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INTRODUCCION

En los afios mas recientes, el estudio de los padecimientos de origen bacteriano
se ha concentrado en la determinacidn de las moléculas que confieren
patogenicidad a los agentes causales y, simultdnea o secuencialmente, en la

deteccién de los genes involucrados en la sintesis de taies factores de virulencia.

Sin embargo, aunque los mecanismos de patogenicidad resultan por si mismos
muy interesantes, las investigaciones implicadas tienen una meta ain més
trascendental: establecer mejores estrategias para prevenir o tratar las
principales enfermedades infecciosas, e inclusive, disefiar nuevas pruebas que le

aporten una mayor celeridad y confiabilidad ai diagndstico de laboratorio,

En tai sentido, uno de los requisitos indispensables para que los hallazgos
experimentales puedan traducirse en exitosas realidades, radica en incrementar

{a interaccion entre el quimico y fa biologia molecutar.

A este (ltimo respecto, el presente trabajo describe las funciones de los mas
destacados factores de virulencia-de Yersinia entecolitica, cuya actual relevancia
en el campo de la salud pdblica se refleja claramente en la cantidad de

publicaciones que se han venido generando en torno a ella: independientemente



de que se trata de un agente causal del sindrome diarreico, lo Cierto es que se ha
venido constituyende en uno de los mejores prototipos para estudiar los

mecanismos de patogenicidad asociados a invasividad.

OBIETIVOS

1. Enumerar los principales factores de virulencia asoclados a ¥
enterocolitica, subrayando su origen en los diversos elementos genéticos
implicados en su expresién y profundizando en las funciones que aquélios

desemperian en la patogenicidad de esta especie.

2. Describir los aspectos mas sobresalientes de las enfermedades
ocasionadas por Y. enterocolitica, abarcando los rubros de patogenia,

patologia, tratamiento y diagnéstico de laboratorio.



I. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS de Y. enterocolitica

i. Descripcién del género Yersinia

En 1944, Van Loghen propuso transferir las espedies Pasteurella pestis y P.
pseudotubercufosis @ un nuevo género denominado Yersinia, en honer a

Alexandre Yersin, quien aisld por vez primera al bacilo de la peste (s21).

Mas recientemente, durante la década de los 80, el género Yersinia incluia a las
especies Y. pestis, Y. pseudotuberculosis, Y. enterocolitica, Y. frederiksenii, Y.
intermedia, Y. kristensenii, Y. bercovieri, Y. moflaretii, Y. rohdeivy Y. aldovae. Las
tres primeras ocasionan enfermedades al humano y a diversos animales de
sangre caliente —con excepcion de ciertas cepas de Y. enferocolitica- mientras
que, las restantes, se consideran microcorganismos amnbientales y solo
eventualmente llegan a manifestarse como oportunistas; sin embargo, se aislan a
partir de especimenes clinicos con cierta frecuencia, lo cual obiiga a realizar 1a

identificacién correspondiente hasta el nivel de especie gs) .

El género Yersinja evidencia una cierta relacion con otros miembros de la familia
Enterobacteriaceae: con base en pruebas de hibridacion del DNA, su contenido G
+ C fluctGa entre 46 y 48.5 moles %. Cabe sefialar que Y. enterocolitica solo se

asocia en 43-64 % a Y. pestis y Y. pseudotuberculosis, las cuales son tan



cercanas entre si que Bercovier y cols lograron que Y. pestis fuera designada
temporalmente como una subespecie de Y. pseudotuberculosis —medida
adoptada hasta por la OMS-, aunque ello finalmente se revirtié hasta quedar

como se habia venido manejando ).

Los miembros de este género suelen manifestarse como bacilos Gram negativos
de 0.5 a 0.8 pu de ancho por 1 a 3 p de largo, si bien ocasionalmente se
presentan como formas cocoides; son méviles mediante flagelos peritricos
(excepto Y. pestis que es inmévil), aunque pierden dicha caracteristica a
temperaturas mayores de 30°C; asimismo, ho presentan capsuia ni son

formadores de esporas (s,11,25).

Yersinia es anaerobia facultativa y posee la particular capacidad de desarrollar
entre 0 y 45°C, tanto en los medios sencillos o enriquecidos como en ios
selectivos. Fermenta la glucosa sin producir gas, no sintetiza &cido sulfhidrico y
no crece en presencia de l—(CN; no licua la gelatina, es lisina descarboxilasa
negativa, catalasa positiva, oxidasa negativa, reduce nitratos a nitritos y produce
acetoina y ureasa (ambas a 25-28°C pero no a 37°C), exceptuando a Y. pestisy
a diversas cepas de Y. pseudotubercufosis. La tabla 1 muestra otras

caracteristicas bioquimicas para efectuar la diferenciacidon entre las principales

especies del género Yersinia (s z.



Tabla 1. Diferenciacién bioquimica entre fas principales especies de Yersinia.
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CLAVES: mov = movilidad; VP = Veges proskauer; ind = indol; cit = citrato; om
= omitina déscarboxilasa; sac = sacarosa; ram = ramnosa; cel = celobivsa; mel
= melibiosa; + = = 90 % de las cepas es positiva; d = 11 a 89 % de las cepas es
positiva; — = 2 90 % de las cepas es negativa,

ii. Identificacion de Y. enterocolitica en el laboratorio

Si bien algunos genes cromosdmicos y plasmidicos (inv, ail, yst, yadA y VirP)
pueden ser detectados mediante PCR o hibridacion-blot de colonias para
diferenciar a Y. enterocofitica y Y. pseudotuberculosis, 1o cierto es que, en ios
laboratorios clinicos, los métodos moleculares no resultan indispensables en la
identificacién de estos microorganismos. A este respecto, ambos suelen aislarse
sin mayores problemas en los medios enriquecidos y ligeramente selectivos

destinados a otras enterobacterias s 41,469



Por lo general, no es necesario llevar a cabo el enriquecimiento de los
especimenes diarreicos muy acuosos, pero si el de las muestras solidas
provenientes de portadores sanos o de individuos con ileitis terminal o con artritis
postinfecciosa. En tales casos, es suficiente inocular el especimen en solucin
salina amortiguada con fosfatos (pH 7.4) y colocar las suspensiones en
refrigeracion (4°C) durante 21 dias, realizando subcultivos en placa cada semana.
Bajo tales condiciones, la cantidad de células de Yersinia se incrementa real vy
proporcionalmente, en comparacion con el resto de los microorganismos de la
flora intestinal, cuyo desarrollo se detiene mientras se encuentren a 4°C; asi, el
crecimiento obtenido en las placas, incubadas preferentemente a 25-30°C,
incluird un ndmero de colonias de Yersinia que facilitara su eventual deteccion

(21,28)-

En relacion con los medios para aislamiento, los reportes coinciden en sefalar
que el mas confiable es el agar CIN (cefsulodin-irgasan-novobiocina) con 4
pg/mL de cefsulodin —~ya que también se distribuye comercialmente e de 8
pg/mL-, debido a que aquella concentracién permite el crecimiento de las tres

especies patogenas y el de Aeromonas sp s, e

Previa incubacién a 28-30°C por 48 h, las colonias de este (itimo género y el de

Y. enterocolitica presentan un didmetro aproximado de 2 mm vy las de ésta se



diferencian por una zona translicida con el centro rojo mas intenso (similares a
un “ojo de toro"); en los agares MacConkey y SS (Salmonella-Shigelia), los cuales
también pueden utilizarse para el aislamiento correspondiente, Yersinia desarrolia

aceptablemente, produciendo colonias lactosa negativa de 1 mm de didmetro

después de 24 h a 25-30°C (o).

Con respecto a la identificacion de Y, enterocoftica, a 25-30°C; algunas cepas
producen indol, es mévil, citrato (-) y, a diferencia de Y. pseudotuberculosis, es
VP (+), ornitina descarboxitasa (+), sacarosa (+), ramnosa () y celobiosa {(+) ¢,

)

Otra prueba medianamente aceptada para diferenciar a las cepas
enteropatégenas de Y. enterocolitica y Y. pseudotuberculosis se basa en el
hecho de que éstas si poseen al plasmido de virulencia pYV que codifica, entre
otros factores, para la sintesis de la adhesina YadA, la cual promueve fa
autoaglutinacion del microorganismo en los cultivos liquides. Asi, la siembra en el
caldo RMVP, tendiente a la posterior realizacion de la prueba de Voges
Proskauer, podra emplearse paraletamente para buscar aquella caracteristica: la
cepa se considerara enteropatdégena cuando, previa incubacion de 2448 h a
37°C, se observe un crecimiento acumulado en el fondo del tubo vy el resto del

medio permanezca claro; ldgicamente, al llevar a cabo una ligera agitacion del



tubo, el medio no se enturbiard aunque se haya suspendido una parte de los
grumos formados por la autoaglutinacion. Por obvio, las cepas no patégenas
promoveran la turbiedad del medio liquido —ain antes de la agitaciéon- y no

originaran el sedimento grumoso correspondiente (41,52

Tabla 2. Pruebas bioquimicas implicadas en la determinacion de biotipos de Y.
enterocolitica.

PRUEBAS BIOTIPOS
{a 25°C por 48 h)

Lipasa {tween esterasa)
Esculinasa
Salicina
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NO3 — NO2
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Pirazinamidasa
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CLAVES: + = > 90 % de las cepas es positiva; d = 11 a 89 % de ias cepas €S
positiva; — = = 90 % de las cepas es negativa; (+) = reaccion débiimente
positiva,

Adicionalmente, puede resultar conveniente llevar a cabo fa biotipificacién de las
cepas de esta especie, realizando las pruebas bioquimicas sefialadas en la tabla
2. Una de las razones correspondientes reside en el hecho de que el biotipo 1A

(esculinasa v salicina positivas) se conforma por cepas no patogenas para el



humano; ademas, fa biotipificacion es (il para efectuar estudios epidemiologicos,

aunque éstos también incorporan a la serologia (4.

En este (ltimo sentido, las cepas enteropatdgenas de Y. enferocolitica pertenecen
@ varios serotipos, relacionados a su vez con distintos biotipos, por lo que la
bioserotipificacion resulta mds confiable; de esta manera, puede establecerse con
certeza, por eiemplo, que los serogrupos 0:8, 0:4, 32, 01133, 13b, 0:18, O:20y
0:21, todos ellos ubicados en el biotipo 1B, se distribuyen casi exclusivamente en
Norteamérica, mientras que los principales serogrupos de localizacion mundial,
son el 0:3 (biotipo 4), 0:5,27 (hiotipos 2 v 3) y el 0:9 (biotipos 2 y 3); asimismo,
el 0:1,2a,3 (biotipe 3} v el 0:2a,2b,3 (biotipo 5) son patdgenos en animales y

humanos, pero rara vez son aislados a partir de pacientes (34,5063

Muy ocasionalmente, los antigenos {(Ags) O asociados a cepas virulentas de Y.
enterocolitica también se detectan en yersinias no patdgenas; por tal motivo, el
esquema serolégico contempla —adicionalmente- 13 incorporacion de los Ags H; fa

tabla 3 relaciona a los principales serogrupos O-H de interés en humanos (se).



Tabla 3. Ags O y H de las cepas de Y. enterocolitica que afectan al humano y su
relacion con el esquema de biotipificacion.

Antigeno O Antigenos H Biotipo Distribucién geogréafica
ab,c Europa, Japon,
3 ab 4 Norteamérica, Sudamérica,
b,c Australia, Sudafrica
¢
4,32 b,ef,i iB Norteamérica
5,27 ab,c 263 Europa, Japén,
bcv Norteamérica, Australia
8 b,efi 1B Norteamérica, Japén,
befiv Europa
ab
9 ah,c 243 Europa, Japdn, Canada
a,byv
133,13b abt 1B ' Norteamérica
18 b,ef,i iB Norteamérica
20 befi 1B Norfeamérica
21 befi 1B Norteamérica

ili. Especies patdgenas del género Yersinia

Las tres especies de Yersiniz que ocasionan enfermedades al humano, son:
Yersinia pestis, Yersinia pseudotuberculosis y Yersinia enterocolifica. A
continuacién se describe brevemente la importancia clinica de las dos primeras,
dado que lo concerniente a la patologia de la tercera se aborda en el capitulo

siguiente (11,59)
Y. pestis. Con mucho, ésta es una de las bacterias mas invasivas que se

conocen y funge como agente causal de 1a peste, responsable de la denominada

“muerte negra”y,.

