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RESUMO

Yersinia enterocolitica é uma bactéria Gram-negativa
emergente que possui potencial zoonotico e esta associada a
quadros de infeccdo alimentar em humanos. Os suinos sdo
considerados o principal reservatorio de Y. enterocolitica,
abrigando-a principalmente nas tonsilas. Tendo em vista a
carne suina como uma das mais consumidas no mundo e a
importancia deste agente zoono6tico, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a ocorréncia de Y. enterocolitica patogénica em
tonsila de suinos no momento do abate no estado de Santa
Catarina. Para isto, foi utilizada uma PCR convencional
multiplex que detecta a presenca de genes de viruléncia (ail,
yadA e virF) e comparou-se esta técnica com a PCR
quantitativa em tempo real (JPCR), somente para 0 gene ail.
Foram coletadas aleatoriamente tonsilas de 400 suinos
provenientes de quatro frigorificos com inspecdo federal em
diferentes regides do estado. Foi realizado o sequenciamento
do DNA dos genes amplificados das amostras positivas na
cPCR e posteriormente foi feita a analise filogenética. Apenas
uma amostra foi positiva para os trés genes pesquisados na
PCR convencional, os quais foram confirmados por
sequenciamento. A analise das sequéncias parciais dos trés
genes de viruléncia identificou trés mudancgas de aminoacidos
exclusivas, sendo uma no gene virF e duas no gene yadA. Na
gPCR esta amostra apresentou 11.058.398 moléculas/pL. Ao
comparar as duas tecnicas, a qPCR foi 100 vezes mais sensivel
que a PCR convencional. I1sso demonstra uma baixa ocorréncia
de Y. enterocolitica patogénica em suinos sadios ao abate em
frigorificos com inspecdo federal em Santa Catarina.

Palavras-chave: Genes de viruléncia. Infecgdo alimentar. PCR
convencional. PCR quantitativa em tempo real. Zoonose.
Yersiniose.



ABSTRACT

Yersinina enterocolitica is a Gram-negative bacteria with
zoonotic potential. It is associated with the occurrence of
enteric diseases in humans. Pigs are considered the main source
of Y. enterocolitica and the bacteria is mainly found in the
pig’s palatine tonsils. The objective of this study was to
evaluate the occurrence of pathogenic Y. enterocolitica in
palatine tonsils of healthy pigs from Santa Catarina, during the
slaughter process. In order to achieve this goal, a multiplex
PCR technique was performed so as to detect the presence of
virulence genes (ail, yadA and virF). This technique was
compared to quantitative real time PCR (qPCR), only for the
ail gene. Palatine tonsils were randomly collected from 400
pigs from four federally inspected slaughterhouses of the state
of Santa Catarina. One positive sample was found for the three
studied virulence genes, which were confirmed by DNA
sequencing. The analysis of partial sequences of the three
virulence genes identified three unique amino acid changes,
one in the virF gene and two in YadA gene. This sample had
11.058.398 molecules/uL detected by qPCR. By comparing the
two techniques, g°PCR was 100 times more sensitive than
standard PCR. This result shows low occurrence of pathogenic
Y. enterocolitica in healthy pigs from federally inspected
slaughterhouses in Santa Catarina.

Keywords: Virulence genes, food infection, convencional
PCR, quantitative real time PCR, zoonosis, yersiniosis.
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1 INTRODUCAO

Yersinia enterocolitica € uma bactéria Gram negativa
que esta associada a doenca entérica em humanos e animais, a
qual possui grande relevancia na saude publica. Esta espécie
bacteriana é altamente heterogénea e pode ser dividida em
varios biosorotipos, dos quais alguns apresentam elevada
patogenicidade para humanos. As manifestacdes clinicas mais
comuns desta doenca incluem enterite, enterocolite, diarreia
grave, febre, nduseas, linfadenite  mesentérica e
pseudoapendicite (Falcdo; Falcéo, 2006).

