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"Penso 99% vezes e nada descubro.
Deixo de pensar, mergulho no siléncio,
e averdade me € revelada.”

(Albert Einstein)

"O saber se aprende com 0s mestres.
A sabedoria, sé com o corrigueiro da
vida." (Cora Coralina)
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ENTEROCOLITICA ISOLADAS DE DIFERENTES ORIGENS NO BRASIL
RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL

Leonardo Alves Rusak

Desde a sua inclusédo na familia Enterobacteriaceae, em 1972, Yersinia enterocolitica vem
sendo extensivamente estudada, por se tratar de um patdégeno de natureza zoonética com
relevancia em saulde publica, amplamente distribuido na natureza em reservatorios
aquaticos e fontes animais. Tendo o suino como principal reservatério, por ser portador de
cepas dos mesmos biosorotipos encontrados em humanos, Y. enterocolitica possui diversos
genes de patogenicidade, tanto cromossomiais (inv, ail e ystA) como plasmidiais (virF), que
Ihes confere a capacidade de invadir e sobreviver em um organismo hospedeiro. Esse
estudo teve como objetivo analisar cepas de Y. enterocolitica oriundas de fontes animal,
alimentar, ambiental e humana de diferentes regides do Brasil, para a deteccdo dos genes
de viruléncia supracitados através da técnica da PCR em conjunto com testes fenotipicos,
além da andlise da susceptibilidade aos antimicrobianos através do método de disco-difusdo
para que, junto com os resultados da PCR, pudesse ser avaliado seu potencial patogénico.
Para a avaliacdo da diversidade filogenética das cepas foram empregadas as técnicas de
ERIC-PCR e do PFGE. Em um total de 60 amostras, foram encontradas 11(18%) amostras
pertencentes ao sorotipo O:3, biotipo 4 de origens humana e animal possuidoras de todos
0s genes de viruléncia. Dez amostras humanas (0:3/B4) apresentaram somente 0s 3 genes
cromossomiais, e 9 amostras pertencentes ao biotipo 1A apresentaram o gene inv. No que
tange a resisténcia aos antimicrobianos, 60 (100%) amostras foram resistentes a ampicilina,
58(97%) a cefalotina, 6(10%) ao sulfametoxazol-trimetoprim, 7(12%) a tetraciclina e 1(2%) a
amicacina. O perfil de resisténcia predominante foi AMP-KF-RL. Cinco amostras
apresentaram resisténcia a cinco antibiéticos, sendo a amostra YE42 resistente a 3 classes
de antibidticos diferentes. O ERIC-PCR revelou a existéncia de 32 ERIC gendtipos (EGT),
gerando um indice discriminatério de diversidade de 0,924. Quarenta amostras pertencentes
ao sorovar O:3 biotipo 4 de origens humana, animal, alimentar e ambiental ficaram
agrupadas dentro de 12 EGTs em um conjunto com uma similaridade de 85%. Ja as
amostras do Biotipo 1A isoladas de alimentos e ambiente sdo extremamente heterogénicas
sorologicamente, e apresentaram padrdes de banda mais diversificados. A analise do PFGE
nos revelou a existéncia de nove clusters (A até ) agrupando os isolados com similaridade =
85%. Nestes clusters, foram agrupados trinta e seis padrées Unicos de banda (PPT),
gerando um indice discriminatério de diversidade de 0,957. O cluster A englobou todas as
amostras do sorovar O:3 biotipo 4 isoladas de animal e de casos humanos. Com base nos
resultados, conclui-se que cepas com 0os mesmaos perfis genotipicos, isolados de humanos e
animais, do sorovar O:3 e biotipo 4, encontram-se circulantes por varios estados do Brasil.
Além disso, com base no exposto, sugere-se que 0 suino possa funcionar como principal
elemento na cadeia de transmissao de Y. enterocolitica para o0 homem, por albergar cepas
dos mesmos gendtipos encontrados em infec¢cdes humanas.

Palavras chave: Yersinia enterocolitica, genes, viruléncia, antibiograma, PCR, ERIC, PFGE
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN MEDICINA TROPICAL

Leonardo Alves Rusak

Yersinia enterocoliticais been extensively studied since it has joined the
family Enterobacteriaceae in 1972, for it is a pathogen of zoonotic origin, highly relevant for
public health, widely spread in nature throughout water and animal reservoirs. The swine is
the main reservoir, being a host of strains of the same bioserotypes found in humans. Y.
enterocolitica has several pathogenicity genes, both chromosomal (inv, ail and ystA), and
plasmidal (virF), thus being able to invade and survive inside a host organism. This study
aims at analyzing strains of Y. enterocolitica from animal, food, environmental and human
origin from several regions of Brazil, in order to trace the virulence genes above mentioned
via PCR technique jointly with phenotypic tests, in addition to the analysis of antimicrobial
susceptibility through disk-diffusion method, so together with the PCR results, we may
evaluate its pathogenic potential. For the purpose of evaluating the phylogenetic diversity of
strains there were used the ERIC-PCR and PFGE techniques. In a total of 60 strains, there
were found 11 (18%) strains from serotypes O:3, biotype 4 of human and animal origin with
all virulence genes. Ten human strains (0:3/B4) only show the 3 chromosomal genes, and 9
strains from Biotype 1A show gene inv. Regarding the resistance to antimicrobials, 60
(100%) strains were resistant to ampicillin, 58 (97%) to cefalotin, 6 (10%) to
sulphametoxazole-thrimetroprim, 7 (12%) to tetracycline and 1 (2%) to amikacin. Five strains
are found resistant to five antibiotics. ERIC-PCR found 32 ERIC genomic types (EGT), thus
generating a discrimination index of diversity of 0.924. Forty strains from serotype O:3,
biotype 4 of human, animal, food and environmental origins were grouped within 12 EGTs in
a set with 85% of similarity. On the other hand, Biotype 1A strains isolated from food and
environment are extremely heterogenic in terms of serology and have more diversified band
profiles. The PFGE analysis has found nine clusters (from A to 1), thus grouping the isolated
strains with similarity = 85%. Thirty-six single band profiles (PPT) were grouped from these
clusters, thus generating a discrimination index of diversity of 0.957. Cluster A covered all
strains from serotype O:3, biotype 4, isolated from animal and human cases. Based on the
results, it is concluded that strains with the same genotype profiles, isolated from humans
and animals, from serotype O:3 and biotype 4, are circulating throughout various Brazilian
states. Also, the swine may act as the main element in the chain of transmission of Y.
enterocolitica to humans, for it has strains from the same genotypes found in human
infections.

Keywords: Yersinia enterocolitica, genes, virulence, antibiogram, PCR, ERIC, PFGE
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1 INTRODUCAO

1.1 HISTORICO

O patégeno conhecido hoje como Yersinia enterolitica, foi isolado pela
primeira vez em 1923, nos Estados Unidos. Mclver e Pike, em 1934, também nos
Estados Unidos, descreveram-no como um cocobacilo Gram negativo e |lhe deram o
nome de Flavobacterium pseudomallei. Ele foi isolado de dois abscessos faciais
(similar ao mormo) de um fazendeiro de 54 anos. Em 1943, Schleifstein e Coleman,
observando que esse micro-organismo havia sido isolado de conteudo entérico,
propuseram o nome de Bacterium enterocoliticum (BOTTONE, 1997; BOTTONE,
1999). Pouco se ouviu sobre Bacterium enterocoliticum por volta de 20 anos apos a
sua descoberta, até o inicio dos anos 60, quando microbiologistas clinicos e
veterinarios comecaram a relatar o isolamento de uma nova bactéria a qual
propuseram diversos nomes como: Pasteurella pseudotuberculosis-like, Pasteurella
pseudotuberculosis type B, Pasteurella X, Pasteurella Y e Germe X
(SWAMINATHAN et al., 1982). A Pasteurella X descoberta por Frederiksen (1964) e
os isolados de Hassig et al. (1949) eram muito parecidos com o Bacterium
enterocoliticum de Schleifstein e Coleman. Logo Frederiksen, em 1964, propds o
epiteto enterocolitica para a nova bactéria do género Yersinia, introduzida na familia
Enterobacteriaceae pelo Comité Internacional de Sistematica Bacteriana, em 1972,
embora o género Yersinia ja tivesse sido estabelecido por Van Loghem em 1944.
Este nome foi dado em homenagem a Alexandre Emile Jean Yersin, que descreveu,
pela primeira vez, o bacilo da peste (SWAMINATHAN et al., 1982; BOTTONE, 1997,

FALCAO & FALCAO, 2006; PAIXAOQ, 2010).



A Yersinia enterocolitica é hoje reconhecida como um patégeno de natureza
zoonotica com relevancia em saude publica, amplamente distribuido na natureza em
reservatérios aquaticos e fontes animais (BOTTONE, 1997; FREDRIKSSON-
AHOMAA et al., 2011).

No transcurso da histéria sobre a Y. enterocolitica observa-se que varias
espécies de animais domeésticos e selvagens estdo envolvidas, sendo o suino a
principal fonte de infeccdo no ciclo epidemioldgico, principalmente na figura de
cepas dos mesmos biosorotipos encontrados em humanos (MENDONCA et al.,

1995).

1.2 TAXONOMIA

O género Yersinia é atualmente composto por doze espécies, das quais trés
espécies sao patogénicas para o homem e 0s animais, sdo elas: Yersinia pestis
(agente da peste bubdnica), Yersinia pseudotuberculosis (bacilo de Malassez e
Vignal) e Yersinia enterocolitica (MOLLARET et al., 1990; BOTTONE, 1999). J&a as
outras nove sdao: Yersinia frederiksenii, Yersinia intermedia, Yersinia kristensenii,
Yersinia bercovieri, Yersinia mollaretii, Yersinia rohdei, Yersinia ruckeri, Yersinia
aldovae (SULAKVELIDZE, 2000) e Yersinia aleksiciae (SPRAGUE & NEUBAUER,
2005), conhecidas como Y. enterocolitica “like” ou Y. enterocolitica atipicas
(MERHEJ et al., 2008). Elas receberam essa denominacao pois, através de estudos
de hibridizacdo de DNA, ficou comprovado serem cepas que diferem
bioquimicamente das amostras tipicas de Yersinia enterocolitica (BOTTONE, 1999;
FALCAO & FALCAO, 2006).

Nos ultimos anos, alguns autores propuseram a inclusdo de novas espécies

ao género Yersinia, conforme a tabela a seguir (Tabela 1):
2



Tabela 1 - Novas espécies de Yersinia propostas.

Espécie Fonte Pais Manifestacao Clinica Referéncia
Y. massiliensis Agua/Hospital Franca N&o MERHEJ et al., 2008
Y. similis Animais/Ambiente/Agua Alemanha Nao SPRAGUE et al., 2008
Y. entomophaga Larva (Costelytra zealandica) Nova Zelandia Nao HURST et al., 2011
Y. pekkanenii Agua/Solo/Alface Finlandia N&o MURROS-KONTIAINEN et al., 2011-a
Y. nurmii Pacotes de carne de frango Finlandia N&o MURROS-KONTIAINEN et al., 2011-b

1.3 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS E FENOTIPICAS

Y

Yersinia enterocolitica é um micro-organismo pertencente a familia
Enterobacteriaceae, cuja caracteristica morfotintorial € de um pequeno bacilo Gram-
negativo, ndo esporulado, por vezes com coloracdo bipolar, movel de 22 a 30°C e,
fisiologicamente, se caracteriza como anaerobio facultativo. Ela mede cerca de 0,5 x
0,8 um de largura por 1 x 3 um de comprimento. Em culturas jovens a 25°C
predominam formas cocéides (coco-bacilos). Além disso, a essa temperatura, ela
possui flagelos peritriqueos. Ja em culturas mais antigas, a uma temperatura de
37°C, os bacilos tendem a ser pleomorficos e naturalmente imoveis. E capaz de se
multiplicar em temperaturas que variam de 4 a 45°C, situando a faixa 6tima entre 25
a 28°C. Possui a capacidade de resistir ao congelamento, sobrevivendo em
alimentos armazenados sob refrigeracdo (MOLLARET et al., 1990; BOTTONE, 1999;
FALCAO & FALCAO, 2006; FABREGA & VILA, 2012).

Devido a sua capacidade de se multiplicar a 4°C (psicotréfica), faz com que
seja reconhecida como um importante patdgeno alimentar (MOLLARET, 1982),
embora seja inativada por pasteurizacdo (71,8°C por 30 segundos). O pH 6timo para
0 seu crescimento se situa entre 7.2 e 7,6; no entanto, € capaz de crescer em uma

faixa de pH que vai de 4 até 10 (FALCAO & FALCAO, 2006).



Y. enterocolitica estd dividida em 5 biotipos, 10 fagotipos e mais de 60
sorotipos definidos pelos antigenos somaticos e flagelares, dentre os quais o grau
de patogenicidade € variavel e, tendo como maior prevaléncia nas infec¢des
zoongéticas os sorotipos O:3 e 0:9, que sdo frequentemente isolados de suinos
normais (portadores) e doentes (CORNELIS et al., 1987; CARNIEL & MOLLARET,
1990; MILLER, 1992).

Os biotipos patogénicos para 0 homem e os animais séo 1B, 2, 3,4 e5,jao
biotipo 1A é atribuido aos isolados do meio ambiente e sdo geralmente considerados
nao patogénicos (BOTTONE, 1999; FREDRIKSSON-AHOMAA et al.,, 2011). Os
sorogrupos 0O:3, O:5, 27, 0:8 e 0O:9 incidem predominantemente como agentes
causadores de doenca no homem (FALCAO & FALCAQ, 2006).

Ha uma grande correlacdo entre bio-soro-fagotipos de Y. enterocolitica e
dessas caracteristicas com o tipo de hospedeiro e a regido de isolamento. O
sorotipo O:3 é encontrado com maior frequéncia em casos clinicos humanos e
isolados de suinos no Brasil e geralmente esta associado ao biotipo 4 e fagotipo VIII.
Esse bio-soro-fagotipo também € o predominante em varios paises da Europa, no
Japéo, Canada e Africa do Sul (BOTTONE, 1997; FALCAO & FALCAO, 2006).