10



Y. pestis ha ocasionado numerosas epidemias, que empezaron a aparecer
durante la edad media, ubicdndose sobre todo en Asia, si bien posteriormente se
extendieron hasta Europa, en los afios 1300 a 1500, en donde el padecimiento
originé el fallecimiento de una tercera parte de la poblacion y detoné los severos
disturbios en la agricultura, el comercio y la organizacion social que, a la postre,
condujeron a una de las peores crisis psicolégico-econdmicas que se recuerdan;
mas recientemente, ocurrid un nuevo brote asiatico durante la guerra de Vietnam
y contindan reportandose diversos casos aislados de peste en muchas partes del

mundo, sobre tedo en excursionistas, cazadores o habitantes del campo @7,47,9).

Las infecciones por Y. pestis pueden transmitirsé mediante la mordedura de ratas
u otros animales salvajes, la picadura de pulgas o la inhalacién de aerosoles
generados por otros humanos enfermos; previa mordedura, los animales
infectados inoculan el microorganismo en los tejidos y la sangre, en tanto que,
las pulgas infectadas, sélo lo inyectan en el torrente circuiatorio. De cualquier
manerg, la bacteria se trasiada via sanguinea hacia fos nédulos linfdticos y es

englobada por macréfagos, dentro de tos cuales sigue reproduciéndose g so).

Por tal razén, la respuesta inflamatoria correspondiente da lugar al hinchamiento
(edema) caracteristico de los nddulos tinfaticos, cuyas andmalas dimensiones les

confieren el nombre de “bubones”, motivo del nombre del cuadro clinico



primario: peste bubdnica (sg).

Posteriormente, cuando el microorganismo regresa 2 la sangre -ahora en
cantidades significativamente mayores- origina ia entidad ciinica denominada
“plaga septicémica”, la cual se acompafia por un grave shock séptico, derivado
de una lisis bacteriana que libera concentraciones peligrosas de lipopolisacaridos

(LPS) endotdxicos (59}

Cabe sefialar que, eventualmente, Y. pestis alcanza los pulmones y penetra en
los macrofagos alveolares, dentro de los cuales se reproduce ocasionando su
destruccidn; et cuadro dinico asume la designacion de “peste neumodnica” y los
individuos implicados transmiten el microorganismo a otras personas, via fa
formacion de aerosoles; cuando éstos son inhalados, ubican al agente causal
directarnente en los pulmenes del individuo receptor y ocurre una patologia que
progresa mucho mds répidamente que la asociada a la picadura de pulgas,
probablemente porque las bacterias ya expresan todos sus factores de virulencia

{7,25,59)-

La letalidad de Iz peste neumdnica es pronta y muy elevada (mayor al 50 %);
ademds, los individuos involucrados suelen desarrollar lesiones necrdticas en los

vasos sanguineos periféricos -probablemente como resultado de la coagulacion



intravascular diseminada (ICD) inducida por fos LPS-, 1o que cenfiere a la piel un
aspecto negruzco que se refleja en el término de “peste negra” o “muerte negra”

{17,59)-

Y. pseudotuberculosis. Esta especie es ubicuota en el medio ambiente e
infecta a una gran variedad de animales salvajes y domésticos; en tal sentido, se
acepta que mientras Y, enterocolitica es una causa comin de enfermedades
humanas, aquélla actia predominantemente como patégeno animal y sélo en

forma ocasional afecta al hombre g7 so).

Ciertamente, las, raras afecciones humanas asociadas a Y. pseudotuberculosis son
muy parecidas a las causadas por Y. enterocolitica; se adquieren a través de la
ingesta de agua, alimentos y bebidas contaminados, alteran la funcion intestinal,
son autolimitantes y, por lo general, se presentan predominantemente en
personas con inmunidad disminuida. Sin embargo, en las primeras, la diarrea ho
suele ser un sintoma frecuente y el microorganismo ingresa a la sangre con
mayor frecuendia, por lo que su naturaleza sistémica es mas comin e implica la
aparicién de signos clasicos de endotoxemia (fiebre, escalofrios, shock y pérdida

de peso) (o,13,50-



II. PATOLOGIA ASOCIADA a Y, enterocolitica

las enfermedades debidas a Y. enterocoftica se adquieren principalmente a
través de la ingestion de alimentos o de agua cantaminados, aungue en algunos
casos el microorganismo llega a transmitirse de persona a persona. En los afios
recientes, se han ubicado principalmente en la pablacién infantil, dentro de la
cual ha originado numerosos brotes epidémicos, localizados en las guarderias y

escuelas (42,59)-

la forma mas severa de la yersiniasis incluye cuadros febries y el dolor
abdominal es tan intenso que puede sugerir una apendicitis; de hecho, Y.
enterocofitica fue descubierta como patégeno humano después de que algunos
médicos detectaron un notable incremento en e nimero de apendicectomias

practicadas a pacientes infantiies asociados a brotes de diarrea (11,19,42)-

Durante las primeras etapas de su proceso infectivo, Y. enterocolitica muestra
una clara afinidad por las placas de Peyer y atraviesa la mucosa a traves de las
células M; posteriormente, ingresa a los nédulos linfiticos mesentéricos, en ios
cuales se reproduce provocando una respuesta inflamatoria que funge como la
responsable del dolor abdominal. Cabe subrayar que las cepas mds virulentas

logran sobrevivir a fa inflamacién primaria y que, al continuar su multiplicacion,



regresan hasta las ptacas de Peyer en donde agudizan aln mas fa intensidad del

proceso inflamatorio (1,s0,64-

La mayor parte de las patologias implicadas son localizadas y autolimitadas, en
virtud de que la respuesta del hospedador es vasta y suficiente para eliminar a
los agentes invasores. Y. enferocolitica puede ser destruida por fos PMNs, de tal
manera que sdlo puede multiplicarse en los tejidos y 1a sangre, mientras no flega
a ser ingerida por dichos fagocitos. Cabe sefialar que, aunque Y. enterocolitica
suele originar infecciones localizadas y autolimitadas en nifios y adultos
inmunocompetentes, ocasionalmente es capaz de generar cuadros sistémicos en
individuos inmunocomprometidos -tales como los que padecen de SIDA- y entre
gquienes reciben transfusiones de sangre contaminada, en este dltimo caso,
debido a que -como también ocurre con Listerig monocitogenes Yy Y.
pseudotuberculosis-, Y. enterocolitica puede crecer durante el almacenamiento

de la sangre a 4°C (41,26,3458)

La yersiniasis intestinal se puede presentar de 3 maneras: a) enteritis; b) ileitis
terminal o linfadenitis mesentérica {pseudoapendicitis); y c)septicemia.

La diarrea sanguinolenta es observada mas frecuentemente en los adultos que en
los nifios y se acompafia por fiebre, vomito y dolor abdominal tipico; por su

parte, la ileitis terminal es mas comin en nifios mayores de 5 afios y en los



jovenes, vy su duracién es de 1 a 2 semanas en los adultos y de hasta 4 semanas
en los pacientes infantiles; finalmente, la septicemia representa una posibifidad
rara que incluye a los adultos, particularmente en aquéllos que padecen de
diabetes, enfermedad hepdtica, SIDA o procesos neoplasicos. Una vez que el
microorganismo se ha diseminado, suelen aparecer abscesos en varios organos

1,5,29)-

Algunos casos especiales de septicemia se han detectado en pacientes en los que
se han liberado concentraciones considerables de hierro, debido a anemia
hemolitica (talasemia © anemia aplastica) o a regimenes terapéuticos
regeneradores del metal. En este sentido, es interesante destacar gue las cepas
de los grupos 0:8, 0:13a,13b y 0:20, que sintetizan el siderdéforo yersiniabactina
{Ybt), se han aislado a partir de enfermos con anemia hemolitica, mientras que
otros grupos que no producen Ybt (0:3, 0:9) se asocian a individuos suietos a

tratamientos con hierro (1,6,49)

Por lo que se refiere a las septicemias relacionadas con transfusiones sanguineas
previas, éstas se han detectado en todo el mundo desde la mitad de la década
de los 70 y, en todos los reportes correspondientes, solo se menciona a grupos
que no sintetizan Ybt: O:3, 0:9, 0:5,27 y 0:1,23,3; los estudios experimentales

realizados en sangre fresca completa almacenada a 4°C demuestran que, a dicha



temperatura y después de una fase /fag de 4 dias, Y, enterocofitica 0.3 alcanza

cifras cercanas a las 5 x 10° UFC/mL en 21 dias 34

En otro orden de ideas, es importante sefialar que, en algunas personas, las
infecciones gastrointestinales originadas por Y. enferocofitica preceden a cuadros
de miocarditis, gltomérulonefritis, tiroiditis, eritema nudoso y artritis en las
uniones periféricas, los cuales aparecen 2 a 6 semanas después de finalizada la

alteracidn intestinal (s sg 73

De todas las entidades clinicas mencionadas, la que aparece con mayor
frecuencia es la “artritis reactiva” (o Sindrome de Reijter) y aparentemente es
generada por células T o anticuerpos (Acs) asociados a Ags bacterianos que,
desafortunadamente, muestran reactividad cruzada con epitopos presentes en las

células del hospedero? ;7 74

La “artritis reactiva” se ha detectado mas cominmente en personas escandinavas
cuyas céluias presentan el Ag superficial de histocompatibilidad HLA-B27. En tal
contexto, es factible que este dltimo cruce antigénicamente con ciertos
componentes supetficiales de Y. enterocofiticay que, por lo tanto, las celulas Ty

los Acs dirigidos contra ésta también reaccionen con el B27 y disparen una

! Es decir, el Sindrome de Reiter no se debe a la infoccién bacteriana de las articulaciones.
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respuesta inflamatoria en la que participen el complemento y las diversas
linfocinas. En general, todas las secuelas enumeradas tienen un prondstico

favorable, aunque suelen extenderse durante algunos afios (1,53, 73)-

En general, los antibidticos resultan inapropiados para el tratamiento de casos no
complicados de infecciones alimentarias causada por Y. enterocolitica, debido a
que esta clase de enfermedades son autclimitantes y no existe evidencia de que
los antibidticos acorten la duracién de sus sintomas. Andlogamente, debido a que
la artritis reactiva secuencial a la patologia entérica no representa un proceso
infecciose y generalmente desaparece en pocas semanas, la antibiGtico-terapia

no alivia esta condicion (sq).

Por lo que respecta a la pequeiia fraccion de gente que desarrolla infecciones
sistémicas posteriores a las enteritis, el empleo de antibidticos resulta esencial

para apoyar al sistema inmune en el combate del proceso (s .

Como ocurre en el caso de la mayoria de los padecimientos entéricos de origen
infeccioso, las patologias ocasionadas por Y. enterocolitica suelen ser provocadas
por proveedores de alimentos y por cocineros, quienes inoculan la comida al
lavarla con agua contaminada o al manipularla con las manos contaminadas con

heces (21,25)



Por ello, una medida efectiva para prevenir Ias yersiniasis intestinales reside en el
lavado de las manos y en la utilizacion de guantes limpios para manipular jos
alimentos. Sin embargo, también es un requisitc que tas poblaciones cuenten con
abastecimientos de agua debidamente controlados, sumados a la costumbre de
hervir y desinfectar el vital liquido antes de empieario como bebida o en la

preparacién de los alimentos ¢ ss).



II1. FACTORES DE VIRULENCIA DE Yersinia enterocolitica

El gran nimero de propiedades patogénicas de Yersiniz spp hacen de este
género un excelente modelo para estudiar rasgos distintivos de las bacterias
invasivas; adicionalmente, puesto que diversas especies hospederas so0n
infectadas por este microorganismo, los trabajos realizados en modelos animales
han resultado muy interesantes y provechosos, lo que ha permitido avanzar en el

conocimiento de diversos aspectos asociados al proceso infectivo zose).