A ocorréncia de doencas transmitidas por alimentos
(DTASs) ocasionadas por Y. enterocolitica € um problema
emergente de saude publica, que preocupa as industrias de
alimentos e consumidores, especialmente na Europa devido a
seus altos niveis de ocorréncia, onde é a terceira doenca
entérica bacteriana mais comum (Fredriksson-Ahomaa;Stolle;
Korkeala, 2006).

Esta doenca de potencial zoonético estd veiculada
especialmente a alimentos produzidos a base de carne suina,
visto que esta espécie é portadora assintomatica da bactéria em
tonsilas e trato intestinal. Dessa forma, no momento do abate,
pode haver a contaminacdo da carcaga e consequentemente, do
seu produto final, a partir destes tecidos infectados. Por isso,
suinos sdo considerados fonte importante de infeccdo para
humanos, apresentando uma intima associacdo a doenca de
origem alimentar (Van Damme et al., 2013; Schaake et al.,
2013).

Algumas etapas do abate, como a desossa da cabeca,
remocao da lingua, faringe e particularmente das tonsilas, bem
como procedimentos de inspecdo post-mortem, podem
possibilitar a contaminacdo da carcaca com a bactéria (Van
Damme et al., 2015). A capacidade de sobrevivéncia e
multiplicagdo da bactéria por longos periodos em alimentos
refrigerados justifica a preocupacdo relacionada a este agente,
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bem como sustenta a necessidade de detecgdo deste patdgeno
em alimentos de origem animal, visando a seguranca alimentar.

O método de deteccdo tradicional de Y. enterocolitica
baseia-se na cultura do micro-organismo. Este é trabalhoso e
demorado, podendo levar até quatro semanas para a obtencéo
dos resultados (Fredriksson-Ahomaa; Stolle; Korkeala, 2006).
A maioria dos isolados recuperados a partir de amostras
alimentares e ambientais ndo sdo patogénicos. Existem
dificuldades associadas ao isolamento de Y. enterocolitica
patogénica devido ao elevado nimero de bactérias pertencentes
a microbiota natural, as quais podem inibir o crescimento desta
bactéria (Fredriksson-Ahomaa e Korkeala, 2006). No entanto,
usando a técnica de PCR (Reag&o em cadeia da polimerase), Y.
enterocolitica patogénica tem sido frequentemente detectado a
partir de carne suina (Fredriksson-Ahomaa; Stolle; Korkeala,
2006).

O Brasil ndo possui dados oficiais sobre a ocorréncia de
Y. enterocolitica, e apenas casos esporadicos tém sido relatados
(Rusak, et al., 2014). Isso justifica a falta de informagéo
disponivel sobre a ocorréncia deste patdgeno na linha de abate
de suinos no Brasil, sobretudo em Santa Catarina, bem como a
respeito da capacidade do agente detectado em causar doenca
em humanos.

Tendo em vista a relevancia da Y.enterocolitica como
agente zoondtico e a carne suina como veiculo de transmissao,
este estudo objetivou avaliar a ocorréncia de Y. enterocolitica
patogénica em tonsila de suinos ao abate no estado de Santa
Catarina utilizando e comparando a técnica de PCR
convencional e de PCR quantitativa em tempo real (QPCR)
para deteccdo de genes de viruléncia.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 GENERO YERSINIA

O género Yersinia foi nomeado em 1944 por Van
Loghen em homenagem ao bacteriologista francés Alexandre
Yersin, o qual fez o primeiro isolamento do agente da peste
negra em 1894 (Jay; Martin; Golden, 2005). Este género
pertence a familia Enterobacteriaceae e € composto por onze
especies, das quais trés sdo comprovadamente patogénicas para
humanos e animais: Y. pseudotuberculosis, causadora de
septicemia e linfadenite mesentérica, Y. pestis, agente
etioldgico da peste negra, doenca frequentemente fatal quando
ndo tratada e Yersinia enterocolitica, causadora principalmente
de sindrome gastrointestinal, caracterizada por sintomas
intestinais de intensidade moderada, podendo causar
linfadenite mesentérica e enterocolite (Jay; Martin; Golden,
2005; Robins-Browne, 2001; Wagner,2007).