A susceptibilidade de Y. enterocolitica a uma gama de antibioticos tem sido
evidenciada nos ultimos anos, apresentando sensibilidade as cefalosporinas de
terceira geracdo e cefamicinas, aos aminoglicosideos e ao trimetoprim-
sulfametoxazol (FALCAO & FALCAO, 2006; FALCAO et al., 2006). No entanto,
foram descritas cepas com resisténcia a alguns antibiéticos B-lactamicos como:
ampicilina, carbenicilina e cefalotina (BAUMGARTNER et al., 2007; FALCAO &
FALCAO, 2006). Essa resisténcia aos B-lactamicos pode estar associada a presenca
de dois genes cromossomiais conhecidos como blaA e blaB, os quais séo

responsaveis pela producdo de duas B-lactamases: A e B, respectivamente. A



presencga e a expressao dessas B-lactamases variam de acordo com o biotipo e sua
distribuicdo geogréafica. Cepas do biotipo 4 provenientes da Europa, Asia, Brasil e
Africa do Sul costumam expressar as duas enzimas, enquanto que amostras
provenientes da Australia e Nova Zelandia expressam somente blaA (BONKE et al.,
2011). Além da resisténcia aos antimicrobianos supracitados, ja foram encontradas
cepas de Yersinia enterocolitica com alta resisténcia a amoxilina + &cido clavulanico
e eritromicina (BONARDI et al., 2010). Contudo, a resisténcia a multiplos agentes
antimicrobianos € um evento raro. Apesar disso, jA foram encontradas cepas
resistentes a até seis antibioticos (BAUMGARTNER et al., 2007).

O tratamento com antibioticos, na maioria dos casos de yersiniose humana,
nao é recomendado por se tratar, em grande parte dos casos, de uma gastrenterite
auto-limitada (BONKE et al., 2011). Mas nos casos em que a terapéutica € realizada,
a Organizacdo Mundial de Saude recomenda como tratamento antimicrobiano inicial:
tetraciclina, cloranfenicol e gentamicina (FABREGA & VILA, 2012). Além dos
supracitados, trimetoprim-sulfametoxazol e fluoroquinolonas também séo utilizados
na terapéutica dessa doenca (BONKE et al., 2011). Recentemente, compostos mais
novos como as cefalosporinas de terceira geracdo e as, anteriormente citadas,
fluoroquinolonas, tém sido consideradas melhores alternativas na terapéutica

(FABREGA & VILA, 2012).

1.4 YERSINIOSE HUMANA

Em 1960, infeccdes humanas por Y. enterocolitica comecaram a ser relatadas
em varios paises europeus como Franca, Bélgica, Holanda, Alemanha, Suica,

Suécia, dentre outros. Posteriormente, comecaram a aparecer relatos ao redor do



mundo como nos Estados Unidos em 1965, no Canada e Africa do Sul em 1966, no
Congo Belga em 1967, no Japao em 1972 e no Ird em 1976 (MOLLARET, 1995).

O primeiro grande surto em humanos ocorreu no ano de 1976 no Estado de
Nova York, acometendo 222 pessoas, dentre criancas e trabalhadores de cinco
escolas, que haviam consumido leite achocolatado contaminado (BOTTONE, 1999).

A literatura registra um polimorfismo de sinais e sintomas como: febre,
diarreia, nauseas, vémitos e dores abdominais; tendo, portanto, um perfil clinico que
abrange desde uma gastrenterite autolimitada até uma septicemia fatal (ZHENG et
al., 2008). Salienta-se que a septicemia ndo é uma complicacdo comum em
decorréncia de uma infecgéo por Y. enterocolitica; no entanto, quando ocorre, pode
levar a Obito em 30 a 60% dos casos. Os fatores conhecidos que sédo capazes de
levar ao desenvolvimento de septicemia por Yersinia sdo: imunossupressao,
discrasia sanguinea, ma nutricdo, insuficiéncia renal crénica, cirrose, alcoolismo,
diabetes mellitus e excesso de ferro, principalmente naqueles pacientes em
tratamento com desferroxamina B. As complicacbes extra-intestinais, além da
septicemia, compreendem abscessos no figado e no baco, pneumonia, artrite
séptica, meningite e endocardite (ZHENG et al., 2008).

Embora a yersiniose, na maioria dos casos, seja autolimitada e ndo deixe
sequelas, podera também desencadear complicacdes autoimunes. As complicacdes
imunoldgicas decorrentes desse quadro incluem: artrite reativa, eritema nodoso,
iridociclite, glomerulonefrite, miocardite e tireoidite (BOTTONE, 1999).

Na maioria das vezes, Y. enterocolitica € transmitida ao homem através da
ingestao de carne de porco mal cozida, leite, agua e até tofu (ZHENG et al., 2008),
inclusive com relatos de transmissao através da transfusédo de sangue (THIBODEAU
et al.,1999). Em 1999, Bottone citou 49 casos de Y. enterocolitica associados a

transfuséo de sangue em paises da Europa, Estados Unidos, Africa do Sul, Austréalia



e Nova Zelandia. Todos esses casos ocorreram nas décadas de 70, 80 e 90, e
tiveram como maior prevaléncia os sorotipos O:3 e O:9.

Y. enterocolitica é uma das causas de bacteremia associada a transfuséo e
morte do receptor. Isso decorre da propriedade psicotréfica da Y. enterocolitica,
guando presente no sangue a ser doado, pois € capaz de se multiplicar no periodo

de estocagem, sem alterar a aparéncia do sangue (BOTTONE, 1997:1999).

1.5 YERSINIOSE NOS ANIMAIS

A partir de 1960, infeccdes por Y. enterocolitica comecaram a ser observadas
em animais. Foram relatados numerosos surtos epizooticos, disseminando-se
principalmente em colonias de chinchilas e de lebres na Europa e nos Estados
Unidos. Posteriormente, dados epidemiolégicos mostraram que a infeccdo ocorria
em roedores, na maioria das vezes, na forma subclinica e em suinos e bovinos na
forma clinica e subclinica (MOLLARET, 1995; FALCAO & FALCAO, 2006).

Além dos supracitados, outros animais ja foram relacionados como
portadores de Y. enterocolitica, exemplificando-se caprinos, ovinos e galinaceos;
animais selvagens como lebre, guaxinim, raposa e porco-espinho; aves aquaticas e
animais domeésticos como gatos e cdes (BOTTONE, 1999). Inclusive, com relagéo e
estes ultimos, foi publicado um trabalho em 2011 demonstrando em cades a forma
hepatica de yersiniose, na Coreia (WON BYUN et al., 2011).

A via oral é a principal forma de contaminacdo dos animais, adquirida atraves
da ingestdo de alimentos, inclusive vegetais, agua e solo, albergando Yersinia
eliminada pelas fezes de animais portadores. Outros mecanismos de propagacao da

bactéria sdo descritos na literatura, ressaltando-se o0 problema advindo nos



abatedouros e na industria de processamento de carnes, resultado da presenca de
portadores higidos (PILON et al., 2000).

A infeccéo por Yersinia enterocolitica no suino pode causar quadros clinicos
entéricos graves e, em menor propor¢cdo, ao nivel extraintestinal (AHVONEN et
al.,1973). Um fato interessante observado € o numero elevado de suinos que séo
portadores assintomaticos, tornando-os uma importante fonte de infeccdo e de
propagacéo nas diversas biocenoses (ADESIYUN et al., 1992). Além de infectar o
suino, a bactéria, de caracteristica cosmopolita, se constitui em fonte de infeccdo de
um numero elevado de hospedeiros, que funcionam como doentes ou portadores
sé&os (MOLLARET et al., 1990).

Diante do exposto, 0 suino e seus produtos, ocupam uma posicdo de
destaque como fonte de infeccdo e de veiculacdo de Yersinia enterocolitica para os

seres humanos (FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2006-b).

1.6 A INFECCAO

A epidemiologia das infeccGes por Y. enterocolitica € complexa e ainda néo
foi muito bem elucidada (FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2006-b).

A infeccdo se inicia tipicamente pela ingestdo de alimentos ou &agua
contaminados e a colonizacdo da bactéria no trato entérico. A maioria dos alimentos
incriminados em surtos por Y. enterocolitica obedecem a um ciclo que vai desde a
temperatura de refrigeracdo, a qual favorece o crescimento da bactéria, até a
temperatura do corpo humano. A bactéria € submetida a essa mudanca de
temperatura adaptando-se aquela do corpo humano, para dar inicio ao processo de

infeccdo (BOTTONE, 1999). Esse gradiente de temperatura € um passo importante



na patogénese, pois a bactéria utiliza fatores cromossémicos e plasmidiais de
viruléncia que sdo dependentes da temperatura (BOTTONE, 1999).

O primeiro evento da patogénese é a colonizagdo no trato intestinal,
particularmente do intestino delgado distal (ileo terminal) e do célon proximal. Por
esta razdo, a maioria dos efeitos patolégicos e das manifestacdes clinicas ocorre
nesse sitio anatémico. O tecido linfoide intestinal também € um dos principais alvos
da infeccdo, embora regides intestinais adjacentes e os linfonodos mesentéricos
sejam também envolvidos com frequéncia.

Y. enterocolitica manifesta tropismo por tecido linfoide de maneira similar a
Y. pestis e Y. pseudotuberculosis (FABREGA & VILA, 2012). A maioria das células
bacterianas permanece no lumen intestinal enquanto uma minoria se adere ao
epitélio da mucosa, ndo mostrando preferéncia particular por qualquer tipo celular.
Ja as bactérias que invadem o tecido, pelo contrario, preferencialmente o fazem
através das células M (grupo especial de células epiteliais foliculo associadas).
Estas tém a funcédo de capturar o micro-organismo, resultando na multiplicacdo das
bactérias nas placas de Peyer (PUJOL & BLISKA, 2005).

Trés proteinas atuam como elementos principais no processo de adesao e
invasado das células epiteliais e constituem o passo inicial para invasao da mucosa
intestinal. A invasina chamada Inv é o principal determinante e desempenha um
papel vital promovendo a entrada da bactéria nas células epiteliais. A YadA € uma
proteina plasmidial que tem sido descrita como o principal fator de adeséo,
essencial para inducédo da doenca como, por exemplo, a inflamacédo e a necrose no
figado. Trata-se de uma proteina multifacetada que media a adesdo as células
epiteliais, fagocitos e componentes da matriz extracelular. Além disso, protege a
bactéria de ser morta pelos neutréfilos. Apds a invaséo, a YadA € predominante

para adeséo ao tecido infectado e € necessaria para persisténcia, sobrevivéncia e



replicacdo nas placas de Peyer, sendo ainda atribuida certa habilidade de invasao,
gue sO é detectavel apos a inativacéo da Inv.

A terceira proteina € a Ail, que é diretamente relacionada a viruléncia, pois €
detectada com frequéncia entre as cepas patogénicas. Esta envolvida no processo
de adesao e invasdo de uma cultura de células de tecido especifico, bem como na
sobrevivéncia contra o efeito bactericida do complemento (SKURNIK et al., 1984;
FABREGA & VILA, 2012).

Uma vez internalizadas, as bactérias sao transportadas através da barreira
epitelial e expelidas pelo lado basolateral das células M. Evidéncias sugerem que
nos passos iniciais da infeccdo, fagocitos internalizam a bactéria. Esse micro-
organismo internalizado supostamente se replica dentro dos macréfagos, e
presume-se que elas sejam transportadas pelos fagocitos migrantes para 0s
linfonodos  mesentéricos, resultando em uma linfadenite  mesentérica
(FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2006-b; FABREGA & VILA, 2012). Além disso, 0s
fagdcitos portadores da bactéria podem dissemina-la, via corrente sanguinea, para
o figado e o baco. Uma vez localizada nas placas de Peyer, nos linfonodos
mesentéricos, no baco ou no figado, Y. enterocolitica pode se multiplicar de forma
extracelular, dentro dos micro abscessos. Neles, a bactéria forma microcol6nias e
parece ser resistente a fagocitose pelos macréfagos e neutrofilos (FABREGA &
VILA, 2012).

Os ensaios experimentais da infeccdo oral por Y. enterocolitica em suinos por
um periodo de até 72 horas demonstraram que ela pode colonizar os tecidos das
tonsilas palatinas, linfonodos retrofaringeos, eséfago, estdmago, figado, baco,
duodeno, jejuno, ileo, célon e os linfonodos mesentéricos. O tecido mais confiavel
para se identificar uma infeccéo por Y. enterocolitica sdo as tonsilas palatinas, cujo

isolamento ainda é possivel, mesmo algumas semanas ou meses apos ter cessado
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a sua eliminagao ou presenca nas fezes. A retirada das tonsilas palatinas durante o
processamento da carne do suino no abatedouro pode ser realizada na tentativa de
se minimizar a contaminacao para a carcaca e produtos derivados. Essa técnica ja é
realizada em alguns paises (THIBODEAU et al., 1999). Sua preservacao nas
tonsilas e sua capacidade de se multiplicar a uma temperatura de 4°C (temperatura
de estocagem) fizeram com que Y. enterocolitica se tornasse um importante

patégeno de origem alimentar (MOLLARET, 1982).

1.7 MECANISMOS DE PATOGENICIDADE GENOTIPICOS

Os mecanismos de patogenicidade de Y. enterocolitica O:3 sdo muito
complexos e diversos fatores cromossémicos ja foram identificados (LEAL, 1996).
No seu cromossomo, Y. enterocolitica O:3 patogénica possui 0 gene conhecido
como inv (invasive gene), responsavel pela producdo da invasina, que € uma
proteina localizada na parte externa da membrana. Ela é o primeiro fator de invasao
das células, recrutada para uma eficiente translocacdo da bactéria através do
epitélio intestinal (RASMUSSEN et al., 1994). Outro gene cromossomial que
também atua na invasdo de células eucariotas por Y. enterocolitica O:3 é o alil
(attachment invasion locus), que codifica uma proteina de membrana externa (Ail),
responsavel pela fixacdo ao locus de invasdo que media a invasao celular (MILLER
et al.,, 1990). Além disso, essa proteina confere a capacidade de resistir a acao
bactericida do complemento a 37°C (BLISKA & FALKOW, 1992).