En el ratdn, Y. enterocofiticay Y. pseudotuberculpsis ocasionan una enferrﬁedad
sistémica fatal, la cual no es idéntica a la que estos microorganismos provecan al
ser humano; sin embargo, la forma murina de 1a infeccidn representa un buen
modelo general de estudio. Asimismo, una de las ventajas de trabajar con Y.
enterocolitica reside en que su LDs, oral es aproximadamente de 10°, mientras
que la de Y. pseudotuberculosis es cercana a 10°, la cual resulta muy elevada
para evaluar los fendmenos cuando las mutaciones originan aumentos

signiﬁcat]'vos de la L.Dsg (32,59)
Yersinia spp invade con facilidad numerosos tipos de células de mamiferos,

incluidas las Heka, HEp-2 y Henle; esta caracteristica ha sido estudiada

recientemente, para tomarla como modelo bacteriano de invasidn. Sin embargo,
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es preciso considerar que los resultados obtenidos en cultivos de tejidos no
siempre son consistentes en cuanto al comportamiento de la bacteria bajo

condiciones naturales (zs,z627.

Yersinia spp se encuentra estrechamente relacionada con £, cofi ¥ se manipula
genéticamente con relativa facilidad; buena parte de sus genes de virulencia
estan codificados en plédsmidos y, por lo tanto, ha sido sencillo clonarios e
identificarlos. La tabla 3 muestra !os principales genes implicados en la

patogenicidad de Y. enterocoliticay Y. pseudotuberctlosis g 14.15.63)-

i. Plasmides de virulencia

Una de las principales caracteristicas de las cepas patdgenas de Yersinia, consiste
en la presencia de un plidsmido de 70 a 75 Kpb, denominado pYV (de Yersinia
Virttence plasmid) que contiene numerosos genes de virulencia, cuyos productos
pueden clasificarse en alguna de las siguientes categorias generales:
adhesinas/invasinas (YadA), proteinas antifagocitarias (Yops), proteinas
involucradas en el procesamiento y excrecidn de las Yops (Ysc) y proteinas
requladoras (Lcr). Evidentemente, otros factores de patogenicidad también se

encuentran codificados por dichos pidsmidos (12 19,20,59)-
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El plasmido pYV de 70 a 75 Kpb resulta tan importante para la virulendia, que las
cepas carentes de él muestran una capacidad nula o muy lmitada para colonizar
el intestino de ratdn, e inclusive, la mayoria no ocasiona la diseminacién de la

patologia (s

Tabla 3. Genes de virulencia compartidos por Y. enferocoltica y Y.

pseudotuberculasis.
DETERMINANTES FENOTIPO O FUNCION

Cromosémicos |

Iny Invasina, translocacién por células M

Al Locus de adherencia-invasion, resistencia
al suero, adherencia a células

myt/psaA Fibrillas mucoides (éadherencia?), anti-
geno pHé

HPI Biosintesis y traslado de la Yersinizbac-
tina (Ybt): procuracion del hierro

Extracromosémicos

pYV (pCD1) Piasmido de virulencia de Yersinia (70

kb)

VirA, virB, virC, yopB,
opD

Sistema de secrecidn proteica tipo III

YapE, yopH, yopM, Proteinas Yops que neutralizan las
yopO, yopP, yvopT respuestas defensivas del hospedero
YadA Adhesina de Yersinia

ii. Adherencia e invasion

Inv, Ail y YadA. El primer paso en las infecciones debidas a Y. enterocoliticay

Y. pseudotuberculosis reside en la adherencia de la bacteria a la mucosa
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intestinal y ésta es continuada por la invasion de la mucosa hasta alcanzar tejidos
mas profundos. Al parecer, Y. enterocolitica produce una toxina similar a la ST de
£. coli; denominada Yst, que podria fungir como responsable de la diarrea —uno
de los sintomas comunes de las infecciones ocasionadas por este
microorganismo-. El gen que codifica para Yst se expresa a 26°C pero no a 37°C,
razon por la cual algunos autores cuestionan el papel diarreagénico de dicha
toxina; no obstante, seria posible que aln a 37°C se alcanzaran niveles
suficiertes de Yst y, sobre todo, se ha demostrado que los patrones de
regulacién de la temperatura son muy variables, dependiendo del pH imperante

en el medio (4,18,52,65)+

Inicialmente, los investigadores asumieron que la bacteria cruzaba la mucosa
intestinal por una unidn primaria a la superficie apical de las células de la mucosa
y secuencialmente forzaba a que estas Gltimas la englobaran vy la liberaran por
exocitosis en la submucosa. Tal modelo parecia razonable, ya que se habia
comprobado que Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis, Shigelia spp vy L.
monocitogenes podian adherirse a células de mamiferos cultivadas in vitro y las

forzaban a engullirlas (4 12 50

Sin embargo, trabajos recientes han demostrado que este modelo simple no es el

correcto, ya que existen proteinas que actlan como verdaderos factores de

23



invasion. En este sentido, inicialmente se detectaron dos componentes, conocidos
respectivamente como invasina (Inv, codificada por el gen /im) y Ail (de
attachment-invasion locus), a los cuales se ha sumado un tercero, denominado
YadA (de Yersinia adherence, codificado por el plasmido pYV); las principales

caracteristicas de cada uno se resumen en la tabla 4 (2,67).

Tabla 4. Principales propiedades de las protelnas que podrian mediar la
adherendia y/o invasion por Y. enterocofiticay Y. pseudotuberciilosis.

Expresion
Adhesina o] Receptor en las Localizacién | a<30°C| a37°C
invasina® céluias del del gen
hospedero

Inv integrinas 1 cromosomico + (+)°

Al &7 cromosomico + ++
Myf O PsaA é&? Cromosomico - +)°

YadA integrinas p1, plasmido pYV - +
laminina, fibronectina

CLAVES: a = Inv, Al y YadA también median la invasion en cultivos de células;
b = expresién sdlo a pH < 7.

El gen /nv, descubierto en primer término, fue encontrado al clonarse fragmentos
de DNA de Y. pseudotuberculosis en una cepa no invasiva de £ coff y separar en
capas la mezcla resultante de £, coff transformadas en las células cultivadas; una
vez que ocurtio ja invasién correspondiente, las células cultivadas se lavaron

meticulosamente y después se lisaron con detergentes para que se liberaran las
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bacterias invasivas. Las mutantes transformadas de £ coff transformadas poseian

un fragmento de DNA clonado que contenia at gen v 4.

Por su parte, el ailde Y. enterocolitica fue clonado como parte de una estrategia
similar, lo que revelé que tanto aquél como el jnv son genes cromosomicos. Mas
recientemente se ilentifico el plasmido que codifica para YadA, molécula proteica
que también ha manifestado capacidad para mediar la invasién en ios cultivos

celulares (41,49)+

En un principio, la evidencia de que la bacteria puede invadir las células de
mamifero cultivadas in vitro fue considerada como una prueba de que los
factores de invasion tales como la invasina, Ail y YadA resultaban importantes
para invadir la mucosa intestinal; sin embargo, algunos trabajos sobre el
comportamiento del microorganismo en modelos animales generaron ciertas
dudas, reforzadas por la premisa de que los estudios en cultivos de tejidos
pueden no resultar significativos. De hecho, la polémica induyé el oportuno
recordatorio de que la primera versién asociada a la invasion —con la adhesion de
bacterias que forzaban su engiobamiento v la transcitosis por parte de las células
de la mucosa-, se habfa originado en observaciones asociadas a cultivos

celulares (35,43)
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A dicho respecto, investigaciones realizadas en ratones revelaron que Y.
enterocolitica vy Y. pseudotuberculosis se adhieren al tejido intestinal,
preferentemente en la zona de las placas de Peyer, y cruzan la mucesa a través
de las células M -fagocitos naturales que suelen englobar a diversas bacterias
adherentes para conducirlas hasta el tejido linfoide, en donde son procesadas

para dar origen a la produccion de Acs de 1a clase IgA- @ssn. -

Tal afirmacion toma en cuenta que Yersinia spp impide su inactivacion por parte
de los macréfagos y termina empleando a las células M como portal para invadir
los tejidos adyacentes y los mds profundos. Sin embargo, generaba una pregunta
ldgica: Si las células M reciben a cualquier micooréanismo —para iniciar su
procesamiento inmunoldgico- y representan una puerta de entrada natural hacia

la submucosa, épara qué resultarian necesanias las invasinas? (s «6.59)-

La respuesta a dicho cuestionamiente no tardé en ser emitida: las integrinas,
receptores de la invasina y YadA se encuentran localizadas en la superficie
basolateral y no en la region apical de las células epiteliales de la mucosa

(consultar la figura 1) o).

Las integrinas constan de dos subunidades, designadas como o y B, las cuales

suelen diferir en los distintos tipos de células; fa invasina y el ligando YadA sdlo
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reconocen a las integrinas 1, siendo que las que predominan en el intestino son

las B4 (el receptor de Aif alin no se ha reconocido) (s sz.se)-

Figura 1. Localizacion de las integrinas en la regidn apical de las células epiteliales de la
mucosa intestinal humana.

Luz intestinal Yersinia
Célula epltelial Célula epitelial l célula M Célula epitelial
B
? ? T macréfago ?
integrinas——» —» < v integrinas
Submucosa

La comprobacién de que los receptores para Yersinia se encuentren localizados
debajo de las células mucosas ha sugerido que, tal como ocurre con Shigelia spp,

Yersinia penetra al cuerpo a través de las células M e invede la capa mucosa

inferior,

Este fendmeno podria contribuir al estado de portador-acarreador, aunque ello
permanece sin ser confirmado. Una objecion hacia la relevancia de la invasina
como factor de virulencia se desprendi¢ de algunas observaciones en el sentido
de que aquélla se produce en mayor grado a 25°C que a 37°C (Ail y YadA si se

producen mas eficazmente a 37°C). Sin embargo, se ha comprobado que dicha
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produccion ocurre consistentemente a 37°C cuando el pH es menora 7 y que la

invasina puede ser detectada en las placas de Peyer (4.

Esta Ultima observacion es trascendental, dado que subraya el hecho de que los
medios de laboratorio no necesariamente reproducen las condiciones que los
microorganismos enfrentan dentro del hospedero, e inclusive, refuerza las
afirmaciones de que los sistemas regulatorios bacterianos suelen responder a
combinaciones de sefiales y no necesariamente a un Unico par@metro

ﬁsicoquimioo (42,57)

Quizd las sugerencias mas solidas de que la invasina no representaba un
importante factor de patogenicidad tuvieron su origen en los resultados de los

estudios que implicaban al efecto de /v sobre |2 Dlsg,

En tal contexto, se aobservd que mutantes de Y. pseudotuberculosis y Y.
enterocolitica carehtes de invasinas daban lugar a la misma DLs, que las cepas
salvajes. No obstante, ello podria deberse a que la DL, representa una medida
muy superficial de Ia virulencia, que suele oscurecer sutiles pero importantes

diferencias entre las cepas probadas (,29).
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De hecho, un estudio reciente ha demostrado que las mutantes /nv negativas son
notablemente més lentas para colonizar y penetrar en las células M aunque, una
vez dentra de la submucosa, resultaron igual de virulentas que las cepas salvajes.
Este hallazgo sugiere el posible papel de la invasing en la induccion de la
fagocitosis bacteriana por parte de las células M las cuales, a diferencia de las
células epiteliales de la mucosa, si podrian contener integrinas B, sobre su regién

ap!cal -

Myf o PsaA. Y. enferocolitica y Y. pseudotuberciilosis presentan una clase de
fimbrias mucoides conocidas como Myf (de mucoid Yersinia fibrillag) o PsahA (de

PH 6 adhesin), 1a cual experimenta una produccién méxima a pH 6.

Evidentemente, clertos autores proponen que dichas fimbrias también participan
en la adherencia del microorganismo a sus células “blanco™; empero, dicha
sugerencia no se ha podido demostrar contundentemente, e inclusive, existen
quienes asequran que no funge como adhesing, en virtud de que Y. pestis ~la
cual también las sintetiza- no la requiere para tal efecto, habids cuenta de que

las pulgas infectadas la inyectan directamente en la sangre humana (2,50

Al parecer, la teoria més aceptada es la que asocia a dichas fibrillas con alguna

funcion bacteriana dentro del fagosoma de los fagocitos dade que, en dicho



compartimiento celular, el pH imperante fluctla entre 5 y 6, precisamente ia

condicién fisicoquimica a fa que su sintesis es dptima (13 «2).

