmunoanálisis

frente al serogrupo 03).

Para poder evaluar estos resultados serológicos en los pacientes

infectados se estudiaron los títulos de 72 controles sanos frente a

los antígenos 03 (aglutinación directa, EIA, y fijación de

complemento) y 09 (aglutinación directa).

También se efectuó estudio serológico frente a los antígenos 03

(aglutinación directa y enzimoinmunoanálisis) y 09 (aglutinación

directa) a 97 pacientes afectos de artritis reactivas y a 14

pacientes con enfermedad de Crohn.
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Los resultados del estudio clínico y serológico demostraron que en

nuestro medio el único patógeno es _Y. enterocolitica biotipo 4
serogrupo 3.

Las cepas correspondientes a los otros biotipos y serotipos aislados

por técnica de enriquecimiento no despertaron reacción

inmunológica en ningún paciente.

El 8.2% de los pacientes con artritis seronegativas presentaron una

seroaglutinación y un enzimoinmunoanálisis positivos a títulos

valorables (AD^128, EIA^20.000 U) frente a _Y. enterocolitica 03.

Ninguno de estos pacientes presentó títulos positivos frente Y.

enterocolitica 09.

Ninguno de los pacientes con enfermedad de Crohn presentó

serología positiva ni para el antígeno 03 ni para el 09.

Patogenicidad

En las cepas aisladas de los pacientes que fueron estudiados clínica

y serológicamente, se evaluó la calcio dependencia a 372C, la

autoaglutinación y la presencia de pirazinamidasa.

Los resultados de estas pruebas presentaron concordancia con los

datos clínicos y serológicos.

De las 21 cepas del serogrupo 03, 19 mostraron disociación

colonial a 379C respecto al control a 282C. Todas las cepas calcio

dependientes excepto una, presentaron autoaglutinación y todas

fueron pirazinamidasa negativa caracteres asociados a

patogenicidad.

Todas las cepas de los otros serogrupos excepto una del serogrupo

030 no presentaron calcio dependencia, la autoaglutinación fue

negativa y la pirazinamidasa fue positiva.
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Estos datos del estudio de patogenicidad, junto con los resultados

del estudio serológico confirman que las cepas de Y. enterocolitica

aisladas de otros serogrupos distintos del 03 no son patógenos para
el hombre.

Caracteres metabólicos

Todas las cepas aisladas fueron identificadas en base a sus

caracteres metabólicos según técnicas previamente descritas (tabla
18).

En las tablas 52 y 56 se presentan las atipias en los caracteres

básicos que generalmente se utilizan en el screening de Yersínia.

En las 138 cepas de origen humano, en 10 casos la lactosa fue

positiva, 3 cepas fueron ON PC negativas y 3 cepas fueron ureasa

negativas.

En las 236 cepas de origen no humano, en 1 casos la lactosa fue

positiva, en 3 la ON PC fue negativa, en 1 la ureasa fue negativa y

1 producía gas en glucosa.

En 14 cepas de procedencia no humana se detectó la producción de

un pigmento amarillo intenso, cuya caracterización está en curso y

que no se ha encontrado descrito en la bibliografía.

Estos pigmentos se sintetizan cuando el cultivo se incuba en

aerobiosts y no en anaerobiosis, son medio dependientes siendo su

producción máxima en Mueller-Hinton y temperatura dependientes

ya que se producen más intensamente a la temperatura óptima de

crecimiento 28?C y no a 372C.
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Sensibilidad a los antimicrobianos

La sensibilidad a los antimicrobianos fue estudiada por técnicas

convencionales.

Los resultados de la sensibilidad de las cepas de Yersinia, frente a

21 antimicrobianos mostraron que la mayoría de las cepas eran

resistentes a ampicilina, cefalotina y carbenicilina (excepto Y^

kristensenii, _Y. intermedia y _Y. enterocolitica biotipo 3) y

sensibles al resto de antibióticos.

Las cepas de _Y. enterocolitica del biotipo 4 mostraron resistencia a

estreptomicina (60%), sulfamidas (46%) y cotrimoxazol (15%).

Estos datos permiten establecer que, aunque en cada cepa patógena

aislada debe confirmarse su sensibilidad a los antimicrobianos de

elección, las tetraciclinas y cotrimoxazol en las formas entéricas y

la gentamicina en las septicemias pueden administrarse de forma

empírica previa en estos procesos dado que su actividad frente a

Y. enterocolitica biotipo 4 serogrupo 03 ha sido del 100%, 84% y

100% respectivamente.
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