Por ultimo, o gene ystA (yersinia stable toxin) é responsavel pela producéo de
uma enterotoxina termoestavel de baixo peso molecular, que causa diarreia, devido
a ativacdo de uma forma particular da guanilatociclase, aumentando, assim, 0s

niveis de GMP. no intestino. A atividade dessa toxina leva a um acumulo de liquidos
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no lumen intestinal (REVELL & MILLER, 2001). As propriedades fisico-quimicas,
antigénicas e o modo de acdo dessa toxina sdo similares as da toxina termoestéavel
STI da Escherichia coli (PAI & MORS, 1978; BOYCE et al., 1979). Entretanto, esse
gene é encontrado somente em cepas patogénicas de Y. enterocolitica, fato que o
torna um importante marcador de cepas potencialmente virulentas (IBRAHIM et al.,

1997).

1.8 MECANISMOS DE PATOGENICIDADE PLASMIDIAIS

O outro fator de patogenicidade encontrado em Y. enterocolitica O:3 € a
presenca de um plasmideo denominado pYV - plasmid Yersinia Virulence (Figura 1)
- de cerca de 70 kb e indispensavel a viruléncia (GEMSKI et al., 1980; PORTNOY &
FALKOW, 1981). Esse plasmideo confere dependéncia ao Calcio a 37°C (GEMSKI
et al., 1980), desaparecendo a dependéncia quando a bactéria € cultivada a uma
temperatura inferior a 37°C (ZAHORCHAK & BRUBAKER, 1982). Além disso, o
plasmideo codifica a producdo de varias proteinas denominadas Yops (Yersinia
outer membrane proteins) (PORTNOY et al., 1984), que tém como efeitos sobre os
macrofagos: a inibicdo da fagocitose, do burst respiratério, da producéo de citocina
pré-inflamatéria e da apoptose. Nos leucocitos polimorfonucleares provocam a
resisténcia a fagocitose e a morte pelos peptideos antimicrobianos. Nas células
epiteliais causam citotoxicidade e alteracédo da resposta a liberacéo da citocinas que
s&o liberadas no meio de cultura (FALCAO & FALCAO 2006) e de duas proteinas
de membrana externa: uma adesina, denominada YadA (BOLIN et al., 1982) e uma
lipoproteina denominada YIpA (CHINA et al.,, 1990). Em cultura in vitro, esse
plasmideo pode ser perdido, dependendo das condicbes do meio de cultura e da

temperatura da incubacdo. H& uma maior probabilidade de ser perdido a uma
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temperatura por volta de 30°C, porém, acima de 30°C, a probabilidade é menor

(ZHENG et al., 2008).

pYVe 227

(pYVe 0:9)
71.5Kb

Virc Operon
© Growtn ay 37°C

Figura 1 - Mapa genético do plasmideo de viruléncia pYV de 70 kb de Y. enterocolitica O:3.
(MICHIELS et al., 1991).

O plasmideo possui ao menos quatro loci de transcricdo em regido contigua
de 17 kb conhecida, em Y. enterocolitica, como VirA, virB, virC e virF, que controlam
a dependéncia ao calcio e a producdo das Yops. O locus virF contém as
informacBes para transcricdo das Yops. Ja VvirA, virB e virC transcrevem as
proteinas que formam o sistema de secrecdo Ysc T3SS (Sistema de secrecédo tipo

3) (FABREGA & VILA, 2012).
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1.9 DIAGNOSTICO DA INFECCAO

O diagnostico pode ser firmado atraves do isolamento do micro-organismo da
amostra suspeita de fezes, sangue, vomito, liquor e apéndice, quando ocorre uma
apendicectomia. Para tanto pode-se utilizar o Agar MacConkey, o qual € destinado
para o crescimento de bactérias Gram negativas ou Agar Hektoen.

A colbnia suspeita € inoculada no meio SIM, o qual é utillizado para se
observar a producdo de sulfeto, indol e motilidade. Seguido da identificacao
bioquimica segundo Wauters et al. (1981) e Mollaret et al. (1990) e diagndstico
sorologico através de teste de aglutinacdo (ASENSI & HOFER, 1985) ou ELISA

(Manual das doencas transmitidas por alimentos e agua).

1.10PROFILAXIA

As medidas profilaticas principais para evitar a contaminacdo por Y.
enterocolitica sdo as boas praticas de higiene no preparo dos alimentos. Deve-se
evitar o consumo de carnes cruas ou mal cozidas; principalmente de bovinos, suinos
e aves; de agua nao tratada e leite ndo pasteurizado.

Orienta-se a boa lavagem das maos aos preparadores de alimentos,
principalmente no manuseio de carne de suino, tentando evitar a contaminacéo
cruzada.

Deve-se proteger os alimentos e a agua contra animais, principalmente na
figura dos roedores, para evitar a contaminacgao por suas fezes.

Além disso, deve-se remover a cabeca e o pescoco do suino durante o
processo de abate, para evitar a contaminacao da carne pelas tonsilas palatinas, as
guais sao altamente colonizadas (THIBODEAU et al., 1999; Manual das doencas

transmitidas por alimentos e agua).
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1.11 TESTES FENOTIPICOS

Na literatura sdo descritos varios testes fenotipicos presuntivos para se

analisar a presenca do plasmideo de viruléncia em Y. enterocolitica tais como:

1.11.1 A autoaglutinagéo a 37°C, em caldo Clark & Lubs - VM/VP

Dependendo da forma de crescimento obtida, revela as cepas que
apresentam o plasmideo de viruléncia. Os fatores plasmidiais associados a
superficie da bactéria, como: uma cadeia polipeptidica denominada P1, o
crescimento dependente de célcio a temperatura de 37°C e a producio do antigeno

VW séo fatores essenciais para a autoaglutinacéo (SKURNIK et al., 1984).

1.11.2 Ligagéo ao cristal violeta

Utilizada para deteccdo do plasmideo de viruléncia de forma rapida,
exteriorizada pela capacidade daquelas cepas virulentas de fixar o corante na fase

de crescimento exponencial (BHADURI et al., 1987)

1.11.3 Meio CRMOX (Congo Red-Magnesium Oxalate Agar Medium)

No meio CRMOX, detecta-se a expressdo de viruléncia associada a
dependéncia do célcio e a absorcdo do Vermelho de Congo. Esse meio foi
elaborado através da associacao de dois outros testes utilizados para a deteccéo de
cepas virulentas: o Agar Oxalato de Magnésio e Agar Vermelho de Congo (RILEY &

TOMA, 1989).

1.11.4 Atividade da Pirazinamidase (PYZ)

O teste fenotipico da atividade da Pirazinamidase baseia-se na hidrélise da

pirazinamida pela pirazina-carboxilamidase (pirazinamidase), resultando na
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producdo do &cido pirazindico, o qual, na presenca de sais ferrosos, adquire uma cor
rosada. O teste originalmente relatado para as diferenciacdes de espécies do género
Mycobacterium sofreu uma adaptacdo para Y. enterocolitica, distinguindo as
potencialmente virulentas (PYZ") das néo virulentas (PYZ"). Apesar de todas as
cepas que possuem o plasmideo serem PYZ’, o teste ndo esté diretamente ligado a
presenca do plasmideo. Ele apenas demonstra a capacidade de uma cepa abrigar o
plasmideo, sem substituir outros testes fenotipicos capazes de detecta-lo. No
entanto, o teste é rotineiramente utilizado para a discriminacdo de amostras

virulentas (KANDOLO & WAUTERS, 1985).

1.12 TECNICAS MOLECULARES PARA ANALISE DO

POLIMORFISMO GENETICO

Diversas técnicas moleculares, para tipagem epidemioldgica, vém sendo
utilizadas em estudos epidemiolégicos de surtos (FALCAO et al., 2006).
Normalmente, uma Uunica célula bacteriana da origem a uma progénie, que
desencadeia um surto. Essa progénie € idéntica ou geneticamente muito similar ao
organismo fonte da infeccdo, logo essas técnicas possibilitam especular sobre a
origem de um surto (FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2006-b).

Todos os organismos dentro de uma espécie podem ser tipados, e a técnica
utilizada para fazé-lo deve apresentar uma alta reprodutibilidade e um bom poder
discriminatério (FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2006-b).

A genotipagem em Y. enterocolitica teve um grande avanco nas Ultimas
décadas, e varias métodos baseados no DNA vém sendo utilizados para

caracterizacao dessas cepas (FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2006-b).
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As técnicas mais utilizadas atualmente para a tipagem de cepas de Y.
enterocolitica séo: a técnica de analise de DNA plasmidial usando endonuclease
de restricdo (Restriction Enzyme Analysis of Plasmids - REAP), analise de DNA
cromossomial usando endonuclease de restricdo (Restriction Enzyme Analysis of
Chromosomes - REAC), amplificacdo aleatéria do DNA polimérfico (Randomly
Amplified Polymorphic DNA - RAPD), ribotipagem (Ribotyping) e eletroforese em
campo pulsado (Pulsed Field Gel Electrophoresis - PFGE) (WOJCIECH et al.,
2004; FALCAO et al., 2006).

A técnica consenso de repeticido intergénica de Enterobactéria
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus - ERIC-PCR) néo é tdo utilizada
quanto as supracitadas (FALCAO et al., 2006). No entanto, a anélise da distribuicio
desses elementos repetitivos no DNA de micro-organismos pode ser uma
ferramenta Gtil para uma rapida identificacdo de espécies bacterianas, além de ser
atil para a analise do genoma de procariontes (VERSALOVIC et al.,1991). Alguns
trabalhos ja demonstraram o éxito dessa técnica na diferenciacédo de cepas de Y.
enterocolitica (SACHDEVA & VIRDI, 2004; WOJCIECH et al., 2004; FALCAO et al.,
2006; FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2006-b). As principais vantagens do ERIC-
PCR séo a sua simplicidade, menor custo e maior rapidez em ser realizado, quando
comparado com as outras técnicas (SOUZA et al., 2010).

A técnica do PFGE é uma variacdo da eletroforese em gel de agarose que
permite a analise de fragmentos de DNA de grande tamanho do genoma inteiro de
uma bactéria, por meio da reorientacdo do DNA em gel pela acdo de campos
elétricos alternados (MAGALHAES et al., 2005; FREDRIKSSON-AHOMAA et al.,
2006-b). Esta técnica se utiliza de diversas enzimas de restricdo que fragmentam o
DNA todo de um micro-organismo, gerando perfis distintos que serédo analisados no

computador. Esta metodologia demonstrou um alto poder discriminatorio e superior
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as técnicas supracitadas (LUKINMAA et al., 2004; FREDRIKSSON-AHOMAA et al.,
2006-b).

O PFGE é utilizado tanto para estudos de surtos hospitalares de pequenas
proporcdes, quanto na comparacdo de populacdes bacterianas, envolvendo micro-
organismos de diferentes paises, ou regides, aumentando assim 0 escopo
epidemiolégico desta técnica (MAGALHAES et al., 2005).

E o padrdo ouro no que tange subtipagem de bactérias, e a enzima de
restricdo utilizada com mais frequéncia em Y. enterocolitica € a Not |
(FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2006-b).

Os fatores que limitam a utilizacdo do PFGE sado: o tempo envolvido na
completa analise dos dados e o0s equipamentos que sdo sofisticados e caros

(FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2006-b; SOUZA et al., 2010).

1.13YERSINIOSE NO BRASIL

Surtos causados por Yersinia enterocolitica vém sendo relatados ao redor do
mundo ha décadas. No Brasil, a ocorréncia de Y. enterocolitica ndo é tdo descrita
guanto em outros paises. Tal fato deve-se provavelmente a ndo utilizacdo das
técnicas ideais para isolamento e caracterizacdo dessa bactéria, ou a baixa
incidéncia desse micro-organismo no nosso meio. Porém, varios estudos realizados
Nno nosso pais com Y. enterocolitica e outras espécies de Yersinia mostram seu
isolamento a partir de material clinico humano, animal, alimentos e meio ambiente
(FALCAO & FALCAO, 2006). Aqui, ela é relatada com mais frequéncia em casos
isolados, e a maioria das infeccBes por Y. enterocolitica apresentam um quadro

clinico de diarreia. No entanto, outras manifestacdes clinicas ja foram relatadas
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como: anemia falciforme, pneumonia, adenopatia, manifestagdes cutaneas, artrite e
em menor frequéncia talassemia (FALCAO & FALCAO, 2006).

O Brasil ainda ndo possui dados oficiais de ocorréncia de yersiniose causada
por Y. enterocolitica. Esse detalhe fica restrito aos trabalhos publicados como o
retratando os isolamentos de amostras de clinicas humanas na cidade de S&o Paulo
(CECCARELLI et al., 1990), no Rio Grande do Sul, registram-se os isolados de
suinos com diarreia (CASTRO et al., 1983), no Rio de Janeiro, a Y. enterocolitica foi
detectada em suinos, no homem e em cées sadios (ASENSI & HOFER, 1985, 1986;
NUNES & RICCIARDI, 1986; MENDONCA et al., 1994). Em um trabalho realizado
nos municipios de Itaguai, Seropédica e Rio de Janeiro (Santa Cruz), foi analisado o
nivel de aglutininas anti-Yersinia enterocolitica O:3 em soros de suinos sadios,
através da prova de soro-aglutinacédo lenta, positivando-se em 63% dos suinos
reatores analisados (LAZARO & HOFER, 1996), dentre outros trabalhos.

Ja outros paises, como os Estados Unidos, registram uma média de 17 mil
casos anuais de yersiniose. Mas, mesmo a yersiniose nao despertando tanta
atencdo do governo em nosso meio, cita-se a conduta da Secretaria de Estado da
Saude de Séo Paulo - SES/SP
Centro de Vigilancia Epidemiolégica — CVE, que mantém uma pagina na internet na
parte de manual das doencas transmitidas por alimentos e &gua
(http://lwww.cve.saude.sp.gov.br/htm/hidrica/yersi_entero.htm) especifica falando
sobre Y. enterocolitica e Y. pseudotuberculosis, demonstrando assim o carater
emergente dessa doenca que tem importancia tanto em saude publica, como
também na parte veterinaria e de alimentos.