Movilidad. E! papel de la movilidad en la patogénesis alin no se ha esclarecido
para muchas bacterias; no obstante el jocus genético que codifica para ios
factores involucrados en la interaccidn bacteria-hospedero son frecuentemente
coordinados y regulados por estimulos ambientales, los cuales también controlan

la movilidad {75,76)~

ifi. Yops: interacciéon con los leucocitos polimorfonucleares (PMNs) y
otras células hospederas

Dado que Y. enterocoliticay Y. pseudotubercuiosis pueden ser destruidas por los
PMNs, una de las principales estrategias de estos microorganismos consiste en
impedir fa fagocitosis; en concreto, esta capacidad bacteriana reside en una serie
de proteinas, a ias cuales se les denomina Yops. Este término deriva de un
primero: YOPs, que hacia alusion a “protelnas de membrana externa de
Yersinid"; sin embargo, posteriormente se comprobd que no se trataba de las
clasicas proteinas de membrana externa, pero en respeto a la comunidad
cientifica —que ya se habia familiarizado con dicha designacion-, este término sdlo
se modificd ligeramente a Yop. De cualquier manera, no existen dudas acerca de
que las Yops corresponden a importantes factores de virulencia en Yersinia spp

(9,46,55,56)-
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Caracteristicas de las Yops. La sintesis de las Yops depende del plasmido de
virulencia (pYV) de 70-75 kb, cuya regidn "core” estd ocupada primordiaimente
por los genes yop que codifican para dichas proteinas y otros {vi) que controlan
la expresién y secrecion de las primeras. Por tal motivo, la pérdida de este
plasmido de virulencia o la simple modificacién secuencial de algunos de sus

genes individuales provocan que la cepa involucrada se torne avirulenta ().

Existen por o menos 11 Yops, pero sélo a algunas de ellas se les ha determinado
su respectivo papel (consultar [a tabla 4), De acuerdo con la informacion de que
se dispone en la actualidad, las Yops se pueden clasificar en dos clases
funcionales: las que interfieren las sefiales de transduccién en las células
hospederas (por ejemplo, neutralizando la capacidad de los fagocitos para
responder a las condiciones arnbientales) y las que se fijan al citoesqueleto de lfas
células hospederas. Otra caracteristica novedosa de por lo menos algunas Yops
reside en su posibilidad de ser inyectadas directamente al citoplasma de la célula
hospedera, en lugar de resultar excretadas al medio extracelular; en este sentido,
por lo menos YopE y YopH cumplen dicho papel, ei cual adquiere visos de
trascendental, habida cuenta de que se ha observado que las Yops pusificadas no
son toxicas cuando se adicionan exdgenamente a los cuitivos celulares de
mamiferos, pero si ocasionan la muerte de dichas células cuando  las cepas que

las producen se han adherido previamente a aquélias. Es dedir, la adherencia
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bacteriana constituye un requerimiento fundamental para que ocurra la muerte
de los cultivos, lo cual sugiere que el microorganismo se adhiere para inyectar las

YOPS (3,951)-

1. Yops que interfieren las sefales de transduccion de las células
hospederas

Las células de mamiferos responden a sefiales ambientales empleando una ruta
de sefializacion que involucra fosforilacién y desfosforilacion de las proteinas
implicadas; por ejemplo, una hormona que se une a su receptor disparara la
fosforilacion de proteinas que conectan el receptor a cualquier funcién de la

célula hospedera gue aquélla controla (sssg)-

lLa desfosforilacion de las proteinas fosforiladas permite apagar la sefal
Frecuentemente, durante 12 sefial de transduccién, la fosforilacion de proteinas
ocurre sobre los residuos de tirosina, por lo que las tirosin-cinasas y las tirosin-
fosfatasas son muy importantes en dicho proceso. Asimismo, las enzimas que
fosforilan y desfosforilan los residuos de serina y treonina también estdn

involucradas en muchos circuitos de control de la célula hospedera gy sy
Dos de las Yops poseen actividad de protein-cinasa o fosfatasa y estan disefiadas

para interferir los mecanismos de sefializacién de la célula hospedera. Este tipo

de actividades parece retacionarse con propdsitos antifagocitarios, puesto que los
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fagocitos deben responder a sefiales que los conducen hacia la bacteria invasora

y promueven el estallamiento oxidativo de su contenido fisosomal (s ss;.

Tabla 5. Funciones de los factores de virulencia gue promueven la sobrevivencia
de Yersinia en los tejidos y/o ia sangre.

Factor {Tamai Funcién Localizacion
o celular
(kDa)
YadA | 45-50 |Resistencia sérica® Superficie
bacteriana
YopE | 23-26 |Citotoxina, destruye ios microfilamentos de  |Es inyectada en
actina la célula
hospedera
Tirosin-fosfatasa, interfiere a la maquinaria deEs inyectada en
YopH | 45-51 {sefializacion transduccional. la célula
hospedera
Serin-treonina cinasa, interfiere a la
YpkA 82 |maquinaria de sefializacion transduccional. Extracelular
YopM | 44-48 |Inhibe la agregacion plaguetaria, anti- Extracelular
inflamatoria
Funcién desconocida, pero es esencial en la
LcrV | 37-41 |virulencia; requerida en la produccidn Extracelular
(VAQ) méxima de las Yops
Pla® - Proteasa, degrada las Yops, estimula al
activador del plasmindgeno e hidroliza a C3b | Extracelular
y C5a
Fral® - |Capsula proteica antifagocitaria Superficie
bacteriana

CLAVES: = El rango de tamaiio refleja diferencias entre las diferertes espedes; ° = YadA
confiere resistencia sérica a Y. enferocolibica v también actia como adhesina en etapas
tempranas de la infecddn; © = Detectado sdlo en Y. pestis.

En particular, YopH posee actividad de tirosin-fosfatasa y la proteina YpkA (de

protein-cinasa de Yersinid) actia como serin-treonin-cinasa; a pesar de su
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designacion, YpkA es considerada una mas de las Yops debido a que es
codificada por un plasmido y es regulada de forma similar 2 aquéllas, aunque adn
no se ha logrado aclarar si, como la YopH, es inyectada directamente en las
células hospederas. Cabe mencionar que ciertas evidencias preliminares sugieren
que la interrupcién o modificacion de los genes que codifican para YpkA reduce la

virulencia de Y. pseudotuberculosis en ratones ).

Otra Yop que podria interferir las sefiales de transduccién en la célula hospedera
es la YopM, proteina excretada que también inhibe la agregacion plaquetaria.
Como es sabido, las plaquetas representan uno de los tipos celulares que -al ser
activadas- producen citocinas y, de esta manera, contribuyen con la respuesta
inflamatoria. La agregacién de las plaquetas disparada por lg o-trombina
representa una sefial para la liberacién de citocinas;, en este sentido, YopM
compite con las plaquetas por la o-trombina y, de este modo, mientras YopH y
YpkA act(ian directamente sobre los fagocitos para impedir su migracién y el
englobamiento bacteriano, YopM evita la liberacion de los mediadores
inflamatorios que estimulan la actividad de los propios fagocitos y de otras

células del sistema inmune (o s1,68)-
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2. Yops que afectan el citoesqueleto de la célula hospedera

Et terna de los rearreglos de actina mediado por bacterias ha sido introducido en
capitulos previos, y los rearreglos de actina estan asociados con la endocitosis
forzada mediada por factores de invasién mencionados anteriormente en este
capitulo. Una de las Yops, YopE también afecta el citoesqueleto de la célula: al
parecer, después de ser inyectada en las células hospederas causa destruccion
de los filamentos de actina. El efecto de este evento en las células cultivadas es
el de provocar que las céiulas que normalmente se adherian a la placa de cultivo,
se rueden, se desprendan y mueran. Durante el proceso infectivo, la funcién de
YopE podria ser la de matar fagocitos, dado que las cepas que expresan YOpE no
son ingeridas por cultivos de macréfagos cultivados, lo que demuestra que, por
o menos /7 witro, dicha proteina bacteriana posee actividad antifagocitaria

(15,16,58,68)

LerV. Una de las primeras proteinas asociadas a la virulencia de Y. pestis fue el
Ag V, cuya funcién especifica, sin embargo, alin permanece sin determinarse
claramente. Es importante sefialar que, posteriormente, su patogenicidad
también fue demostrada en Y. enferocofitica y Y. pseudotuberculosis y que su
denominacion cambié por la de LcrV, debido a que parece ser esencial para la
completa expresion de las Yops (se asigna el nombre de Lcr a los genes
regulatorics), si bien su funcién reguladora de las Yops probablemente no sea su
Unica funcion, considerando que es excretada al medio y que los Acs dirigidos
contra ella son protectores (dos caracteristicas que generalmente no se asocian a
proteinas regutatorias) (sos1)-

Excreciéon y procesamiento de las Yops. Diversos genes del plasmido de

virulencia, incluyendo al yop8, al yopD y a otros conocidos como ysc (de Yop

35



secretion), controlan la excrecidn y ef procesamiento de las Yops. De hecho, la
funcién de las proteinas codificadas por ellos es presuntivamente la misma que la
de ias requeridas para el ensambie y anclaje de las subunidades de pilina 0 para
la excrecién de varias exotoxinas, e inclusive, algunas Ysc comparten secuencias
significativamente similares con ciertas Mxi de Shigellz spp (responsables de la

excrecion de las proteinas Ipa} (is,3s.60,61,65-

iv. Interacciéon con el complemento

Las 3 especies patogenas de Yersinia son resistentes séricas (no son destruidas
por el MAC). En Y. enterocoliticay Y. pseudotuberculosis, la resistencia sérica es
una caracteristica inducible y sélo se manifiesta a 37°C; por su parte, Y. pestis
muestra esa capacidad a cualquier temperatura, lo que concuerda con fos
siguientes hechos:

sEsta especie es inyectada directamente desde el cuerpo de un insecto (cuya
temperatura es menor de 37°C) hasta el organismo humano, en donde reguiere

inmediatamente de dicha resistencia.
sLas pulgas son artropodos hematdfagos y, por lo tanto, Y. pestis suele quedar

inmersa en la sangre humana, la cual contiene a todos los componentes del

complemento,
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*Si bien atin no se conoce mucho acerca de los factores de resistencia sérica en
Yersinia spp, es claro que no todas las especies del género cuentan con el mismo
mecanismo. En Y. enferocolitica, dicha resistencia esta mediada por YadA, ia cual
también representa uno de los factores de adhesionfinvasion: la mencionada
proteina se une al factor H y provoca que, al pegarse C3b a la célula bacteriana,
dicha molécula derivada de C3 reaccione con H y sea degradada por 1. Cabe
mencionar que la escisidn o modificacién del gen yad4 provoca que Y.

ernterocolitica se transforme en sero-sensible (11,1519

sAparentemente, Ail también contribuye a la sero-resistencia de Y. enterocolitica,
lo que sugiere que tanto esta proteina como YadA podrian desempeiiar maés de

hiY

una funcidn en el proceso infective 1.

*Por su parte, Y. pestis produce una proteasa denominada activador del
piasminégeno (Pla) la cual, entre otras actividades, degrada a C3b y CBa,
impidiendo la formacién del MAC, el papel opsonizante de C3b y la capacidad

quimioatrayente de C5a hacia los fagocitos ¢s7,se.

37



v. Procuracion del hierro

La sobrevivencia y proliferacion de cualguier patdgeno dentro de su hospedero
depende de su capacidad para procurarse nutrientes esenciales tales como el
hierro el cual, en el organismo humano, se encuentra casi totalmente unido a
moléculas eéspecializadas entre las que destacan la ferriting, transferrina,
lactoferrina y hemoglobina; por tal motivo, los agentes bacterianos han debido
desarrollar estrategias eficaces para obtener dicho metal a partir de las moléculas

mencionadas ().

En lo referente a VYersinia, Wake y cols fueron los primeros en detectar
sideroforos, particularmente en Y, pestis pero, a continuacion, Heesemann
observé que tales compuestos eran producidos por ctras especies del género, por

lo que los denomind genéricamente Yersiniabactina (Ybt) .
La Ybt purificada de Y. enferocolitica posee una masa molecular de 482 Da,
contiene grupos quelantes aromaticos y alifaticos, y manifiesta una unién al

hierro relativamente débil bajo condiciones de cultivo i vitro.

Cabe sefialar que Ia actividad de los siderdforos sélo se ha detectado en cepas de

alta virulencia, cuya letalidad para ratones se manifiesta a bajas dosis infectivas,
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En este sentido, el conjunto de genes responsables de la mortalidad murina ha
recibido el nombre de “isla de alta patogenicidad” (HPI), su tamafio es de 43.4
kb y su “core” funcional consta de 12 genes, al menos 6 de los cuzles (ipf a ip5
e /rp9) estédn involucrados en la biosintesis de la Yersinigbactina, ybtA codifica
para el controlador transcripcional del regulén, /néf para una integrasa, ipé e
irp7 para proteinas que participan en el transporte de la Yersinigbactina férrica a
través de la membrana interna bacteriana y, finaimente, 758 para la sefial de

transduccién (49,63)-

Es oporiuno destacar las siguientes caracteristicas de la HPI:

*Alin cuando confiere una mayor virulencia a las cepas que lo presentan, no
parece incluir genes que contribuyan al dafio directo de [as células del
hospedero; en realidad, promueve la propagacion bacteriana, ya que mejora

notablemente la adaptabilidad del agente infeccicso,

*No contiene genes involucrados en su propia transmisibilidad, lo que implica que
puede ser transferida pasivamente, ya sea por transduccidn ~la integrasa IntB es
similar en aproximadamente 50 % al profago P4- 0 por medio de plasmidos

conjugativos.
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IV. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

i. Diagnéstico microbiolégico

El aislamiento de Yersinia enterocofitica a partir de muestras fecales implica
algunas dificultades, debido a que el microorganismo desarrolla muy lentamente
en relacion con la flora habitual del intestino; sin embargo, el diagnostico de
laboratorio puede favorecerse merced a una caracteristica (nica de Yersin/x su
capacidad de crecer a bajas temperaturas, la cual es aprovechable para iniciar las

metodolegias de aislamiento con una etapa de enriquecimiento (s,

Et mendonado enriquecimiento se lleva a cabo a 4°C en amortiguador salino
fosfatado, intentando subcultivos semanales durante 28 dias, y resuita
particularmente {til en los casos en que el nimero de microorganismos resulta
muy pequefio, como durante la etapa de convalecencia de la enfermedad, o bien,

en los individuos asintomaticos ().

En cuanto a los subcultivos semanales, es importante sefialar que Yersinia
desarrolla en diversos medios entéricos tradicionales y que algunas propiedades
que pemiten efectuar su diferenciacion incluyen at hecho de que es factosa, H.S

v oxidasa negativas, ademas de ureasa positiva (s,21.
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Sin embargo, el agar Safmonelia-Shigelfa (SS) sdlo favorece consistentemente el
crecimiento del serotipo 0:3 y 0:9, mientras que e! agar MacConkey permite el
aislamiento de los serotipos inhibidos en el SS. En tal contexto, ambos medios de

aislamiento pueden emplearse paralelamente ).

Adicionalmente, el agar cefsulodin-irgasén-novebiocina (CIN), un medio en placa
selectivo y diferencial disefiado desde 1979 por Schiemann, suele proporcionar
eficacia &l aislamiento. Su composicion por litro es la siguiente: peptona 20 g,
extracto de levadura 2 g, manitol 20 g, acido pir(ivico (sal sédica) 2 g, cloruro de
sodio 2 g, sulfato de magnesio heptahidratado 10 mg, (10 mL de una solucidn
stock al 0.1%) y agar 12 g. Los componentes deben suspenderse en 748 mt. de
agua destilada y, previa disolucidn del agar, se deja enfriar hasta 80-85°C, se
adicionan 10 mL de irgasan DP300 (2,4,4"-tri-cloro-2"-hidroxi-difenil éter en una
solucion al 0.04% en etanol), con agitacidén continua para volatilizar el atcohol.
Dicha mezcla se enfria hasta 47°C en bafio de agua. Se prepara una solucion que
contenga 2 g de sales de bilis disueltas por calentamiento en 200 mi de agua
hasta llegar a ebullicién. La solucion se enfria hasta 47°C y se adiciona a la
mezcla preparada inicialmente. Posteriormente se adiciona 1 mL de hidréxido de
sodio 5 N junto con 10 mL de cada una de las siguientes soluciones stock: rojo
neutro, 3 mg/mL; cristal violeta, 0.1 mg/mL; cefsulodin, 1.5 mg/mL; novobiocina,

1.5 mg/mL. Las soluciones stock de antibidticos se enfrian hasta =70°C vy
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después se mantienen a temperatura ambiente hasta su uso. El medio se
adiciona con 10 mL de solucidn al 10% de cloruro de estroncic (filtrado vy
esterilizado) con agitacién magnética constante y el pH final se ajusta con

hidrdxido de sodio a 7.4 (62

Una vez sembrado el CIN, se incuba durante 18 a 20 h a 259C, obteniéndose
colonias de 0.5 2 1 mm de didmetro con apariencia de “ojo de toro” (rojo oscuro

con bordes transparentes) (s e2).

Secuencialmente, las presu.ntas colonias de Y. enterocolitica se someten a
diversas pruebas bioquimicas empleadas para identificar a numerosas bacterias
de interés en salud pdblica, destacando las de ureasa, omitina descarboxilasa
(ODC), Voges-Proskauer, indol, movilidad, rojo de metilo y manitol, cuyas

aspectos mds relevantes se abordan a continuacion (sz;).

Ureasa

En esta prueba se evidencia la capacidad del micrcorganismo para desdoblar 1a
urea (NH,-CO-NH; ), en dos moléculas de amoniaco mediante la accidn de la
ureasa. Esta enzima se clasifica como una amidasa, ya que cataliza la hidrélisis

correspondiente, al actuar sobre el enlace C—N de ciertos compuestos que no
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presentan uniones peptidicas, redituando la formacion de amoniaco (NHs), el cual
reacciona para producir carbonato de amonio (4.

0

HeN-C-NH; + 2HOH ——3 CO; + H;0 + 2NH3 g—— (NH.}:CO;

La actividad de la enzima es dptima & un pH de 7.0 y el medio liquido mas
utitizado para realizar la prueba es el caldo urea de Stuart, el cual contiene
fosfato monobasico de potasio (KH.PO,) 9.1 g, fosfato dibasico de sodio
{Na:HPO4} 8.5 g, extracto de levadura 0.1 g, urea de alta pureza (20%) 20.0 g,

rajo de fenol 0.01 g y agua deionizada 1000 mL 4.

los componentes se mezclan, se disuelven en agua y, para concretar su
esterilizacién, se fittran con membranas Millipore; el pH se debe ajustar a 6.8 v,
posteriormente, el medio se distribuye en tubos estériles de 13 x 100 mm, a

razon de 3 mL en cada uUno (4.

Algunos laboratorios muestran preferencia por el agar urea de Christensen, gue
contiene: peptona 1.0 g, cloruro de sodio NaCl 5.0 g, fosfato monobasico de
potasio 2.0 g, glucosa (dextrosa 0.1%) 1.0 g, urea 20.0 g, rojo de fenol 0.012 g,
agar 15.0 a 20.0 g y agua deionizada 1000.0 ml. Para preparar este medio, se

mezclan todos los componentes, exceptuando a la urea, en 900 ml de agua, se



disuelven y esterilizan g 121°C, 15 Ib, 15 min y se permite su enfriamiento hasta

aproximadamente los 50°C, antes de agregar la solucién estéril de urea (3044

En este sentido, la solucién de urea se prepara disolviendo 1 g del sustrato de
alta pureza (20%) en 100 mL de agua y se esteriliza mediante filtracidon a través
de una membrana Millipore. Finalmente, se mezclan ambas soluciones, con lo

que la concentracion final de urea es de 10% wa).

La siembra de los medios Stuart y Chistensen se lleva a cabo a pattir de un

cultivo puro de 18 a 24 h y aquelios se incuban a 359C por 24 h.

En el Stuart, las reacciones positivas se evidencian al desarrollarse un color rojo-
rosado intenso en todo e medio mientras que, en las pruebas negativas,

persistira la coloracion rojo naranja original.
En cuanto al Christensen, las lecturas positivas se basardn en la aparicion de un

color rojo-rosado en el pico del agar, aunque el vire puede llegar a extenderse

hacia el agar, cuando la reaccién es mas rapida e intensa (4.
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Oritina descarboxilasa

Esta prueba se basa en la capacidad enzimatica de ciertos microorganismos para

descarboxilar a la ornitina, generando una amina que alcaliniza el medio.

Las descarboxilasas bacterianas suelen desligar del aminoacide implicado al
grupo carboxilo-terminal (COOH), produciendo una amina o diamina y diéxido
de carbono (COy); por o que toca a la L-omiting, ésta es descarboxilada por la
omitina-decarboxilasa, redituando la formacidn de la diamina puirescina v

didxido de carbono (4.

En virtud de que la cadaverina y la putrescina son mas estables a menores
potenciales de oOxido-reduccion, la bacterla en estudio se debe cultivar
recubriendo la superficie del medio con parafina o vaselina. De esta manera, el
oxigeno libre es consumido por el propio microorganismo durante la fase inicial
de crecimiento y, durante la descarboxilacién, el pH del medio aumenta al
formarse la amina alcalina putrescina, alin cuando también se produce didxido de
carbono. El indicador plrpura de bromocreso! ayuda a revelar la reaccién, ya que
primero vira a amarille al efectuarse la fermentacién de la escasa cantidad de
glucosa contenida en el medio, pero finalmente recupera su coloracion vino,

cuando la descarboxilasa ejerce su accién sobre la omitina (q).
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NH; CH, — NH2

(CH:)s ornitina- CH,

CH, NH, » CH,

COOH descarboxilasa CH,~NH, ¥ CO,
L-ornitina putrescina  didxido de carbono

Voges- Proskauer

Esta prueba se basa en la elaboracion de acetilmetilcarbinol (acetoina), un
producto final neutro derivado del meftabolismo de la glucosa, la cual es

metabolizada y transformada en acido pirdvico.

La descarboxilacion de dos moléculas de &cido pirlivico da lugar a una molécula
de acetoina, la cual representa una etapa intermediaria en la produccién del 2,3~
butanodiol; ambas (ésta y la acetoina) son productos neutros provenientes de la

fermentacion de glucosa ().

2 Piruvato . Acetoina + 2 CO;

En presencia de oxigeno atmosférico y dlcali, la acetoina y el 2,3-butanodiol son
oxidados en diacetilo que es el reactante para el color indicativo de la reaccién de

Voges-Proskauer. El pH del medio es de suma importancia, ya que a pH mayor
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de 6.3 ocurre fa acumulacidn de &cido acético y formico, suprimiéndose la
produccion de CQ,, Ha, acetoing y 2,3-butanodiol. En contraste, cuando el pH es
menor de 6.3, el acido acético es convertido en acetoina y 2,3-butanaodiol, sin

formarse H: e incrementando la concentracion de CO; o).

Los tres principales ingredientes en la reaccidn de Voges-Proskauer son; a) el a-
naftol, sustancia nitrogenada catalizadora que se encuentra en la peptona y &
diacetilo, es el primer reactivo agregado a una alicuota incubada; el a-nafto} debe
ir en solucidn alcohdlica, ya que actda como intensificador del color, lo que
aumenta la sensibitidad de la reaccion sin pérdida de su especificidad; b) la KOH
al 40 % {o NaOH al 40 %), cuya finalidad es la de contribuir a 'a absorcién del

CO;,; dicho reactivo no debe exceder de 0.2 mb (sq.

Es muy importante agregar los reactivos en el orden indicado. Después de
agregar el a-naftol y el KOH, el tubo se debe agitar suavemente para exponer el
medio al oxigeno atmosférico y éste oxide a la acetoina -cuando existe-, en

diacetilo, el reactante encargado de generar el color con et KOH y la peptona.
Finalmente, se considera que la reaccién es positiva al aparecer una coloracion

rojo-rosada sobre la superficie del medio. En caso de que el color permanezca

amarillo o sélo cambie a cobrizo, la prueba se considera negativa 4.
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Indol

Ei triptofanc  es un aminoacido que puede ser oxidado por ciertas bacterias para
formar tres metabolitos inddlicos principales: indol, escatol (metilindol) e
indolacético (IAA-indolacetato). En dicho proceso intervienen un conjunto de
enzimas intracelulares y reciben el nombre colective de “triptofanasa” .