Diante do exposto, fica evidente que o estudo dos fatores de viruléncia pode

ajudar a entender melhor a dinamica da doenca, assim como para melhoria de
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terapéutica dessa infeccdo, bem como nos revelar o potencial de patogenicidade

das cepas circulantes no nosso pais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este estudo tem como objetivo geral analisar o perfil de viruléncia de cepas
de Yersinia enterocolitica isoladas de diversas fontes (humana, animal, alimento e
ambiental) através de métodos fenotipicos e genotipicos (fatores cromossomiais e
plasmidiais) bem como a susceptibilidade aos antimicrobianos e o polimorfismo

genético desses isolados.

2.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar, através de métodos fenotipicos e genotipicos, os fatores
de viruléncia das cepas estudadas;

e Comparar os resultados obtidos nos testes fenotipicos com os
moleculares (PCR e andlise plasmidial);

e Avaliar a correlagao filogenética dessas cepas através do ERIC-PCR;

e Avaliar o polimorfismo genético dos isolados através da técnica de

eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras Bacterianas

Foram estudados 60 isolados, pertencentes a Colecao de Listeria (CLIST),
identificados, pelo Laboratério de Zoonoses Bacterianas do Instituto Oswaldo Cruz/
Setor Listeria, como Yersinia enterocolitica. As amostras foram mantidas em
geladeira (4°C). As informagdes completas desses isolados encontram-se na Tabela

2.
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Tabela 2 - Informacdes completas dos isolados.

Data da
Amostras  N° Colegdo Origem Fonte Coleta Sorovar/Biotipo
YE1 I0C 02/07 Abatedouro/SP *AN-Suino 01/08/2007 0:3/4
YE2 IOC 08/07 Abatedouro/SP *AN-Suino 01/08/2007 0:3/4
YE3 I0C 12/07 Abatedouro/SP *AN-Suino 01/08/2007 0:3/4
YE4 IOC 68/07 Abatedouro/SP *AN-Suino 28/09/2007 0:3/4
YE5 I0C 73/07 Abatedouro/SP *AN-Suino 28/09/2007 0:3/4
YE6 IOC 78/07 Abatedouro/SP *AN-Suino 28/09/2007 0:3/4
YE7 I0C 126/07 Abatedouro/SP *AN-Suino 28/09/2007 0:3/4
YES8 IOC 128/07 Abatedouro/SP *AN-Suino 28/09/2007 0:3/4
YE9 I0C 133/07 Abatedouro/SP *AN-Suino 28/09/2007 0:3/4
YE10 I0C 192/07 Abatedouro/SP *AN-Suino 19/10/2007 0:3/4
YE11 IOC 195/07 Abatedouro/SP *AN-Suino 19/10/2007 0:3/4
YE12 I0C 199/07 Abatedouro/SP *AN-Suino 19/10/2007 0:3/4
YE13 I0C 222/07 Abatedouro/SP *AN-Suino 19/10/2007 0:3/4
YE14 I0C 231/07 Abatedouro/SP *AN-Suino 19/10/2007 0:3/4
YE15 IOC 236/07 Abatedouro/SP *AN-Suino 19/10/2007 0:3/4
YE16 IOC 02/08 Abatedouro/SP *AN-Suino 16/04/2008 0:3/4
YE17 IOC 04/08 Abatedouro/SP *AN-Suino 16/04/2008 0:3/4
YE18 IOC 10/08 Abatedouro/SP *AN-Suino 16/04/2008 0:3/4
YE19 IOC 25/08 Abatedouro/SP *AN-Suino 16/04/2008 0:3/4
YE20 IOC 31/08 Abatedouro/SP *AN-Suino 16/04/2008 0:3/4
YE21 IOC 33/08 Abatedouro/SP *AN-Suino 16/04/2008 0:3/4
YE22 IOC 59/08 Abatedouro/SP *AN-Suino 16/04/2008 0:3/4
YE23 IOC 65/08 Abatedouro/SP *AN-Suino 16/04/2008 0:3/4
YE24 IOC 72/08 Abatedouro/SP *AN-Suino 16/04/2008 0:3/4
YE25 IOC 78/08 Abatedouro/SP *AN-Suino 16/04/2008 0:3/4
YE26 IOC 81/08 Abatedouro/SP *AN-Suino 16/04/2008 0:3/4
YE27 IOC 85/08 Abatedouro/SP *AN-Suino 16/04/2008 0:3/4
YE28 IOC 87/08 Abatedouro/SP *AN-Suino 16/04/2008 0:3/4
YE29 IOC 108/08 Industria de Alimentos/SP AL-Suino 08/05/2008 0:3/4
YE30 IOC 111/08 Industria de Alimentos/SP AL-Suino 08/05/2008 0:3/4
YE31 IOC 001/08 LACEN/PR HU -Sangue 16/04/2008 0:3/4
YE32 2143 Laboratério Rio de Janeiro/RJ HU -Sangue 31/05/2005 0:3/4
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YE33 I0C 26/07 Abtedouro/SP AN-Suino 01/08/2007 5a/1A
YE34 I0C 33/07 Abtedouro/SP AM-Chéo 01/08/2007 5a/1A
YE35 I0C 69/07 Abtedouro/SP AM-Chéo 28/09/2007 5b/1A
YE36 I0C 97/07 Abtedouro/SP AN-Suino 28/09/2007 NT/1A
YE37 IOC 118/07 Abtedouro/SP AM-Chéo 28/09/2007 NT/1A
YE38 IOC 120/07 Abtedouro/SP AM-Parede 28/09/2007 NT/1A
YE39 IOC 125/07 Abtedouro/SP AM-Mesa 28/09/2007 NT/1A
YE40 IOC 170/08 Abtedouro/SP AM-Chéo 15/05/2008 0:3/4
YE41 IOC 164/07 Abtedouro/SP AM-Chéo 28/09/2007 NT/1A
YE42 IOC 168/07 Abtedouro/SP AN-Suino 28/09/2007 NT/1A
YE43 I0C 173/07 Abtedouro/SP AM-Parede 28/09/2007 NT/1A
YE44 IOC 187/07 Abtedouro/SP AM-Mesa 28/09/2007 NT/1A
YE45 IOC 274/07 Abtedouro/SP AM-Mesa 19/10/2007 O:7/1A
YE46 I0C 203/08 LACEN/PR HU-Fezes 03/09/2008 0:3/4
YE47 I0C 204/08 HOSPITAL /BH HU 03/09/2008 0:3/4
YE48 IOC 205/08 LACEN/SC HU-Sangue 15/12/2008 0:3/4
YE49 IOC 001/09 LACEN/PR HU-Sangue 27/01/2009 0:3/4
YE50 IOC 005/09 LACEN/BA HU-Fezes 13/07/2009 0:3/4
YE51 IOC 006/09 LACEN/PR HU-sangue 11/12/2009 0:3/4
YE52 IOC 001/10 FUNED/MG HU-Swab retal 26/02/2010 0:3/4
YE53 IOC 002/10 FUNED/MG HU-Swab retal 26/02/2010 0:3/4
YE54 IOC 005/11 Industria de Alimentos/SP AL-Suino 23/02/2011 5b/1A
YE55 IOC 009/11 Industria de Alimentos/SP AL-Suino 23/02/2011 5b/1A
YE56 IOC 010/11 Industria de Alimentos/SP AL-Suino 23/02/2011 5b/1A
YE57 HU 011/11 FUNED/MG HU-Swab retal 14/09/2011 0:3/4
YES58 HU 012/11 FUNED/MG HU-Swab retal 26/10/2011 0:3/4
YES59 HU 013/11 LACEN/PR HU-Hemocomponente  09/11/2011 0:3/4
YE60 HU 014/11 LACEN/PR HU-Fezes 09/11/2011 0:3/4

N° - nimero, SP- Sao Paulo, PR — Parana, BH — Belo Horizonte, SC — Santa Catarina, BA —
Bahia, MG — Minas Gerais, RJ — Rio de janeiro, AN — Animal, AM — Ambiente, AL —
Alimento, HU — Humano, Hemocomp - hemocomponente e NT - N&o tipavel * = regido
tonsilar/lingua.
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3.2 Caracterizacao Bioguimica

A caracterizagcdo bioquimica para identificacdo da espécie Y. enterocolitica foi
realizada segundo Mollaret et al., 1990 e, na confirmagdo dos isolados escolhidos
para a investigagdo, foram utilizados os seguintes testes: mobilidade a 25-30°C,

urease, VP (25°C), ornitina descarboxilase (ODC), indol, Citrato de Simmons,

sacarose, xilose, esculina, arginina desidrogenase.

Na classificacdo em biotipos a amostragem de Y. enterocolitica foi analisada

segundo os esquemas de Wauters et al. (1981) e Mollaret et al. (1990), delineadas

na Tabela 3.

Tabela 3 - Biotipificacdo de Yersinia enterocolitica segundo Wauters et al.(1981) e Mollaret

et al. (1990).

Biotipos

Provas

Salicina
Esculina
Lipase
Indol
Pirazinamidase
VP

oDC
Sorbose
Trealose
Sacarose
NO'3_NO’,
Xilose
Inositol

He- : : -

+/- -

+ + + + + + + + + + o+

+ + + + + + o+ o+
+ + + + + + o+ o+
+ + 4+ + + + o+

+ + +

+: positivo
*Representadas pelas espécies Y. mollarettii (sorbose +) e Y. bercovieri (sorbose -),

diferenciando-se de Y. enterocolitica biotipo 3 através de VP- e Mucato +.

- negativo (+): tardio (ap6s 72h) V: variavel

25



3.3 Caracterizacao Soroldgica

A caracterizacdo sorolégica foi realizada através da soroaglutinacdo rapida ou
em lamina (ASENSI & HOFER, 1985). Os antissoros somaticos foram preparados no
Laboratdrio de Zoonoses Bacterianas, IOC/Fiocruz, RJ, adotando a técnica descrita
por Niléhn (1969) e Wauters et al. (1971), utilizando as amostras de referéncia

recebidas do Prof. S. Winblad, Institute of Clinical Bacteriology, Malmd, Sweden.

3.4 Determinacéo dos fatores fenotipicos de viruléncia

3.4.1 Ligacao ao Cristal Violeta (BHADURI et al., 1987)

A capacidade das cepas de Y. enterocolitica de se ligarem ao Cristal Violeta
foi testada de acordo com os seguintes procedimentos: as amostras foram crescidas
em APA (Agua Peptonada Alcalina, pH 8,4 - Difco) por 24 horas em temperatura
ambiente (28°C). Apés esse periodo, foi realizada uma diluicdo na proporcéo de 10°
células/ml, e aliquotas de 0,1 ml foram semeadas em placas de Agar triptosado
(Oxoid), incubada em temperatura ambiente (28°C) e a 37° C por 30 horas. As
superficies do meio contendo as colénias foram cuidadosamente submersas com 8
ml de uma solucdo aquosa de 85ug/ml de Cristal Violeta (Difco) durante dois
minutos. As colbnias positivas revelando a ligacao ou incorporacéo do Cristal Violeta
apresentaram uma tonalidade violeta e aquelas consideradas nhegativas,

permaneceram incolores.

3.4.2 Autoaglutinacdo (SKURNIK et al., 1984)

As amostras foram semeadas em tubos com 5ml de meio Clark & Lubs
(VM/VP - Difco) incubados em temperatura ambiente (28°C) e a 37°C por um

periodo de 24 horas. Durante a leitura dos resultados, as amostras foram
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manuseadas de forma cuidadosa, evitando movimentos bruscos, para nao haver
interferéncia nos resultados finais. As amostras com autoaglutinagédo (37°C)
revelaram um depdsito granular e a superficie liquida de meio relativamente limpida.
Por sua vez, as negativas em temperatura ambiente (28°C) apenas turvaram o meio,

sem a presenca de depdsitos granulares.

3.4.3 Comportamento em Agar Vermelho de Congo - Oxalato de Magnésio

(CRMOX - RILEY & TOMA, 1989)

O meio de CRMOX foi preparado com 40g de Agar Triptose de Soja (Oxoid),
gue foi dissolvido em 825 ml de agua destilada e autoclavado por 15 minutos a
121°C. O meio foi resfriado até uma temperatura de aproximadamente 55°C, e foi
adicionado 80 ml de uma solucédo de oxalato de sédio (Sigma) a 0,25 M, 80ml de
uma solucéo de cloreto de magnésio (Difco) a 0,25 M, 10ml de uma solucéo de 20%
de D - galactose (Sigma) e 5ml de uma solucdo de 1% de vermelho de Congo
(AGFA). A solucao de galactose foi esterilizada por filtragcdo e as demais solucdes
foram autoclavadas por 15 minutos a 121°C. O meio foi misturado e distribuido em
placas de Petri descartaveis (15 por 100mm), uma quantidade de 20 ml por placa.
As amostras foram semeadas em placas de agar sangue (5% sangue de carneiro
em agar Columbia sangue base - Difco) incubadas a temperatura ambiente (28°C)
por 24h. Esse crescimento de 24h foi passado para o CRMOX, o qual ficou a 37°C
por 24h. As amostras CRMOX + apresentam colbnias na cor vermelha. Ja as
CRMOX - estdo constituidas de coldnias brancas ou incolores (Figura 2). Em uma
mesma placa podem ocorrer colénias CRMOX + e CRMOX —, pois nem todas as
col6nias formadas possuem plasmideo ou, até mesmo, algumas coldnias podem té-

lo perdido.
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CRMOX-

CRMOX+

Figura 2 - Meio CRMOX com colbnias positivas (vermelhas) e coldnias negativas (brancas).

3.4.4 Atividade da Pirazinamidase (PYZ) (KANDOLO & WAUTERS, 1985)

A atividade da Pirazinamidase foi detectada através do meio preparado com
30g de agar Triptose de soja (Oxoid), 3g de extrato de levedura (Difco), 2g de acido
piravico (Sigma), 1g de pirazinamidase (Sigma) e 1000 ml de agua destilada. Foi
ajustado o pH para aproximadamente 6,6. Esse meio foi autoclavado por 15 minutos
a 121°C e distribuido em tubos de rosca de 16 mm x 125 mm, posicionando-os
antes da solidificacdo, levemente inclinados para formar um bisel suave. As
amostras foram crescidas em agar Triptose de soja (Oxoid) inclinado a temperatura
ambiente (28°C) por 24h e um in6culo consistente foi semeado na superficie do
meio PYZ, mantido a temperatura ambiente (28°C) por 48h. Em sequéncia, foi
adicionado 1 ml da solucéo aquosa a 1% de sulfato ferroso amoniacal (Merck) sobre
0 crescimento no meio PYZ e observado o resultado depois de 15 minutos. Os
tubos que apresentaram uma tonalidade résea (clara ou escura) sdo as PYZ+,
detectando a acdo da pirazinamidase; ja as PYZ- n&o alteraram sua cor original. E
importante salientar que nesse teste as amostras positivas sao aquelas que néo

possuem o plasmideo, jA as negativas sao as que possuem ou podem albergar o
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plasmideo. No teste foram utilizadas como controles positivos: Y. enterocolitica
5a/1A e Aeromonas caviae. E, como controle negativo, foi utilizada Aeromonas

sobria ATCC 43 979 (CARNAHAL et al., 1989).

3.5 Testes de susceptibilidade aos antimicrobianos

A suscetibilidade aos antimicrobianos foi avaliada utilizando-se a técnica de
disco difusdo para enterobactérias conforme as recomendacfes do Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2011 (CLSI, 2011).

As amostras foram crescidas em APA (Agua Peptonada Alcalina, pH 8,4 -
Difco) por 24 horas a 35°C. A seguir foi feita uma diluicdo desse crescimento na
escala de 0.5 de MacFarland em salina estéril. Essa diluicdo foi semeada em placas
de Petri descartaveis (15 por 100 mm) contendo 25ml por placa de Agar Mueller-
Hinton (Oxoid), garantindo uma profundidade de 4 mm de meio. A semeadura da
diluicdo foi feita com swab estéril esfregando-o em toda a superficie do meio. O
procedimento € repetido outras duas vezes, girando a placa aproximadamente 60°
cada vez. E por fim passa-se o swab contornando a margem da placa. A tampa da
placa fica entreaberta por 3 a 5 minutos para que o excesso de umidade seja
dissipado antes da aplicacao dos discos impregnados com antibidticos.

Para este teste foram utilizados os discos de antimicrobianos da OXOID,
utilizados na rotina do laboratério, com 0s seguintes antibioticos e concentracoes:
ampicilina (AMP) 10 pg, cefalotina (KF) 30 ug, cefoxitina (FOX) 30 pg, amicacina
(AK) 30 pg, sulfametoxazol (RL) 25 pg, gentamicina (CN) 10 ug, tetraciclina (TE) 30
Kg, cloranfenicol (C) 30 pg, imipenem (IPM) 10 ug, sulfametoxazol-trimetoprim (SXT)

25 ug, ciprofloxacina (CIP) 5ug e trimetoprim (W) 5 pg.
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Como controle para todos os antibidticos foram utilizadas Escherichia coli
ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923. Como controle da amicacina e
ciprofloxacina foi utilizado Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (CLSI, 2011).

Cada disco foi pressionado de encontro a placa, de maneira a assegurar o0
contato completo do disco com a superficie do &gar. Os discos foram aplicados com
um dispensador, que fazia com que fossem distribuidos mantendo uma distancia
uniforme entre cada disco, em um total de seis discos por placa.

As placas eram invertidas e incubadas na estufa a 35°C por um periodo de 16
a 18h. Apds a incubacédo, o didametro dos halos € medido, incluindo o diametro dos
discos, em milimetros, com um paquimetro. Com os resultados obtidos, as cepas

foram classificadas como: sensiveis, intermediarios ou resistentes.

3.6 Deteccéo dos fatores de viruléncia pela PCR

3.6.1 Extracdo do DNA bacteriano

As amostras bacterianas foram cultivadas em caldo triptosado (Oxoid) a 37°C
por 18-24 h. Em 2 ml do crescimento se fez a extracdo do DNA bacteriano atraves
do kit de extracdo de DNA (DNeasy® Blood &Tissue Kit-Qiagen), seguindo as

orientacdes do fabricante.

3.6.2 Deteccao dos genes de viruléncia

Foram analisadas a presenca dos genes inv, ail, ystA e virF através da
técnica da PCR (Polymerase Chain Reaction) com seus respectivos iniciadores

(Tabela 4):
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Tabela 4 - Primers dos genes de viruléncia inv, ail, virF e ystA e seus respectivos

amplicons.
Gene Nome Sequéncia (5°-3’) Am(gllljc):on Referéncia
YCI(F) CTG TGG GGA GAG TGG GGA
. AGTTTG G Rasmussen et al.
inv 570
yca(r) ~ GAACTG CTT GAATCCCTG (1994)
AAA ACC G
» Aill (F) ACT CGA TGA TAA CTG GGG AG 170 Nakajima et al.
Ail2 (R) CCC CCA GTA ATC CAT AAA GG (1992)
Pr2a (F) AATG CTGTCT TCATTT GGA
yStA GCA 145 Ibrahim et al. (1997)
Pr2c (R) ATC CCAATCACTACT GACTTC
. TCATGG CAG AAC AGC AGT
VirF VirF1 (F) CAG 590 Wren & Tabagqchali
1990
VirF2 (F) ACT CAT CTT ACC ATT AAG AAG ( )

Para o preparo da mistura da PCR foi utilizado o Kit Platinum® PCR Super

Mix (Invitrogen) em um volume final de 50 pL contendo 45 pL da Platinum PCR

Super Mix, 2 yL de cada par de iniciador (concentracdo de 20 pmol) e 1uL de DNA

(100ng). Os ciclos de amplificagédo da PCR foram: um ciclo inicial de 10 minutos a

95°C, 40 ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 55°C e 1 minuto a 72°C, seguido de

uma extensao final de 10 minutos a 72°C.

Os produtos da amplificacdo foram analisados em eletroforese com gel de

agarose a 1% preparado em solucdo TBE (Bio-Rad) 0.5X. O gel foi corado em

solucédo aquosa a 0,1% de brometo de etideo e visualizado sob a luz ultravioleta.

Como marcador de peso molecular foi utilizado 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen-

Life Technologies) (Figura 3).
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Figura 3 - Gel representativo dos genes de viruléncia qgue amplificaram na PCR da cepa
YE -04: 1-peso molecular, 2-ystA, 3-ail, 4-virF e 5-inv.

3.7 Consenso de repeticdo intergénica de Enterobactéria (ERIC-

PCR)(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus)

Para a andlise das regides de repeticdo intergénicas em enterobactérias foi
realizado o ERIC - PCR, \utlizando o primer ERIC 2R (5-
ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’), seguindo a metodologia de Versalovic et al.
1991.

O DNA utilizado foi 0 mesmo extraido para a realizacdo da PCR dos genes
de viruléncia.

Para o preparo da mistura da PCR foi utilizado o Tag PCR Kit (BioLabs) em
um volume final de 25 pL por amostra, contendo 13,7 pL de agua estéril ultra pura
(Tipo 1- Mili-Q); 5 pL do tampéo PCR 5X; 2,5 puL de MgCly; 1,5 uL de dNTP; 0,3 pL

da Tag DNA polimerase; 1 pL do primer ERIC 2R (concentracdo de 50 pmoles) e
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1pL de DNA (100 ng). Os ciclos de amplificacdo da PCR foram: um ciclo inicial de 7
minutos a 95°C, 30 ciclos de desnaturagédo de 30 segundos a 90°C, de anelamento
de 1 minuto a 52°C e extenséo de 8 minutos a 65°C, seguido de uma extenséo final
de 16 minutos a 65°C.

Os produtos da amplificacdo foram analisados em eletroforese com gel de
agarose (Sigma) a 1,5% preparado em 100 ml de solugéo TBE (Bio-Rad) 0.5X, com
uma corrente de 100v por 1:30h. O gel foi corado em solu¢do aquosa de brometo de
etideo e visualizado sob luz ultravioleta. Como marcador de peso molecular foi
utilizado 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen-Life Technologies).

A analise dos gendtipos foi realizada através do dendrograma confeccionado
a partir da analise da foto do gel no programa BioNumerics versao 4. Os padrdes de
banda foram comparados através do coeficiente de Dice recorrendo do método
UPGMA (unweighted pair group method with averages) para determinar a
similaridade das bandas. Os ERIC genotipos (EGT) foram considerados diferentes
se ocorressem quaisquer diferencas nos fragmentos de bandas (FALCAO et al.,

2006).

3.8 Eletroforese em Campo Pulsado (Pulsed Field Gel

Electrophoresis - PFGE)

Para a avaliacdo do polimorfismo genético dos isolados foi realizada a técnica
de eletroforese de campo pulsado em gel de agarose (PFGE), seguindo a
metodologia do Pulsenet (Centers for Disease Control and Prevention (CDC) -

Pulsenet) para Yersinia pestis, utilizando os seguintes tampdes:
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1. Tampéao TE (10mM Tris; 1ImM EDTA, pH 8,0)
10 ml de Tris (Sigma) a 1M, pH 8,0;
2 ml de EDTA(Sigma) 0,5 M, pH 8,0;
Diluido em 1000 ml de &gua estéril ultra pura (Tipo 1- Mili-Q).
2. Tampao de Suspenséao celular (CSB) (100 mM Tris; 100 mM EDTA; pH
8,0)
10 ml de Tris (Sigma) a 1M, pH 8,0;
20 ml de EDTA (Sigma) 0,5 M, pH 8,0;
Diluido em 100 ml de &gua estéril ultra pura (Tipo 1- Mili-Q).
3. Tampéo de Lise Celular (CLB) (50 mM Tris; 50 mM EDTA; pH 8,0 +
sarcosil 1%)
25 ml de Tris (Sigma) a 1M, pH 8,0;
50 ml de EDTA(Sigma) 0,5 M, pH 8,0;
50 ml de sarcosil (Sigma) a 10% (N-lauroilsarcosina, sal de sédio);

Diluido em 500 ml de agua estéril ultra pura (Tipo 1- Mili-Q).

Para o desenvolvimento da técnica, as amostras foram semeadas em tubos
com agar nutriente inclinado (Difco) e incubadas a temperatura ambiente (28°C) por
48 h. Em tubo de vidro de tampa de rosca (12 mm X 75 mm) foram adicionados 2 ml
do tampéo de suspensao celular (CSB). Um swab estéril foi impregnado com o
crescimento bacteriano, e adicionado aos tubos contendo CSB. O espectrofotdbmetro
(Unico 1100) foi calibrado para um comprimento de onda de 610 nm de
absorbancia, assim com a concentracao celular para uma densidade 6ptica de 1.35
(com variacao de 1.3-1.4). A suspenséao celular foi mantida a temperatura ambiente
(x 28°C) durante todo o processo. Em sequéncia, 400uL da suspensao foi

adicionada em um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml (Eppendorf), acrescentando-se
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20pL de uma solucdo de 20 mg/ml de proteinase K (Invitrogen) e convenientemente
misturada.

Para a feitura do plug, foi preparada uma agarose em tampéo TE contendo
1% de SeaKem Gold (Cambrex) e 1% de SDS. A agarose foi mantida em banho-
maria a 55°C.

Foram incorporados 400 pL da agarose a suspensao celular, misturando de
forma rapida para evitar a solidificacao do gel, e adicionando-a nos moldes (BioRad)
dos plugs. A quantidade utilizada de agarose e suspensao permitiram fazer 2 a 3
plugs, que foram mantidos a temperatura ambiente (28°C) por 10-15 minutos e,
posteriormente, colocados por 5 minutos na geladeira (4°C).

Os plugs, foram colocados em um tubo Falcon (TPP) de 50 ml contendo 5 ml
do CLB + 25 pL de proteinase K (20mg/ml) para cada amostra, e incubados a 54°C
em banho-maria com shaker com uma agitacdo de 175-200 rpm por 2h.

Antes da etapa das lavagens, foram pré-aquecidos em agua estéril ultra pura
(Tipo 1- Mili-Q) e o tampao TE a 50°C. Primeiro realizaram-se as lavagens com
agua estéril ultra pura, pela adicdo de 10 ml da agua em cada tubo, seguida de
incubacéo a 50°C com uma agitacéo de 175-200 rpm por 15 minutos. O processo foi
repetido duas vezes. ApOs a lavagem com a agua, efetuou-se a lavagem com 5 mi
de tampdo TE em cada tubo. O tubo foi incubado nas mesmas condi¢cbes da
lavagem com agua, s que nesse caso, 0 processo foi repetido 3 vezes.

Ao fim das etapas de lavagem, o plug podera ser armazenado em tampéo
TE, na geladeira (4°C), por um periodo de até 6 meses.

Como sequéncia da técnica, efetuou-se a etapa de digestdo dos plugs,
recorrendo as enzimas de restricdo Not | (BioLabs) para Y. enterocolitica e Xba |
(BioLabs) para Salmonella ser. Braenderup H9812, referéncia como padrédo de peso

molecular.
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Os plugs foram cortados ao meio (2.0-2.5 mm de &rea) e colocados em tudo
de microcentrifuga de 1,5 ml (Eppendorf) contendo a enzima e seus reagentes de

acordo com os modelos apresentados na Tabela 5:

Tabela 5 - Enzimas de restricdo Not | e Xba | e seus reagentes.

Not | Xba |
Reagentes Quantidade Reagentes Quantidade
Agua estéril ultra pura (Tipo 1- Mili-Q) 177 uL | Agua estéril ultra pura (Tipo 1- Mili-Q) 175,5 L
BSA 1% (BioLabs) 2 uL BSA 1% (BioLabs) 2 uL
Tampéo 3 (BioLabs) 20 pL Tampao 4 (BioLabs) 20 pL
Not | (10U/pL)(BioLabs) 1puL Xba | (20U/uL)(BioLabs) 2,5uL
Total 200 yL | Total 200 pL

Os tubos com seus constituintes foram incubados em banho-maria a 37°C,
sendo aqueles contendo as amostras de Y. enterocolitica sofreram a incubac¢ao por
um periodo de 4h, enquanto os da Salmonella ser. Braenderup foram mantidos por
2h.

Apbs o periodo de digestéo foi retirada a enzima de restricdo e adicionado o
tampdo TE, mantendo na geladeira (4°C) por 5 minutos. Tal procedimento visou
inativar a enzima de restricao.

O gel para corrida foi preparado com 100 ml de TBE (Norgen Biotekcorp.) a
0,5X e a agarose SeaKem Gold (Cambrex) a 1%. Para a corrida recorreu-se ao
tampao TBE a 0,5X.