Ei principal intermedio de la degradacién del triptofano es el acido indolpir(vico,

del cual puede formarse indo! por desaminacidn, y escatol por descarboxilacion

del acido indolacético.

La enzima triptofanasa cafaliza la reaccion de desaminacion, atacando la
molécula triptofano solamente en su cadena lateral y dejando intacto el anillo
aromatico en la forma de indol, esto ocurre a pH ligeramente alcalino (7.4 a 7.8)
ya que es el pH dptimo para la triptofanasa al disminuir el el pH (hacia la acidéz)
se provoca una reduccién en la produccion de indol y una reaccion falsamente

negativa o débiimente positiva 4.

La desaminacidn y ia hidrélidsis tiene lugar con ef agregado de una molécula de
agua en presencia de la enzima triptofanasa y el piridoxal fosfato como
coenzima. En la desaminacion, es extraida la porcién amina (NH;) del aminoécido

con la liberacidn de una molécula de amoniaco. La desaminacion del triptofano es

49



de tipo reductor por lo cual es extraido el NH, y liberado como NH; y energla,

que es utilizada por la bacteria.

La degradacion del triptofano fibera indol, acido pirdvico, amoniaco y energia. El
acido pirQvico puede ser nuevamente metabolizado por medio del ciclo
glucolitico, o entrar en e ciclo de Krebs para liberar CO; H.O ¥y una gran
produccidn de energia. El NH; puede ser utilizado para sintetizar nuevos

aminoacidos empleando la energia que se encuentra para la reaccién anabdlica.

El indol, desdoblado de la molécula triptofano, puede ser detectado por un
reactivo que posea una combinacion quimica que produzca un color definido. La
presencia o ausencia de formacion se emplea para 1a identificacion bacteriana.

Los ingredientes principales del caldo triptofano o de peptona son: peptona
(como fraccién protéica), cloruro de sodio vy triptofano en concentracién de 1%

(44

La preparacidn consta en pesar exactamente las cantidades indicadas, rehidratar
con agua destilada o desmineralizada, calentar hasta lograr completa disolucion
de cada ingrediente y distribuir en tubos en un volumen aproximado de 4 mi

por tubo. Finalmente, la esterilizacién se lleva a cabo a 121°C, 15 libras de
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presién durante 15 minutos. Se deja enfriar y por (itimo se almacena en

refrigeracion a 4-10°C,

La inoculacion se lleva a cabo a partir de un cultivo puro de 18-24 horas.

Se incuba a 35°C de 24-48 horas.

Por dltime se adicionan 5 gotas del reactivo de Kovacs o de Ehrlich (cuyo
componente principal es el p-dimetilamino-benzaldehido en alicohol y medio
acido) directamente al tubo incubado , antes de intentar una interpretacion. Tal
reactivo debe ser de preparacion reciente , sin embargo puede conservarse
varios dias en refrigeracién (4-10°C) ya que si se conserva a temperatura
ambient2 cambia su coloracidn de amarillc a castafio y disminuye su sensibilidad

(4)

La prueba se interpreta como positiva siempre y cuando se forme un anillo rojo
en la superficie del medio en la capa alcohdlica y se interpreta como negativa si
por el contrario, no se produce color en la capa alcohdlica y toma el color dei
reactivo de Kovacs ¢ de Ehrddich {amarillo), por otro lado, algunas bactetias
pueden presentar reaccion variable observandose un color anaranjado en la
supetrficie del medio debido al desarrollo de escatol, un compuesto metilado gue

puede ser precursor de la formacion del indol 4a).
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Movilidad

Esta prueba se basa en determinar si un organismo es movii 0 inmovil. La
movilidad de fas bacterias se debe a la presencia de flagelos. Las bacterias
mdviles pueden presentar un solo flageio o muchos; ademds su localizacién varia

con la especie bacteriana y l1as condiciones de Cutivo -

Los principales ingredientes del medio son: extracto de carne (3 g), peptona (10
@), cloruro de sodio (5 g), agar {4 g) y agua destilada (1000mL). Se prepara
mezclando los ingredientes indicados y disolviéndolos en agua, la mezcla se debe
calentar suavemente hasta su completa disolucidn (el pH final del medio debe ser

de 7.3) y postericrmente se distribuyen en tubos en cantidades de 5 mL por

tubo.

La esterilizacion se lleva a cabo a 121°C, 15 libras de presion durante 15
minutos. Se deja enfriar en forma vertical y por Gltimo se aimacena en

refrigeracion a 4-10°C,
La inoculacién se lleva a cabo a partir de un cultivo puro de 18-24 horas en un

medio de cultivo adecuado. El indculo se deposita por estria recta en el centro del

medio a una profundidad de 1.2 cm. Finalmente se incuba a 22°C (temperatura
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ambiente) durante 5 dias, 1a temperatura de incubacion es fundamental , ya que
muchos organismos mdéviles 1o son a 15-25°C, pero no a 37°C, que es su
temperatura dptima de crecimiento, Es recomendable efectuar un control no

inoculaco para usar como comparacion de crecimiento (s,

La bacteria se considera mdvil cuando ios organismos migran de & linea de
siembra y se difunden en el medio, provocando turbiedad. Pueden mostrar un
crecimiento en estrias vellosas. Y por el contrario, se considera inmévil cuando el
crecimiento bacteriano se encuentra acentuado en [a linea de siembra; el medio
circundante se mantiene claro. B medic de control no inoculado debe

permanecer claro e incoloro .

Rojo de metilo

La prueba de rojo de metilo se utiliza para comprobar la capacidad de un
organismo de producir y mantener estables los productos terminales dcidos de la
fermentacion de la glucosa, y vencer la capacidad amortiguadora del sistema. Es
una prueba cualitativa de la produccién de acido (determinacion del pH) ya que

algunos organismos producen mas acidos que otros ().
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La prueba se basa en el empleo de un indicador de pH, rojo de metilo, para
determinar la concentracion de iones de hidrégeno presente cuando un
organismo fermenta la glucosa. La concentracion de hidrogeniones depende de la
relacion gaseosa (CO, y Hz), que a su vez es un indice de los diferentes ciclos del
metabolismo de la glucosa que muestran diversos grganismes. Las diferentes
formas de fermentacién se deben a variaciones en las enzimas vinculadas en el

metabolismo del &cido pirtvico que se encuentran en el organismo.

Los organismos RM positivos producen un alto volumen de acidos: lactico,
succinico, acético v férmico; la descomposicion del dcido formico es la Hlave para
la produccién de hidrégeno y anhidrido carbdnico. La bacteria £ coff por
ejemplo, produce cantidades iguales de H; y CO, a partir del metabolismo de la
glucosa. La reaccion general del metabolismo de la glucosa por 1a £ coff es la

siguiente:

2Glicosa+ H0 — . 2 Adido ladtico + Addo acético + alcohol etflico + 2 COs + 2H;

Addo formico ————p 2C0; + 2H;

L.os organismos rojo de metilo positivos producen acidos estables, manteniendo
una afta concentracién de iones de hidrégeno hasta alcanzar cierta concentracion

y entonces cesa toda actividad (s
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Los organismos rojo de metilo negativos también producen acidos {acético,
lactico y formico), pero tienen una menor concentracion de idnes hidrégeno
porque hay reversidn hacia ia neutralidad debida a fa nueva degradacidn de ios
4cidos organicos en carbonatos y al anhidrido carbénico, y posiblemente a la

formacion de compuestos de amonio por las proteinas que se encuentran en el

medio.

La validez de la prueba del rojo de metilo depende de un tiempo de incubacién
suficiente como para permitir que se produzca Ia diferencia en el metabolismo de
la glucosa. Los organismos en estudio se incuban por lo menos 2 dias a 35-37°C
lo que permite que todos fos organismos con baja proporcion gaseosa (RM+)
muestren su limite en la concentracidn de idnes hidrdgeno (bajo pH terminal),
mientras los que tienen huna alta relacion gaseosa (RM-) muestran una menor

concentracién de hidrogeniones (alto pH terminat).

El medio empleado contiene: polipeptona o peptona amortiguada (7 g), glucosa
(5 ), fosfato de potasio buffer (5 g) y agua destilada 1000 mL. Se prepara
mezclando los ingredientes indicados y disolviéndolos en agua, la mezcla se debe
calentar suavemente hasta su completa disolucion y posteriormente se

distribuyen en tubos en cantidades de 5 mL por tubo a).
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La esterilizacion se lleva a cabo a 121°C, 15 fibras de presién durante 15
minutos. Se deja enfriar en forma vertical y por dltimo se almacena en

refrigeracion a 4-10°C.

Se emplea un indculo poco espeso de un cultivo puro de 18-24 horas, las
condiciones de incubacién recomendadas son: 30°C de 3 a 5 dias. La evaluacion
del prueba se realiza por la adicion de indicador de pH rojo de metilo

directarnente a una alicuota incubada (4.

Se determina que la prueba RM es positiva si el culiivo es lo suficientemente
adido como para permitir que el reactivo rojo de metilo mantenga un definido
color rojo (pH 4.4), en la superficie del medio. La prueba se considera negativa
cuando se observa coloracién amarilla en fa superficie del medio (pH 6). La
prueba se considera de accidn retardada en caso de que la superficie del medio
adquiera color anaranjado y en tal caso se recomienda continuar la incubacién

por 4 dias mas y repetir [a prueba ).

Manitol

Con este nombre se conace al sistema enzimdtico mediante el cual una célula

bacteriana es capaz de llevar a cabo la utilizacion de manitol, con el fin de
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satisfacer sus requerimientos de carbono. El manitol es quimicamente un azicar-
alcohol, tal como otros compuestos a los que también se les denomina alcoholes
polihidricos -adenito!, dulcitol y sorbitol-, mismos que son producidos a partir de

la reduccion de monosaciridos:

D-manosa Reduccidn > Manitol

La prueba de la manitolasa constituye una reaccidn que, dada su aceptable
exactitud vy sencillez, es utilizada en muchos laboratorios, Puede ser llevada a
cabo tanto en medio sélido como en medio liquido, si bien una parte de los
analistas prefieren efectuaria en el primero, al mismo tiempo que se aisla al
miroorganismo en medios selectivos con alta concentracion de NaCl — como el

Manitol sl agar (MSA)-.