O Sistema de eletroforese utilizado foi o CHEF-DR I1I® (Bio-Had) com as
seguintes condicbes de corrida: pulso inicial 1,79s, pulso final 18,66s, voltagem
200v, temperatura 14°C e o tempo de corrida de 20h. O gel foi corado em solucgéo
aquosa de 1% de brometo de etideo e visualizado sob luz ultravioleta.

A anadlise dos gendtipos foi realizada através do dendrograma confeccionado
a partir da foto do gel no programa BioNumerics versdo 4. Os padrdes de banda

foram comparados, da mesma forma que o ERIC-PCR, através do coeficiente de
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Dice usando o método UPGMA (unweighted pair group method with averages) para
determinar a similaridade das bandas e o critério instituido por Tenover et al. (1995)
para definir os tipos de clusters do PFGE. Estabeleceu-se um cut off = 85%
formando grupos geneticamente relacionados, e os isolados com os padrdes de
banda com 100% de similaridade foram enquadrados como sendo representantes

do mesmo tipo de pulso do PFGE (PPT) (JOHNSON et al., 2007).

3.9 Calculo do indice de diversidade das técnicas moleculares de

tipagem

Para se avaliar a capacidade discriminatoria tanto do ERIC-PCR quanto do
PFGE, recorreu-se ao calculo do indice de diversidade de Simpson (Simpson's Index
of Diversity - HUNTER & GASTON, 1988), através da seguinte formula (Figura 4):

S
1

D=1-——"> nn-1
N{N—IJE 7

Figura 4 - Férmula do indice de diversidade de Simpson.

Onde N é o numero total de amostras da populacdo de estudo, s é o nUmero
total de tipos encontrados e n; € o numero de amostras dentro de cada tipo. O indice
numérico de discriminacdo D tem como base a probabilidade de duas amostras nao
relacionadas serem agrupadas dentro da populacdo em estudo em diferentes

grupos.
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4 RESULTADOS

4.1 Testes

Fenotipicos,

Testes

de

antimicrobianos e PCR dos genes de viruléncia.

Os dados obtidos

nos

testes

fenotipicos,

susceptibilidade a

no comportamento da

susceptibilidade antimicrobiana (TSA) e de PCR dos genes de viruléncia foram

reunidos na Tabela 6.

Tabela 6 - Resultados do antibiograma (TSA), PCR dos genes de viruléncia e testes
fenotipicos das 60 amostras de Y. enterocolitica analisadas.

Amostra Fonte Data Origem TSA (resisténcia) Si?lr}l%?wgg Testes Fenotipicos  Sorovar/Biotipo
AMP, KF, RL, TE,
YE1 Animal 2007 SP SXT Ccv 0:3/4
YE2 Animal 2007 SP AMP, KF Ccv 0:3/4
YE3 Animal 2007 SP AMP, KF, RL, TE 0:3/4
YE4 Animal 2007 SP AMP, KF inv, ail, ystA, virF  Autoag, CV, CRMOX 0:3/4
YES5 Animal 2007 SP AMP, KF, SXT, W 0:3/4
YE6 Animal 2007 SP AMP, KF, RL 0:3/4
YE7 Animal 2007 SP AMP, KF, RL 0:3/4
YE8 Animal 2007 SP AMP, KF, RL 0:3/4
YE9 Animal 2007 SP AMP, KF, RL, TE CRMOX, 0:3/4
YE10 Animal 2007 SP AMP, KF, RL, 0:3/4
YE11 Animal 2007 SP AMP, KF, RL, 0:3/4
YE12 Animal 2007 SP AMP, KF, AK, RL, 0:3/4
YE13 Animal 2007 SP AMP, KF inv, ail, ystA, virF Autoag, CV, CRMOX 0:3/4
YE14 Animal 2007 SP AMP, KF, RL, inv, ail, ystA, virF Autoag, CV, CRMOX 0:3/4
YE15 Animal 2007 SP AMP, KF inv, ail, ystA, virk Autoag, CV, CRMOX 0:3/4
YE16 Animal 2008 SP AMP, KF CRMOX 0:3/4
YE17 Animal 2008 SP AMP, KF, TE, SXT 0:3/4
YE18 Animal 2008 SP AMP, KF CRMOX 0:3/4
YE19 Animal 2008 SP AMP, KF, RL CRMOX 0:3/4
YE20 Animal 2008 SP AMP, KF, RL, TE CRMOX 0:3/4
YE21 Animal 2008 SP AMP, KF, RL inv, ail, ystA, virF  Autoag, CV, CRMOX 0:3/4
YE22 Animal 2008 SP AMP inv, ail, ystA, virF  Autoag, CV, CRMOX 0:3/4
YE23 Animal 2008 SP AMP, KF, RL inv, ail, ystA, virF Autoag, CV, CRMOX 0:3/4
YE24 Animal 2008 SP AMP, KF inv, ail, ystA, virF Autoag, CV, CRMOX 0:3/4
YE25 Animal 2008 SP AMP, KF, RL 0:3/4
YE26 Animal 2008 SP AMP, RL inv, ail, ystA, virF  Autoag, CV, CRMOX 0:3/4
YE27 Animal 2008 SP AMP, KF CRMOX 0:3/4
YE28 Animal 2008 SP AMP, KF, RL CRMOX 0:3/4
YE29 Alimento 2008 SP AMP, KF, RL, SXT, W CRMOX 0:3/4
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YE30 Alimento 2008 SP AMP, KF, RL, SXT, W 0:3/4

YE31 Humana 2008 PR AMP, KF, RL 0:3/4
YE32 Humana 2005 RJ AMP, KF, RL 0:3/4
YE33 Animal 2007 SP AMP, KF, FOX, RL inv PYZ 5a/1A
YE34 Ambiente 2007 SP AMP, KF, FOX, RL inv PYZ 5a/1A
YE35 Ambiente 2007 SP AMP, KF inv PYZ 5b/1A
YE36 Animal 2007 SP AMP, KF, RL PYZ NT/1A
YE37 Ambiente 2007 SP AMP, KF, RL PYZ NT/1A
YE38 Ambiente 2007 SP AMP, KF, FOX, RL inv PYZ NT/1A
YE39 Ambiente 2007 SP AMP, KF PYZ NT/1A
YE40 Ambiente 2008 SP AMP, KF,RL inv, ail, ystA 0:3/4
YE41 Ambiente 2007 SP AMP, KF,RL PYZ NT/1A
YE42 Animal 2007 SP AMP, KF,FOX, RL, TE PYZ NT/1A
YE43 Ambiente 2007 SP AMP, KF PYZ NT/1A
YE44 Ambiente 2007 SP AMP, KF, FOX, RL inv PYZ NT/1A
YE45 Ambiente 2007 SP AMP, KF inv PYZ O:7/1A
YE46 Humana 2008 PR AMP, KF,RL inv, ail, ystA 0:3/4
YE47 Humana 2008 MG AMP, KF,RL inv, ail, ystA 0:3/4
YE48 Humana 2008 SC AMP, KF, RL, SXT, W inv, ail, ystA 0:3/4
YE49 Humana 2009 PR AMP, KF,RL inv, ail, ystA Autog, CV 0:3/4
YE50 Humana 2009 BA AMP, KF,RL inv, ail, ystA 0:3/4
YE51 Humana 2009 PR AMP, KF,RL, TE inv, ail, ystA Ccv 0:3/4
YE52 Humana 2010 MG AMP, KF,RL inv, ail, ystA 0:3/4
YE53 Humana 2010 MG AMP, KF,RL inv, ail, ystA 0:3/4
YE54  Alimento 2011 SP AMP, KF, FOX, RL inv PYZ 5b/1A
YE55 Alimento 2011 SP AMP, KF, FOX, RL inv PYZ 5b/1A
YE56 Alimento 2011 SP AMP, KF, FOX, RL inv PYZ 5b/1A
YE57 Humana 2011 MG AMP, KF,RL inv, ail, ystA, virF  Autoag, CV, CRMOX 0:3/4
YE58 Humana 2011 MG AMP, KF,RL inv, ail, ystA, virF Autoag, CV, CRMOX 0:3/4
YE59 Humana 2011 PR AMP, KF,RL, W inv, ail, ystA 0:3/4
YE60 Humana 2011 PR AMP, KF,RL inv, ail, ystA 0:3/4

AMP = ampicilina, KF = cefalotina, AK = amicacina, FOX = cefoxitina, RL =
sulfametoxazol, TE = tetraciclina, SXT = sulfametoxazol-trimetoprim, W = trimetoprim,
Autoag = autoaglutinacdo, CV = ligacdo ao cristal violeta, CRMOX = comportamento em
Agar Vermelho de Congo - Oxalato de Magnésio e PYZ = atividade da Pirazinamidase a
37°C.

O teste da autoaglutinacdo apresentou 12 (20%) amostras positivas e 48
negativas a 37°C. Ja em temperatura ambiente, todas foram negativas. No teste de
ligacdo ao Cristal Violeta foram constatadas 15 (25%) amostras positivas e 45
negativas a 37°C. Em temperatura ambiente, todas foram negativas. No meio
CRMOX, foram detectadas 19 amostras positivas e 41 negativas a 37°C. Em
temperatura ambiente, apenas uma amostra positiva foi encontrada. Quanto ao teste

PYZ, revelou 15 (25%) amostras positivas e 35 negativas.
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Os resultados dos testes fenotipicos de acordo com 0s sorotipos e bidtipos

encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7 - Resultado dos testes fenotipicos de acordo com o sorotipo/biotipo das 60
amostras.

Sorotipos/Biotipos
Testes Fenotipicos 0:3/4 5a/lA 5b/1A O:7/1A NT/1A
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
Autoaglutinagdo 12(27) - - - -
Cristal Violeta 15(33) - - - -
CRMOX 19(42) - - - -
PYZ - 2 (100) 4(100) 1(100) 8(100)
Total 45 2 4 1 8

As amostras de resultado positivo para o0os 3 testes fenotipicos
(autoaglutinacéo, cristal violeta e CRMOX) para a presenca do plasmideo e negativo
para o PYZ foram: YE4,13,14,15, 21, 22, 23,24, 26, 57 e 58, todas O:3 biotipo 4
(Tabela 6).

J& para a pesquisa dos genes de viruléncia inv, alil, virF e ystA, recorreu-se a
técnica da PCR, tomando como referéncia as 11 amostras que se revelaram
positivas nos testes fenotipicos especificos. Visando uma analise de controle dos
ensaios, foram também incluidas nessa abordagem todas as cepas que nao
evidenciaram positividade no processo fenotipico.

A frequéncia com que esses genes de viruléncia foram encontrados nesta

amostragem esta representada na Tabela 8.

Tabela 8 - Frequéncia dos genes de viruléncia nas 60 amostras

Genes de viruléncia N° amostras Porcentagem
inv 31 52
ail 22 37
ystA 22 37
virkF 11 18
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A andlise da frequéncia do gene de viruléncia de acordo com sorotipo/biotipo

encontra-se na Tabela 9.

Tabela 9 - Frequéncia dos genes de viruléncia por sorotipos/biotipos das 60 amostras.

Sorotipos/Biotipos
Genes de viruléncia O:3/4 5a/1A 5b/1A O:7/11A NT/1A
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
inv 22(49) 2(100) 4(100) 1(100) 2(25)
ail 22(49) - - - -
ystA 22(49) - - - -
VirkF 11(24) - - - -
Total 45 2 4 1 8

Ja os resultados da frequéncia dos genes de viruléncia quanto a origem se

encontram na Tabela 10.

Tabela 10 - Frequéncia dos genes de viruléncia por fonte de isolamento das 60 amostras.

Fonte
Genes de viruléncia Animal Humana  Ambiente  Alimento
n(%) n(%) n(%) n(%)
inv 10(32)  12(85) 6(60) 3(60)
il 9(29) 12(85) 1(10) -
yStA 9(29) 12(85) 1(10) -
VirkF 9(29) 2(14) - -
Total 31 14 10 5

Em todas as 11 amostras fenotipicamente positivas de Y. enterocolitica foram
detectados os genes de viruléncia, incluindo o gene plasmidial virF. Esse gene
confirma a presenca do plasmideo nas amostras analisadas.

O teste de susceptibilidade a antimicrobianos revelou a alta resisténcia da Y.
enterocolitica a ampicilina (100%) e a cefalotina (97%). A Tabela 11 nos revela o
perfil de resisténcia das amostras estudadas. Ainda cinco amostras apresentaram
resisténcia a 5 antibidticos, a sendo amostra YE42 (perfil: AMP, KF,FOX, RL, TE)
resistente a 3 classes de antibidticos diferentes (cefalosporina, sulfonamida e

tetraciclina), com excec¢do da ampicilina e cefalotina.
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Tabela 11 - Percentual de susceptibilidade aos antimicrobianos nas 60 amostras

Antimicrobiano Resistente Sensivel
n(%) n(%)

Amicacina (AK) 1(2) 59(98)
Ampicilina (AMP) 60(100) -
Cefalotina (KF) 58(97) 2(3)
Cefoxitina (FOX) 8(13) 52(87)
Ciprofloxacina (CIP) - 60(100)
Cloranfenicol (C) - 60(100)
Gentamicina (CN) - 60(100)
Imipenem (IPM) - 60(100)
Sulfametoxazol (RL) 41(68) 19(32)
Sulfametoxazol-Trimetoprim (SXT) 6(10) 54(90)
Tetraciclina (TE) 7(12) 53(88)
Trimetoprim (W) 5(8) 55(92)

4.2 ERIC-PCR

As 60 amostras foram submetidas ao ensaio do ERIC-PCR gerando perfis
para analise de possiveis similaridades genéticas dentro dessas regides repetitivas
no DNA de enterobactérias. A analise dos géis possibilitou a construgcdo de um

dendrograma que revelou a existéncia de 32 ERIC gendtipos (EGT) representados

na Figura 5.
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Dice (Opt1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]

ERIC-PCR ERIC-PCR
Sorovar/
- - - . x . - - < Amostra Fonte Ano Estado Biotipo EGT
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|
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e e YE17  Animal 2008 SP  O:3/B4
M e YE18  Animal 2008 SP  O:3/B4
(T - YE22  Animal 2008 SP  O:3/B4
el YE25  Animal 2008 sp  oam4 [ 27
M i1 YE29  Aimento 2008 SP  O3/B4
— e YE30 Alimento 2008 SP  0:3/B4
e el YE31  Humana 2008 PR  0:3/B4
Wi e YE32 Humana 2005 RJ  O:3/B4
T - YE6  Animal 2007 SP  0:3B4
i i YE7  Animal 2007 SP  O:3/B4—]
[ i YE12  Animal 2007 SP  0:3/B4—
[ 1 YE14  Animal 2007 SP  0:3/B4
R - YE15  Animal 2007 SP  0:3/B4 —28
mrn el YE23  Animal 2008 SP  O:3/B4
Mmool YE24  Animal 2008 SP  O:3/B4_

M el YE40  Ambiente 2008 SP  O:3/B4— 29

—{ E M YE47  Humana 2008 MG  O:3B4— 30
I YE49  Humana 2009 PR  0:3/B4— 31

- N - YE46  Humana 2008 PR  0:3/B4— 32

Figura 5 - Dendrograma gerado a partir dos genétipos (EGTs) das 60 amostras obtidas pelo
ERIC-PCR.
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4.3 PFGE

As 60 amostras também foram submetidas ao ensaio do PFGE para anélise
do polimorfismo genético entre os isolados. E mais uma vez, como no ERIC-PCR, a
analise do gel nos forneceu elementos para a montagem de um dendrograma,
constituido de nove clusters (A até ), agrupando os isolados com = 85% de
similaridade. Dentro dos clusters, 36 isolados apresentaram padrdes Unicos de
banda (PPT) com 100% de similaridade de acordo com a disposicdo retratada na
Figura 6. A analise desses padrdes revelou o grande poder discriminatério do PFGE,
agrupando as amostras do sorovar O:3 Biotipo 4 de origens animal e humana no
cluster A. As amostras pertencentes ao Biotipo 1A de origens ambiental, alimentar e
animal, ficaram distribuidas pelos outros 7 clusters (B a I). Os clusters B e C
evidenciaram uma similaridade de 83%, enquanto os clusters de B até H
demonstraram uma similaridade de 80%. Salienta-se que o cluster I, 0 mais afastado

filogeneticamente, revelou uma similaridade de 65% frente aos outros clusters.
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Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%)
PFGE-Not | PFGE-Not |

Amostra Estado Fonte Ano  Sorovar/Biotipo PPT

65
70
F75
80

8!
90

95
~100

55  SP  Alimento 2011 sb/1A-‘_B1

56 SP  Alimento 2011 5b/1A

54 SP  Alimento 2011 5b/1A— B2

33 SP  Animal 2007 5a/1A— B3
. 45 SP Ambiente 2007 0:71A—B4

35 SP Ambiente 2007 5b/1A—C1
44 SP Ambiente 2007 NT/1A—C2
34 SP Ambiente 2007 5a/1A—C3
07 SP Animal 2007 0:3/B4— A1
E 31 PR Humana 2008 0:3/B4—A2
17 SP Animal 2008 0:3/B4— A3
08 SP Animal 2007 0:3/B4— A4
{ 49 PR Humana 2009 0:3/B4— A5
03 SP Animal 2007 0:3/B4-
09 SP Animal 2007 0:3/B4
11 SP Animal 2007  O:3/B4 [ A8
16 sP Animal 2008 0:3/B4
25 SP Animal 2008 0:3/84-
46 PR Humana 2008 0:3/B4— A7
01 SP Animal 2007 0:3/B4
04 SP Animal 2007 0:3/B4 |— A8
27 SP Animal 2008 0:3/B4—
i | 14 SP Animal 2007 O:3/B4—
ﬂ 15 SP Animal 2007 0:3/34J
05 SP Animal 2007 0:3/B4— A10
02 sP Animal 2007 0:3/B4
] 06 SP Animal 2007 0:3/B4
19 SP Animal 2008 0:3/B4
21 SP Animal 2008 0:3/B4
23 SP Animal 2008 0:3/B4 | A
24 SP Animal 2008 0:3/B4
26 SP Animal 2008 0:3/B4
28 sP Animal 2008 0:3/B4
32 RJ Humana 2005 0:3/B4
48 SC Humana 2008 0:3/B4—
SP Animal 2008 0:3/B4— A12
SP Animal 2007 0:3/B4—
SP Animal 2008 0:3/B4 | A13
SP Alimento 2008 0:3/B4
BA Humana 2009 0:3/B4
SP Animal 2007 0:3/B4—— A14
SP Animal 2007 0:3/B4—
MG Humana 2008 0:3/B4 —A15
PR Humana 2011 0:3/B4
PR Humana 2009 0:3/B4— A16
MG Humana 2011 0:3/B4
— A17
MG  Humana 2011 0:3/84
PR Humana 2011 0:3/B4— A18
SP Animal 2008 0:3/B4—A19
SP Alimento 2008 0:3/B4— pag
MG Humana 2010 0:3/B
MG  Humana 2010  o3Bs— A2l
SP Animal 2007 NT/AA—D1
SP Ambiente 2007 NTAA— D2
SP Animal 2007 NTAA— E1
sP Ambiente 2007 NTAA—F1
SP Ambiente 2007 NT/AA— G1
SP Ambiente 2008 0:3/B4—H1
SP Ambiente 2007 NTAA—I1

SP Ambiente 2007 NTAA— 12

Figura 6 - Dendrograma construido a partir da analise das bandas, gerando clusters com
similaridade de = 85% das 60 amostras obtidos pelo PFGE.
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5 DISCUSSAO

Os testes fenotipicos para detectar a presenca de plasmideos apresentaram
resultados positivos quando as amostras de Y. enterocolitica O:3 foram incubadas a
37°C (Tabela 6). Isto se deve a prépria caracteristica plasmidial, relacionada a esta
temperatura (GEMSKI et al., 1980). Alguns testes, como a Ligacéo do Cristal Violeta
e 0 PYZ, ndo apenas indicam a possivel presenca do plasmideo, como também a
capacidade da bactéria em adquiri-lo. Em contraposicdo, nos cultivos em
temperatura ambiente (28°C), os testes fenotipicos se comportaram como
negativos, uma vez que o plasmideo € instavel ou pode ser perdido em
temperaturas abaixo de 30°C. Além disso, 0s sucessivos repiques “in vitro”
ocasionam alteracdes de comportamento do plasmideo (ZHENG et al., 2008), razéao
pela qual algumas amostras apresentaram resultados positivos e negativos
dependendo da sensibilidade dos testes fenotipicos.

Os resultados obtidos confirmam as observacdes realizadas por varios
autores, inclusive no Brasil (FALCAO et al., 2006; PAIXAO et al., 2012), que
demonstraram a correlacdo do biotipo e sorotipo (O:3 biotipo 4) com o perfil
fenotipico indicativo de sua potencialidade patogénica para o0s hospedeiros
suscetiveis (FARMER et al., 1992; BAUAB et al., 1995).

A amplificacdo do gene plasmidial virF foi positiva em todas as cepas
positivas para todos os testes fenotipicos, com excecédo do PYZ.

Além da presenca do pYV, as 11 cepas de Y. enterocolitica O:3 patogénicas
também possuem fatores de patogenicidade codificados por genes cromossémicos
(LEAL et al., 1997), responsaveis pela adeséo e invasao de células epiteliais. Trata-
se de um segmento do DNA cromossdmico chamado de ail (MILLER et al., 1990),

gue codifica uma proteina de membrana externa (Ail), conferindo a capacidade de
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resistir a acdo bactericida do complemento a 37°C (BLISKA & FALKOW, 1992). O
sorotipo 0O:3 também é capaz de produzir uma enterotoxina termoestavel,
responsavel pelo quadro de diarreia, relacionada a regido cromossomial conhecida
como ystA (REVELL & MILLER, 2001). Tais cepas sao ainda produtoras de uma
invasina, que atua na invasdo celular, codificada pela regido do cromossomo
reconhecia como inv (RASMUSSEN et al., 1994).

A presenca de todos os fatores de viruléncia em 25% (11 cepas) (Tabela 9)
das amostras isoladas de suinos e humanos é teoricamente pequena, se
comparado com os valores encontrados em trabalhos do Brasil como em Falcéo et
al. (2006), que demonstraram uma taxa de 100% para os genes ail, ystA e inv, e
94,6% para o virF de isolados de suinos e humanos doentes, e em trabalhos
internacionais como em Zheng et al. (2008) que demonstrou uma taxa de 100%
para o inv, 94% para o ail, 93% para o ystA e 82% para o VvirF em pacientes com
diarreia. Mas, mesmo em uma taxa baixa, ainda é uma quantidade consideravel,
por se tratar de um importante patdogeno relacionado a infeccdes zoondticas
(CARNIEL & MOLLARET, 1990).

Dez amostras de origem humana apresentaram somente 0S genes
cromossomiais ail, ystA e inv e ndo o plasmidial virF (Tabela 4). Uma das hipoteses
para tal fato pode ter sido a perda do plasmideo que € instavel a temperaturas
abaixo de 30°C, como citado anteriormente (ZHENG et al., 2008). E interessante a
auséncia dos fatores de viruléncia em duas cepas de origem humana, tendo em
vista que a expectativa era evidenciar algum fator de viruléncia nessas amostras
(FALCAO et al., 2006). No entanto, as informacdes clinico-epidemiolégicas dos
pacientes dos isolados ndo indicavam a figura de doentes, provavelmente
portadores higidos. Ndo se pode também afastar a possibilidade da ocorréncia de

outros fatores de viruléncia que nado foram investigados no projeto, pois a
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patogenicidade em Yersinia € um processo complexo que envolve uma
multiplicidade de genes, tanto no cromossomo, como no plasmideo de viruléncia
(REVELL & MILLER, 2001).

Os genes de viruléncia cromossomiais podem ser perdidos, da mesma forma
gue ocorre com o plasmideo, dependendo das condigbes dos métodos de cultivo.
Entretanto, a perda do plasmideo em Y. enterocolitica € um evento muito comum,
enquanto que esse acontecimento com gene de viruléncia cromossomial foi
raramente reportado. Caso tal afirmativa seja valida, provavelmente a ocorréncia
estara ligada a varios fatores, incluindo em particular ao meio de cultura e a
temperatura da incubacéo. Sera fundamental que novas pesquisas sejam efetuadas
na tentativa de identificar a perda total ou parcial de alguns marcadores
cromossOmicos tradicionais, conforme Zheng e seus colaboradores propuseram em
2008.

Nove amostras pertencentes ao biotipo 1A, tanto de alimentos como do
ambiente e uma de origem animal (Tabela 9), demonstraram a presenca do gene
inv (Tabela 10). As amostras pertencentes a esse biotipo ha algum tempo eram
tidas como comensais do ambiente, ndo patogénicas. A presenca desse gene
nessas amostras esta de acordo com que é encontrado no Brasil (FALCAO &
FALCAO, 2006; CAMPIONI, 2009) e no mundo (KRAUSHAAR et al., 2011),
admitindo-se que os representantes desse biotipo talvez ndo sejam tao inofensivos.

No que tange a resisténcia aos antibiéticos é interessante notar a resisténcia
intrinseca que Y. enterocolitica possui frente a ampicilina e a cefalotina (Tabela 11).
Essa resisténcia provavelmente se deve a presenca dos genes cromossomiais blaA
e blaB responsaveis pela producdo de duas B-lactamases: A e B (BONKE et al.,
2011). Cinco amostras apresentaram resisténcia a cinco antibidticos (Tabela 6), ja a

amostra YE42 (perfil: AMP, KF,FOX, RL, TE) apresentou resisténcia a 3 classes de
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antibioticos diferentes (cefalosporina, sulfonamida e tetraciclina), com excec¢édo da
ampicilina e cefalotina. No entanto, a resisténcia ndo demonstrou nenhuma
correlacdo com a fonte de isolamento ou biotipo. E um dado interessante, uma vez
gue as amostras de Y. enterocolitica que revelaram maior resisténcia apresentaram-
na a seis antibioticos, de acordo com Baumgartner et al. (2007).

Ressalta-se ainda que algumas cepas evidenciaram resisténcia ao
sulfametoxazol-trimetoprim e a tetraciclina, que sdo dois antibiéticos utilizados na
terapéutica de yersiniose (BONKE et al., 2011; FABREGA & VILA, 2012).

Uma cepa apresentou resisténcia a amicacina, que € um aminoglicosideo,
utilizado em associacdo a outros antibidticos, no tratamento de yersiniose extra-
intestinal, incluindo septicemia (BOTTONE, 1997; FABREGA & VILA, 2012). Por
sinal, tal resisténcia foi observada em cepas isoladas de animais no Brasil (FALCAO
et al., 2006).

Por outro lado, registra-se na presente investigacdo a baixa resisténcia aos
antimicrobianos nos isolados que apresentaram todos os fatores de viruléncia,
sendo que as amostras YE22 e 26 (Tabela 6) curiosamente ndo apresentaram
resisténcia nem a cefalotina. E notorio que o plasmideo pYV ndo possui nenhum
papel em termos de participacdo no perfil de resisténcia antimicrobiana, fato
registrado na literatura por Bhaduri et al. (2009) e Fredriksson-Ahomaa et al. (2010).

A anadlise das regides repetitivas intergénicas em enterobactérias, através do
ERIC-PCR, revelou a existéncia de 32 EGTs com uma similaridade minima de 60%
entre todos os isolados (Figura 5), gerando um indice discriminatorio de 0,924. Este
indice discriminatério de diversidade (Simpson's Index of Diversity - HUNTER &
GASTON, 1988), encontra-se em um valor aproximado do que é encontrado na

literatura neste tipo de anéalise (SACHDEVA & VIRDI, 2004; FALCAO et al., 2006).
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Quarenta amostras pertencentes ao sorovar O:3 biotipo 4 de origens
humana, animal, alimentar e ambiental ficaram agrupadas dentro de 12 EGTs em
um grupo com uma similaridade de 85%. Representantes desse sorovar e biotipo
isolados de animal, principalmente de suino e do homem, costumam apresentar
uma grande similaridade genotipica (WOJCIECH et al., 2004; FALCAO et al., 2006).