La técnica se reduce a sembrar la muestra o la bacteria en manito) sal agar o en
caldo manitol rojo de fenol - respectivamente -, dado que sus composiciones
induyen tanto al sustrato como el indicador , los medios se incuban durante 24
horas, después de las cuales se hara la lectura de los resultados, interpretédndose
la prueba como positiva cuando el indicador del medio ha virado a color amarillo

0 como negativa, cuando dicha coloracion es roja.
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il. Diagndstico serolégico

Prueba de ELISA

La capacidad para cuantificar la clase de inmunoglobulina y fa especificidad de la
respuesta mediada por anticuerpos hacia antigenos cromosomales y los

codificados por pidsmido tiene una gran importancia a nivel diagndstico ws)-

Enzyme-Linked Immunosorben Assays (cominmente llamado ELISA), es una
técnica que permite determinar la presencia de anticuerpos producidos en
respuesta @ infecciones originadas por diferentes microorganismos tales como
bacterias (Salmonefla, Yersinia, Brucella, Rickettsia, Treponema, Legionella,
Mycobacterium y Streptococcus) y virus (VIH, Epstein Barr, Rubéolay HSV); el
ensayo también puede ser utilizado para determinar antigenos (toxinas)
producidos por Vibrio choferae, Escherichia colf y Staphylococcus aureus entre
otros y cada una de las dos variantes se puede utilizar de manera cualitativa
para detectar |a presencia de antigeno o anticuerpo. Pe manera opcional, se
puede preparar una curva estandar basada en concentraciones de antigeno o
anticuerpo conocidas a partir de la cual, se determina la concentracion de una

muestra problema co,«s.50)-
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Bl principio del ensayo radica en que el antigeno empleado {extractos de
micrgorganismos, células bacterianas muertas, glucoproteinas purificadas o
lipopolisacarido bacteriano LPS) se fija en forma no covalente a cada uno de los
pozos de una placa de pldstico formando una capa en el fondo; ios antigenos gue
no son fijados se eliminan por medio de un Javado que se realiza con buffer.
Muchos antigenos no se adhieren de forma especifica al pldstico, pero con la
intencién tener una mejor monocapa, los pozos pueden pre-cubrirse con poli-L-
lisina (PLL), un polipéptido sintético que imparte carga positiva a la superficie del
pozo y de esta forma atrae células o moléculas cargadas negaftivamente. Con ia
finalidad de bloquear los sitios que no fueron ocupados por el antigeno se usa
una sclucién al 3% de albimina con 1a cual se incuban los pozos, después de
esta incubacion se realiza otro lavado con buffer. Posteriormente se adiciona el
suero de prueba (anticuerpo) y se incuba nuevamente; los anticuerpos que no se
unieron al antigeno fijado se eliminan por medio de un favado el cual debe ser
repetido por tres veces para asegurar la eliminacion de anticuerpos. En el paso
final, se adiciona el anticuerpo etiquetado con la enzima el cual es especifico para
el primer anticuerpo. Entre las enzimas mas utilizadas se encuentran fosfatasa
alcalina, peroxidasa de caballo-rabano y p-nitrofenilfosfatasa, las cuales pueden
generar productos de reaccion coloridos a partir de la adicién del sustrato
apropiado; nuevamente se elimina el exceso de anticuerpos por medio de [avado

y finalmente se adiciona el sustrato para la enzima. la reaccién se detiene
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adicionando 1501l de acido suifirico 1M y se revela por la conversidn de un
sustrato  incoloro en wuna sustancia colorida que es determinada

espectrofotométricamente ap 4g54)-

Este tipo de ensayo es flamado ELISA indirecto, pero existen otras variantes
como son FLISA sandwich que se usa para detectar la presencia de antigeno en
la muestra y, en este caso los pozos se cubren con &l anticuerpo, ef exceso se
elimina con un primer lavado, posteriormente se adiciona la muestra que
contiene al antigeno y se deja reaccionar, el exceso de antigeno no unido se
elimina con un segundo lavado; el siguiente paso es adicionar ef segundo
anticuerpo, el cual va marcado con la enzima y ademas es especifico para otro
epitope del antigeno. Después de realizar un tercer lavado y adicionar e} sustrato
para la enzima, se mide el grado de coloracion por un método

espectrofotometrico (ss,oes).

Inmunoelectroforesis cruzada (XIE)

La inmunoelectroforesis cruzada (XIE) representa uno de los métodos empleados

para evaluar de forma semicuantitativa fa respuesta de anticuerpos contra un

gran “pool” de antigenos cromosémicos de Y, enterocolitica 0:3 sin necesidad de

ser purificados. Cada interaccidon antigenc-anticuerpo se representa por un pico,
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y el drea que éste ocupa es directamente proporcionat a fa concentracion de la

proteina ).

En esta tecnica, el primer paso consiste en la separacion del antigeno en sus
componentes por medio de electroforesis; para ello, se deposita el agar fundido
sobre una placa de vidrio y, una vez que solidifica, se practica una horadacion de
aproximadamente 2 mm de didmetro en el gel para colocar la solucidn que
contiene al antigeno; posteriormente se aplica una corriente eléctrica para llevar
a cabo la separacion de las proteinas individuales. De dicho gel se corta una
banda longitudinal que contenga las bandas separadas y se coloca sobre otro gel
que contiene el anticuerpo, se lleva a cabe la segunda electroforesis en la cual el
sentido de la corriente eléctrica es en direccidon perpendicular respecto a la
primera electroforesis (formando un angulo recto). La altura de los picos
formados por la precipitacion del complejo antigeno-anticuerpo es proporcional a
la concentracion del antigeno la cual puede ser determinada por medio de una

curva estandar de referencia z4,39,40,69

En este caso, se emplean preparados sonicados de Y. enterocolitica serotipo 0:3
que se corren contra inmunoglobulinas de conejo (suero) a una concentracion de
40plfcm’® en un gel en placa, Solo son detectados antigenos codificados

cromosomalmente, de tal manera que la evidencia de anticuerpos presentes
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dirigidos contra los antigenos se detecta por medio de la reduccién en las areas
que rodean a los precipitados correspondientes. La cuantificacidn de los
anticuerpos contra antigenos de Y. enterocofitica serotipo 0:3 en el gel, se
observa por comparacidn de una serie de placas que contienen cantidades
incrementadas de antisuero de conejo como referencia que van de 0.0, 0.1, 0.2,

1.0, 2.0, 10.0, 20.0 y 40.0 plfcm? ag).
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iii. Diagndstico molecular

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccién en cadena de la polimerasa fue descrita inicialmente en 1985 y
representa el método de amplificacion mas eficaz de los hasta ahora conocidos,
ya que ofrece la ventaja de méxima sensibilidad, especificidad y rapidez. Los
ensayos de PCR han resuitado exitosos para realizar la deteccién de cepas
virulentas de varias especies bacterianas incluyendo a Yersinia enterocolitica. El
producto de la PCR, al cual diversos autores asignan el nombre de “amplicén”,
puede ser secuenciado con fines diagndsticos, de tipificacidn, de determinacidn

de mutaciones genéticas o de epidemiologia molecular 2.

La PCR permite amplificar /7 vitro una region particular de ADN, mimetizando el
fendmeno ocurrido 7 wivo, mediante ia sintesis enzimdtica de una hebra
complementaria al del ADN molde, bajo condiciones establecidas. La reaccidn se
lleva & cabo a lo largo de tres etapas caracterizadas por diferentes temperaturas

(24)
De acuerdo con las estadisticas reportadas, ¥. enterocolitica serotipo 0:3 es el

patdgeno mas frecuente para el humano, por lo que existe la necesidad de

disefiar un método de PCR que diferencie el serotipo aislado en cada reporte
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médico. Sin embargo, los métodos tradicionales de PCR no determinan el
serctipo de la bacteria, aunque éste se asocia directamente a la cadena O del
LPS, un antigeno inmunodominante y —a su vez- el mayor componente de la

membrana externa de las bacterias Gram negativas @771).

Los genes gue codifican para la biosintesis de la cadena O de Y. enterocofitica
0:3 se encuentran localizados en el fragmento /by el método desarroliado para
detectar a dicho serotipo se basa en la amplificacion de dos segmentos: uno de
253 bp que se ubica en el gen #2B v, el segundo, de 405 bp, perteneciente al

gen rfBC. Los primers empleados para ampiificar el segmento /28 son el

5 -CGGTATCGTCAACATCAATGC-3" v el

5 -GACTCTGTCTATAAACACCAG-3';

por su parte, los relacionados con la amplificacién del 2C son el

5'-CGCATCTGGGACACTAATTCG-3" v el

"~CCACGAATTCCATCAAAACCACC-3".

Todos los ciclos de PCR inician con la desnaturalizacién del fragmento de ADN

molde; posteriormente, se lleva a cabo el alineamiento, en donde los primers



localizan y se fusionan al ADN molde; y, finalmente, ocurte la incorporacion de la
ADN polimerasa al complejo nucledtido-ADN molde, a fin de efectuar fa

elongacién de la cadena de ADN (7).

Es decir, la primera etapa de la reaccién consiste en la desnaturalizacién de la
doble cadena de ADN (92-96°C); ésta se considera critica, ya que de el
depende la disponibilidad de Jas cadenas sencillas y, por lo tanto, el

apareamiento de los oligonucledtidos a las secuencias complementarias (s 7).

Para secuencias de 1 kb o menores, la desnaturalizacion se puede verificar a
94°C durante 1 minuto y, para fragmentos mas grandes, el tiempo se debe
aumentar aproximadamente a razon de 1 minuto por cada kb adicional. Sin
embargo, la 6ptima temperatura inicial de desnaturalizacion se ha estimado en
959C durante 3 a 5 minutos, ya que ello garantiza la separacion completa del

ADN g2y,

Si bien los tiempos prolongados de desnaturzalizacidn aseguran la completa
desnaturalizacidn del ADN molde, particularmente cuando se trata de regiones de
ADN gendmico ricas en G y C, la alta fidelidad del método requiere de que los

lapsos sean Minimos (s3,70).
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Por lo que respecta a la segunda etapa, el alineamiento de los oligonucledtidos,
este evento se efectla adecuadamente entre los 45 y 72°C. La temperatura
involucrada se denomina Ty, y cotresponde a la temperatura a la cual el 50 % de
los oligonucledtidos se aparea a su secuencia complementaria y se calcula para

oligonucledtidos de < 20 bases de largo mediante la siguiente ecuaciém:

Ta=4(G+C)+2(A+T)

en donde G, C, A vy T corresponden al nimero de tales bases en el

oligonucléotido (s3.

Probablemente, el componente mas critico en la optimizacién de la especificidad
de una PCR sea la temperatura de alineamiento, ya que si ésta resulta muy
elevada suele no ocurrir el apareamiento de todos los oligonucledtidos al ADN
molde y, cuando es demasiado baja, se incrementa la probabilidad de que
sucedan apareamientos inespecificos. En otras palabras, la especificidad del
método depende de que la temperatura de alineamiento coincida con la mas baja

de disociacién (T4} del oligonuclebtido (s,

Con cierta frecuencia resulta necesario probar varias temperaturas de

alineamiento alrededor del rango antes sefalado, principaimente cuando se
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desconoce con exactitud la temperatura de disociacién de los ofigonucledtidos, e
inclusive, cuando se desea obtener mejores resultados, ya que diversos
productos no deseados pueden amplificarse al existir errores en el alineamiento,
Ademds, es importante tomar en cuenta que la probabilidad y especificidad del
alineamiento no sélo son dependientes de la temperatura y del tiempo, sino
también de las concentraciones del ADN molde y de los primers. Aunque el
tiempo de alineamiento suele ser de 1 minuto, dicho lapsa puede ser menor en

funcién del volumen de reaccion (437,4s).

Por dltimo, durante la (itima etapa de la PCR se lleva a cabo la extension de los
oligonucledtidos, a partir de su extremo 3°OH, por adicion sucesiva de los
desoxirribonuciedtidos trifosfatados (dNTPs); por lo regular, la extension de la
nueva hebra de ADN requiere de una incubacion de 20 segundos a 72°C para
fragmentos menores de 500 bp y de 40 segundos para segmentos mayores de
1.2 kb. Dichas condiciones suelen ser suficientes, ya que la 7ag polimerasa
exhibe una velocidad de sintesis de 2 a 4 kb por minuto (35-70 bases por

segundo) (s).
Una vez que se tienen los productos amplificados se debe detectar la

especificidad de la amplificacion, para lo cual se utilizan diferentes métodos. Ello

puede resultar tan sencillo como medir la sintesis neta de ADN utilizando el
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colorante fluorescente Hoechst 33258, aunque presenta la desventaja de que el
métado no discriming entre la amplificacion especifica del segmento deseado y la
amplificacién de secuencias incorrectas; de hecho, ésta es la razén por la cual no

es muy empleado gy,

Por et contrario, una electroforesis en gel de agarosa al 1.5 con bromure de
etidio es el mas extensamente wotilizado y la presencia de una banda cuya
movilidad corresponde a la del producto especifico {control positivo) es suficiente

para comprobar Ja especificidad de la reaccion.

Las citadas tres etapas: desnaturalizacion, alineamiento y extension (elongacion)
constituyen lo que se conoce como un ciclo de PCR, por io que la repeticion de
los ciclos da lugar a la amplificacién del ADN molde. Por lo general, €l nimero
optimo de ciclos se ha calculado en 25 a 35, ya que cifras mayores se asocian al

incremento de productos indeseables (sq.