Nesse grupo reconhecemos trés EGTs; os EGTs 26, 27 e 28; constituidos de
11, 13 e 5 amostras, respectivamente. Em cada um dos EGTS anteriormente
citados, as amostras tém 100% de similaridade, ou seja, sdo consideradas clones
(TENOVER et al., 1995). Entre os EGTs 26 e 27 existe uma similaridade de 96% e
guando associados ao EGT 28, resulta uma similaridade de 94%.

A similaridade de cada EGT e entre esses EGTs é passivel de explicacéo,
tendo em vista a origem desses grupos, pois foram isolados de suinos de dois
abatedouros na regido de Campinas. Observando-se o periodo das coletas, nos
anos 2007 a 2008, conclui-se que estas bactérias, de alguma forma, conseguiram
se manter nos animais, provavelmente como portadores crénicos.

Dentro do EGT 27 ainda estdo agrupadas duas amostras de origem humana,
do Parana e do Rio de Janeiro, de 2008 e 2005, respectivamente. Tal resultado
suscita a ideia de que este fenoétipo/gendtipo prevalece em nosso meio, circulando
pelas fontes de infeccdo, particularmente no elo zoonético representado por suino-
homem, por um tempo maior que o imaginado.

J4 as amostras do Biotipo 1A isoladas de alimentos e ambiente sao
extremamente heterogéneas sorologicamente e apresentaram padrdes de banda
mais diversificados, como € encontrado na literatura (SACHDEVA & VIRDI, 2004;
FALCAO et al., 2006; SOUZA et al., 2010).

Quando se analisa, no dendrograma gerado pelo ERIC-PCR, as amostras

gue possuem todos os fatores de viruléncia, ndo é possivel fazer uma correlacao,

50



uma vez que se encontram dispersas por varios EGTs. Logo, a presenca dos genes
de viruléncia parece n&o influenciar nos perfis gerados pelo ERIC-PCR (FALCAO et
al., 2006).

Respaldado nos resultados do ERIC-PCR, sugere-se que 0 suino se constitui
em uma importante fonte de infeccdo e de transmissdo ao homem no ciclo
epidemioldgico de Y. enterocolitica O:3, inclusive no Brasil, corroborando com as
investigagbes realizadas em diferentes partes do mundo (BOTTONE, 1999;
WOJCIECH et al., 2004; FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2006-a).

A analise do polimorfismo genético das amostras, através do PFGE, nos
revelou a existéncia de nove clusters (A até |) agrupando os isolados com = 85% de
similaridade (Figura 6). Nestes clusters, foram agrupados trinta e seis padrdes
unicos de banda, gerando um indice discriminatorio de diversidade (Simpson's Index
of Diversity - HUNTER & GASTON, 1988) de 0,957, da mesma forma como
calculado para o ERIC-PCR. Salienta-se que esse indice, a semelhanca daquele
firmado no ERIC-PCR, coaduna-se com os valores citados por diferentes autores,
retratando varias regibes do mundo (FREDRIKSSON-AHOMAA et al.,, 1999;
FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2001; FALCAO et al., 2006; SIHVONEN et al.,
2011).

O cluster A englobou 21 PPTs (Al a A21), sendo todas as amostras do
sorovar O:3 biotipo 4 isoladas de animal e de casos humanos. Mais uma vez,
enfatiza-se que a alta similaridade entre os perfis de bandas dos isolados se
compatibiliza com os resultados apontados na literatura, que destacaram a
importancia do suino na cadeia epidemioldgica da yersiniose humana provocada
pelo sorotipo O3 biotipo 4 (FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2003; FREDRIKSSON-
AHOMAA et al., 2006-a). Ainda no cluster A, encontram-se alguns PPTs que

agrupam mais de um isolado, como o All, que agrupa 10 cepas com 100% de
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similaridade. Neste caso, segundo Tenover e colaboradores (1995), essas amostras
sdo indistinguiveis geneticamente, pela qual sdo chamadas de clones. Pela
similaridade (ERIC-PCR) entre os isolados de suinos, admite-se que as influéncias
da origem circunscrita a uma mesma regido e dos periodos muito préximos da
andlise, caracterizaram a situacdo epidemioldgica como um verdadeiro nicho. E
interessante citar que All englobou duas amostras humanas, uma de Santa
Catarina e outra do Rio de Janeiro isoladas em 2008 e 2005 respectivamente. Com
base neste resultado e naquele referido no ERIC-PCR, suscita a hiptese que o
pulsotipo circula no Brasil mesmo em regides geograficamente distintas, mas que
sé@o polos de suinocultura em nosso meio. Os outros PPTs encontrados com mais
frequéncia dentro deste cluster foram os PPTS A6, A8, A9, Al13, Al5, Al7 e A21
com respectivamente 5, 3, 2, 4, 3, 2 e 2 amostras. Os PPTs Al13 e A15 também
agrupam isolados de humanos e animais, caindo no mesmo caso do All.

Duas hipdteses podem ser aventadas para tentar explicar a alta similaridade
de 87% dentro do cluster A. A primeira é que essas amostras podem ser
relacionadas, e a diferenca pode ser devida a alguns eventos genéticos, como
delecdo ou insercdo de DNA ou perda ou ganho de areas de restricdo (TENOVER
et al, 1995). Assume-se também que bactérias nao relacionadas
epidemiologicamente devem possuir genotipos diferentes. Ja as envolvidas em um
surto e/ou epidemia devem apresentar padrdes de banda indistinguiveis (TENOVER
et al., 1995; MAGALHAES et al., 2005).

Quanto a segunda hipotese, ela pode ser devida a grande similaridade
encontrada entre isolados de origem humana e suina. Estudos realizados na
Finlandia e na Alemanha demonstraram que os isolados de origem humana eram
guase indistinguiveis dos isolados de origem suina nestas regides (FREDRIKSSON-

AHOMAA et al., 2003; FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2006-a). Tal fato nédo foi
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detectado quando comparados os isolados dos paises, provavelmente em
decorréncia da distancia e da auséncia de um intercambio entre as duas regides
consideradas (FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2006-a).

Em relacdo ao Brasil, salienta-se que os produtos da suinocultura, carnes,
embutidos, etc., geralmente s@o comercializados para indmeras localidades,
distantes ou ndo geograficamente, favorecendo a circulacdo de Y. enterocolitica O:3
B4, com alta similaridade feno e genotipica, por varias regides.

As amostras isoladas de alimentos e ambiente pertencentes ao Biotipo 1A,
demonstraram ter uma maior diversidade entre suas bandas quando comparadas
aos isolados de animal e humana do Biotipo 4 (Figura 6).

A maior diversidade pode estar relacionada, como no caso do ERIC-PCR, a
diversidade de sorotipo dos representantes desse biotipo, sendo que algumas
dessas cepas ndo puderam nem ser tipadas sorologicamente (SACHDEVA & VIRDI,
2004; FALCAO et al., 2006; SOUZA et al., 2010) .

As amostras do Biotipo 1A foram agrupadas em 8 clusters (B a I) e ao
comparar o cluster B com o C foi evidenciada uma similaridade de 83%. No cluster
B as amostras ficaram bem agrupadas em relacéo a fonte de isolamento como, por
exemplo, as de alimentos de 2011 provenientes de Sdo Paulo que apresentaram
uma similaridade de 95%. A presenca de uma amostra isolada de animal (5a/1A -
PPT B3) dentro do cluster B nos leva a crer que se trata de uma contaminacdo do
ambiente e que essa amostra ndo teve origem em um processo infeccioso, apesar
de ela possuir o gene inv de viruléncia.

No cluster C, ficaram agrupadas com 87% de similaridade 3 amostras
ambientais provenientes da mesma regido de Sdo Paulo e do mesmo ano; logo, sédo
consideradas geneticamente relacionadas e provavelmente se originaram de um

ancestral comum (TENOVER et al., 1995).
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Note-se que nos clusters de D até | ficaram agrupadas as cepas nao tipaveis
antigenicamente de origem ambiental e animal. Aquelas de origem animal
provavelmente se enquadram como citado para o cluster B e talvez resultem de
uma contaminacao do ambiente.

Quando se analisa, no dendrograma gerado pelo PFGE, as cepas que
possuem todos os fatores de viruléncia, observa-se que algumas das amostras
foram agrupadas nos mesmos PPTs, como no A9, reunindo as YE14 e 15, no All,
gue agrupa as cepas YE 21, 23, 24 e 26 e no Al7, que engloba as amostras YE57 e
58. Com base em tais resultados, teoriza-se que o PFGE possa ser capaz de
agrupar cepas portadoras dos genes de viruléncia. No entanto, mais estudos devem
ser realizados e aprofundados, uma vez que as amostras agrupam-se dentro dos
mesmos pulsotipos devido a suas origens, ano e fonte de isolamento ou devido ao
seu sorovar/biotipo.

Nenhuma correlacdo direta pode ser estabelecida entre os PPTs de Y.
enterocolitica e os padrdes de resisténcia aos antimicrobianos, aspecto descrito na
literatura (FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2010).

Ao comparar os resultados obtidos pelo ERIC-PCR com aqueles do PFGE,
verifica-se que realmente o PFGE possui um maior poder de discriminagéo, apoiado
pelo seu maior indice discriminatério de 0,957 contra 0,924 do ERIC-PCR (FALCAO
et al., 2006; FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2006-a; SOUZA et al.,, 2010). O
PFGE demonstrou ser a ferramenta mais apropriada para estudos epidemiologicos
de Y. enterocolitica, pois permite a subtipagem de cepas pertencentes ao mesmo
Biosorotipo (FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2006-b).

No entanto, os resultados do ERIC-PCR foram altamente satisfatorios, uma
vez que foi possivel reunir as amostras por sorovar/Biotipo, e fonte de isolamento de

forma bem similar aos resultados encontrados no PFGE. Logo, o ERIC-PCR
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demonstrou ser uma técnica capaz de tipar amostras, porém com um menor poder
de discriminagao, de acordo com Sachdeva & Virdi (2004) e Falcéo et al. (2006).

Consoante os resultados obtidos é possivel concluir que, na incapacidade de
realizacdo do PFGE, por ser uma técnica que necessita de reagentes e
aparelhagem de alto custo, além do tempo necessario para a completa analise dos
dados que demanda de 2 a 3 dias, o ERIC-PCR é uma alternativa, pois apesar do
seu menor poder de discriminagdo, tem um menor custo e demanda um tempo
menor na analise completa dos dados (FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2006-b;
SOUZA et al., 2010).

Diante do exposto, se faz necessario uma maior atencdo as questdes
relacionadas a higiene durante o processamento de produtos de origem animal, e
em destaque, aqueles provenientes de suinos. Além disso, deve-se dispensar uma
maior atencdo também a criacdo dos animais, implementando monitoramentos
microbiolégicos para controle dos portadores de Yersinia enterocolitica e a
possibilidade de propagacédo da bactéria nos ambientes industriais, uma vez que a
importancia sanitaria da Y. enterocolitica ainda € um fato desconhecido e pouco
evidente em nosso meio.

Paralelamente, os laboratdrios de Saude Publica devem implantar as
analises bacterioldgicas visando detectar a real participacdo de Y. enterocolitica nos
processos entéricos e outros do homem. Como consequéncia, 0s esclarecimentos
sobre genotipos circulantes, o arcabouco de viruléncia, associados as analises de
resisténcia antimicrobiana, se constituiiam nos elementos basicos para o

aprofundamento epidemiolégico da ocorréncia de Y. enterocolitica no Brasil.
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6 PERSPECTIVAS

Como perspectiva futura, diante dos resultados obtidos, fica evidente a
necessidade de se ampliar as investigacfes sobre outros fatores cromossémicos e
plasmidiais de viruléncia ndo analisados neste estudo. Ademais, deve-se realizar
uma continua andlise genotipica através de outras técnicas moleculares,
envolvendo um maior niumero de amostras provenientes de casos humanos e de
diversas espécies de animais, com o0 intuito de aprofundar as analises

epidemiolodgicas e ecoldgicas dos gendtipos circulantes em nosso pais.
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7 CONCLUSOES

o As onze amostras de origens animal e humana, do biossorotipo O:3/4 foram
positivas para todos os testes fenotipicos, a 37°C e, com exce¢do do PYZ,
apresentaram todos os genes de viruléncia cromossdmicos e o0 plasmidial. A
positividade nos testes fenotipicos e a presenca do gene virF indicam a possivel
presenca do plasmideo de viruléncia.

o Em 9 amostras do Biotipo 1A, de origens animal, alimentar e ambiental, foi
detectada a presenca do gene cromossomial de viruléncia inv, demonstrando que
elas talvez ndo sejam tao inofensivas quanto o imaginado.

o Algumas cepas apresentaram resisténcia a sulfametoxazol-trimetoprim (6), a
tetraciclina (7) e a amicacina (1), que séo antibiéticos utilizados no tratamento de
yersiniose extraintestinal, sendo ainda, a amostra YE42 (perfil: AMP, KF,FOX, RL,
TE) resistente a 3 classes de antibidticos diferentes (cefalosporina, sulfonamida e
tetraciclina), com excecao da ampicilina e cefalotina.

o As 11 amostras que apresentaram todos os fatores de viruléncia
demonstraram uma baixa resisténcia aos antimicrobianos e, em alguns casos, até
mesmo a cefalotina.

o Os dados do ERIC-PCR se compatibilizaram com aqueles do PFGE,
demonstrando uma alta similaridade do biossorotipo O:3/4 nos isolados de humanos
e animais, além de demonstrar varios genotipos circulantes por algumas regides do
Brasil

o Os representantes do biotipo 1A apresentaram uma maior diversidade
genotipica tanto no ERIC-PCR como no PFGE, quando comparados aos do Biotipo

4.
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o O ERIC-PCR demonstrou ser uma alternativa mais econdmica e rapida na
impossibilidade de realizagao do PFGE.

o O PFGE demonstrou ser a ferramenta mais apropriada para estudos
epidemiologicos de Y. enterocolitica.

o Com base nos resultados do ERIC-PCR e PFGE sugere-se que, em nosso
meio, 0 suino também ocupe uma posicdo de destaque como fonte de infeccdo no

ciclo epidemiolégico de Y. enterocolitica.
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