La repeticion de los ciclos de amplificacion implica una sintesis exponencial del
fragmento “blanco”, limitado por e extremo 5'terminai del par de
oligonucledtidos empleados. La sintesis exponencial de un fragmento de ADN se

expresa a través de la fdrmuia siguiente (sz):
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(2° - 2n)x

en donde:
n = namero de cicles de temperatura
2n = productos de extensidn secundaria y primaria con longitud
indeterminada
X = nidmero de copias del ADN molde original

Los productos de extensidon primaria son el resultado de la sintesis de ADN a
partir de {a hebra original de ADN molde {durante e! primer ciclo). Por su parte,
tos productos de extension secundarios provienen de la amplificacién de los
primarios los cuales son reproducidos linealmente durante los siguientes ciclos.
En el tercer ciclo, los primeros fragmentos de ADN de longitud determinada se
sintetizan a partir de los productos secundarios desnaturalizados vy, finalmente,
después de los primeros cuatro ciclos, empieza realmente la fase de amplificacion

exponencial ¢z sz

Otro de los factores de importancia en la PCR reside en Ia proporcion de ADN
molde y oligonucledtidos, habida cuenta de que, si ésta es demasiado baja, los
productos no se acumulan exponencialmente, debido al inmediato apareamiento

de las hebras que se sintetizan inicialmente (2.
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En resumen, los principales ingredientes de la prueba son los siguientes:

1. La hebra de ADN molde

Las muestras que contienen bajas concentraciones de ADN molde dificultan la
fase de alineamiento, puesto que la frecuencia de colisidn entre los primers y el

ADN “blanco” es reducida g2).

2. Primers (secuencias de oligonucledtidos complementarias a los

extremos terminales del ADN molde)

Sin lugar a dudas, el éxito del ensayo estd en funcién de la secuencia y la
combinacion de los oligonucledtidos. Dependiendo del propdsito, los
oligonudeotidos de mas utilidad se encuentran entre las 14 y 40 bases de

longitud, con un contenido G + C de 40 a 75 %.
La concentracién de oligonucleétidos recomendada para la PCR fluctda entre 0.1
y 1.0 uM, aunque la optima estd frecuentemente relacionada con la longitud del

fragmento a ampiificar (as,7).

Los oligonuclectidos a emplearse deben mostrar las siguientes caracteristicas: a)

encontrarse formando parte de regiones ampliamente conservadas del genoma
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de la especie buscada; b) ser especificos para un solo segrmento de una famitia
de genes; c) exhibir una distribucidn balanceada de regiones ricas en G/C y A/T;
d) carecer de estructura secundaria; y e) que no sean complementarios entre si,

para prevenir la formacion de dimeros oligonucledtido-oligonuciedtido.

Cuando los prirners son completamente consumidos y adin se encuentran dNTPs
disponibles en el medio, aumenta la probabilidad de obtener productos de

amplificacién no deseados ¢2,53)-

3. Desoxirribonucledtidos trifosfatados (dNTPs)

Se recomienda usar concentraciones de 1 a 10 mM de una solucidn stock
equimolar de cada uno de los dNTPs, ya que las mezclas que no contienen la
misma cantidad de éstos pueden generar errores de incorporacion y reducir la
fidelidad de la 7ag polimerasa. La solucion debe almacenarse a -20°C durante

periodos que no excedan los dos meses,

El pH de 1a solucidn stock debe ser neutro; no obstante, la concentracion éptima

de los dNTPs también depende de los siguientes parametros (s ss:

¢ La longitud del producto de ampilificacion

= La concentracidn de MgCl,y
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» La concentracién de los oligonucledtidos

+ La estringencia o especificidad de la reaccién

4. ADN polimerasa termoestable

La utilizacidn de una Tag DNA polimerasa termoestable, obtenida originalmente a
partir de un microorganismo termofilico: Thermus aquaticus {Taqg), representa
uno de los diversos avances de la PCR. Dicha enzima ha sustituido al fragmenito
Klenow de la DNA polimerasa | de Escherichia colf, el cual no es termoestable vy,

por lo tanto, resulta hidrolizado a las temperaturas de desnaturalizacion ().

De hecho, la 7ag DNA polimerasa exhibe su maxima actividad a 70-802C y resiste
la exposicion repetida a temperaturas de 94-95°C, por lo que no obliga a su
adicion después de cada etapa de desnaturalizacion, en beneficio de costo,

manipulacion y tiempo.

La fidelidad de incorporacion de los dNTPs de la 7ag polimerasa depende, entre
otros aspectos, de la concentracion de Mg** libre, del balance molar de los cuatro
dNTPs, del pH y de la integridad dei ADN molde. Por otro lado, su velocidad de
sintesis depende de la temperatura, la concentracién de Mg*™, de la
concentracion de dNTPs, de la ausencia de detergentes y de estructuras

secundarias en el ADN molde.



La cantidad de enzima representa uno de los factores mas importantes a
optimizar en un ensayo de PCR; no obstante, para muchos ensayos la cantidad
éptima se encuentra entre las 0.5 y 2.5 unidades para un volumen de reaccion
de 50 yi; por obvio, las concentraciones excesivas de la enzima pueden disminuir

la especificidad de la reaccion (245,54

5. Amortiguador de [a reaccién

La concentracidn de Mg** es relevante tanto para la especificidad como para el
rendimiento de los productos; cuando aquélla es elevada estabiliza la doble hebra
de ADN, evitando que se complete la desnaturalizacién en cada cido y, por ende,
reduciendo el rendimiento; adicionalmente, los excesos también suelen favorecer
alineamientos errdneos de los oligonudedtidos y conducir a un mayor ndmero
de productos indeseados. Por otra parte, las concentraciones muy bajas de Mg**
{menores de 0.5 UM) afectan la etapa de extensién, puesto que el catién es un
cofactor requerido para la actividad enzimatica de la mayoria de las polimerasas

termoestables ().

Las concentraciones moderadas de KCl estimulan la velocidad de sintesis de la
Tag DNA polimerasa en un 50-60 %, ya que proporciones mayores reducen

significativamente la actividad de la enzima.
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La concentracion optima de MgCl; varia entre 0.5 v 5 mM hasta encontrar la
cantidad de Mg** dptima. La disponibilidad de Mg®* libre depende de la
concentracion de dNTPs, pirofosfato y EDTA en el medio de reaccidn, puesto que
éstos poseen la capacidad de unirse estequiométricamente con el Mg, lo que
interfiere la actividad de la polimerasa y disminuye el alineamiento, Ademés, el
ambiente idnico aportado por el amortiguador es critico; los componentes
fundamentales de éste, son: 10 Mm de Tris-HCI (pH=8.8); 1.5 mM de MgCl;; 50
mM de KCI; 0.1% de TritonX-100; 100 uM de cada dNTP; y 0.4 UM de cada

primer (B y 1fBC s 5460
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CONCLUSIONES

Las enfermedades intestinales debidas a Y. enterocofitica se asocian
principalmente a la ingestién de agua o alimentos contaminados, aunque
en algunos casos el microorganismo llega a transmitirse de persona a
persona. La mayor parte de las patologias entéricas por Y. enferocolitica
son localizadas, autolimitadas y las formas mas severas incluyen cuadros
febriles y un intenso dolor abdominal que llega a provocar diagnésticos

erroneos de apendicitis.

Y. enterocofitica también llega a ocasionar cuadros sistémicos en
individuos inmunocomprometidos y entre quienes han recibido
transfusiones de sangre contaminada. En este Ultimo caso, destacan los
serogrupos Q:3, 0:9, 0:5,27 y 0:1,2a,3, y la sepsis se debe a que este
microorganismo puede crecer durante el almacenamiento de la sangre a
49C. Ademds, algunos pacientes llegan a padecer de septicemias
posteriores a la administracién terapéutica de hierro, destacando los
serogrupos 0:8, 0:13a,13b y 0:20, todos eilos productores de un potente

siderdforo denominado yersiniabactina (Ybt).

En ciertas poblaciones, las infecciones gastrointestinales originadas por Y.

enterocolitica preceden a cuadros de artritis reactiva, miocarditis,
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glomérulonefritis y otras afecciones aparentemente autoinmunes, los
cuales aparecen 2 a 6 semanas después de finalizados los episodios

infestinales.

Las proteinas superficiales Inv, All v YadA promueven los procesos de
adherencia e invasion de Y. enterocolitica . En este sentido, los genes invy
ail residen en el cromosoma bacteriano, en tanto que el que codifica para

YadA es de origen plasmidico.

Las integrinas pi receptoras de Inv y YadA se localizan en la superficie
basolateral de las células epitefiales de la muccsa, por lo que el

microorganismo atraviesa la mucosa intestinal a través de las células M,

antes de hacer contacto con sus moléculas “blanco”.

Las fimbrias mucoides Myf o PsaA podrian fungir como adhesinas
primarias o desempefiar alguna otra funcidn relevante dentro dei

fagosoma de los fagocitos, en donde el pH fluctda entre 5 y 6.
Las proteinas Yops se encuentran codificadas en el plasmido pYV y, en

general, interfieren la fagocitosis o impiden la accidn de ciertos elementos

de defensa del hospedero: YOopE y YopH son inyectadas directamente a los
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fagocitos y otras células eucariotes, ocasionandoles la muerte por
induccién de apoptosis; YopH y YpkA actGian como tirosin-fosfatasa vy
serin-treonin-cinasa, alterando fa induccién de sefiales en los fagocitos;
YopM inhibe la agregacion plaquetaria, e impide la liberacién de citocinas
por parte de las plaquetas activadas; YopB, YopD y Ysc median e

ensamble y anclaje de otras Yops.

YadA confiere al microorganismo su resistencia a la accion bactericida del
suero, adsorbiendo al factor sérico H el cual, como es sabido, reacciona

con C3b para promover que éste sea degradado por la proteina 1.

La isla de alta patogenicidad de Y. enterocolitica codifica para la sintesis de
yersiniabactina, proteina de batalla que garantiza el aporte de hierro para
el microorganismo, obteniendo dicho metal a partir de fa ferriting,

transferrina, lactoferrina y hemoglobina de!l hospedero.
Actualmente Jos métodos para identificar a Yersinia enterocolitica en el

laboratorio se dividen en: microbioldgicos, seroldgicos (ELISA) vy

moleculares (PCR).
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En el diagndstico microbiologico, resultan trascendentales el
enriquecimiento a 4°C en agar CIN, obteniéndose colonias con apariencia
de “o0jo de toro” vy la identificacién bioquimica, mediante las pruebas de la
ureasa, omitina descarboxilasa (ODC), Voges-Proskauer, indol, movilidad,

rojo de metilo y manitol.

En el diagnéstico serolégico (ELISA), se determina la presencia de
anticuerpos anti-¥, enterocolitica en el suero del paciente, si bien es
preciso tomar en cuenta la existencia de reactividad cruzada de antigenos

entre Brucella, algunas especies de Vibrio, E. coliy Salmonella.

La PCR ofrece iz ventaja de maxima sensibilidad, especificidad, rapidez y

fidelidad; sin embargo es una técnica que no se encuentra al alcance de

todos los laboratorios.
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iNDICE DE ABREVIATURAS

Acs Anticuerpos PCR Polimerase Chain Reaction
Ags Antigenos Psah pH 6 adhesin
Ail attachment-invasion locus PYV Yersinia Virulence Plasmid
C Citocina RM Rojo de Metilo
CIN Cefsulodin-irga san- RMVP Rojo de Metilo-Voges
novobiocing Proskauer
Da Daltons SIDA Sindrome de
Inmunodeficienda Adquirida
DNA Adido desoxirribonudeioo 55 Salmonefla Shigella
DNTPs  desoxirribonudeotidos Taq Thermus aquaticus
ELISA  Inmunoensayo enzimatico UFC Unidades Formadoras de
Colonias
G Guanina YadA Yersinia adherence
HLA Antigenos leucoditarios Ybt Yersiniabactina
humanos
HPI Hight Pathogenicity Istand Yops Proteinas de memrana
) externa de Yersinia
HyS Acido sulfhidrico .. YpkA Protein-cinasa de Yersinia
1D Coagulacién Intravascular Ysc Yop secretion
Diseminada

Kpb Miles de pares de bases
Ler

LDsp Dosis Letal 50

LPS Lipopilisacarido

MAC Complejo de ataque a la
membrana
MgCl, Clorure de magnesio

MSA Manitol sal agar

b Microlitros

M Micromolar

Myf Mucoid Yersinia fibriliae
NaCl Cloruro de sodio

oDC Omitina Descarbolixilasa

ESTA TESIS NO ‘EAQ”
DE LA RYIBTIQTROS
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