As outras espécies, Y. frederiksenii, Y. intermedia, Y.
kristensenii, Y. mollaretii, Y. bercovieri, Y. rohdei, Y. rucheri,
Y. aldovae, sdo consideradas ndo patogénicas ou ambientais,
pois ndo possuem o0s marcadores classicos de viruléncia
(Wagner,2007).

2.2 YERSINIA ENTEROCOLITICA
2.2.1 Caracteristicas gerais do micro-organismo

Dentre as espécies do género, a Y. enterocolitica € a
principal bactéria causadora de doenca em humanos e animais,
sendo também a espécie de maior interesse em microbiologia
de alimentos. Ela esta amplamente distribuida no ambiente
terrestre, aguas de lagos, nascentes e rios, locais estes que sao
fontes do micro-organismo para animais de sangue quente.
Mesmo sendo facilmente encontrada no ambiente, a bactéria é
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mais adaptada ao organismo dos animais. Além disso, a Y.
enterocolitica se encontra com maior frequéncia associada a
doenca em humanos do que as outras espécies pertencentes ao
seu género (Jay; Martin; Golden, 2005). Infeccdes clinicas no
homem ocorrem, sobretudo, pela ingestdo de agua e alimentos
contaminados por essa bactéria (Bottone, 1999).

A Y. enterocolitica é uma enterobactéria Gram-
negativa, anaerobia facultativa, mével devido a presenca de
flagelos, ndo produtora de esporos, negativa para a prova da
oxidase, produtora de urease, fermentadora de glicose e pode
produzir gas. A temperatura 6tima de crescimento € de 25 a
37°C, porem tem a capacidade de crescerem ampla faixa de
temperatura (-2 a 42°C) e sobreviver por longo periodo em
condicdes de frio e umidade, 0 que a caracteriza como um
micro-organismo  psicotrofico. O limite superior de
crescimento para algumas linhagens € de 40°C e nem todas
crescem abaixo de 4°C. A Dbactéria resiste bem ao
congelamento e € inativada por um a trés minutos a 60°C (Jay;
Martin; Golden, 2005; Quinn et al., 2005).

A classificacdo da espécie é baseada em caracteristicas
fenotipicas referentes a morfologia e fisiologia, bem como em
caracteristicas  genotipicas e informacdes filogenéticas
(Lambertz;  Danielsson-Tham, 2005). A espécie V.
enterocolitica é altamente heterogénea, cujas cepas podem ser
subdivididas em biotipos (com base nas caracteristicas
bioquimicas) e sorotipos (com base nas caracteristicas
soroldgicas somaéticas e flagelares) (Silva et al., 2010).
Rotineiramente somente 0s antigenos somaticos sdo
caracterizados, pois o0s antigenos flagelares ndo possuem
importancia pratica para o proposito de diagnostico em
laboratorios de rotina (Falcdo; Falcdo, 2006).

De acordo com suas caracteristicas antigénicas, a
espécie pode apresentar mais de 60 sorotipos, 0 que possibilita
a diferenciagdo de linhagens desta espécie (Lambertz;
Danielsson-Tham, 2005). Entretanto, as cepas associadas com
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doengas em humanos ou em animais pertencem a somente
poucos sorogrupos. Os sorotipos mais comuns em infeccGes
humanas sdo O:3, 0:5,27, O:8 e 0:9 (Jay; Martin; Golden,
2005; Falcéo; Falcéo, 2006).

Y. enterocolitica se subdivide em seis biétipos: 1A, 1B,
2, 3, 4 e 5. Os membros do biotipo 1A sdo isolados
principalmente do ambiente e ndo sdo considerados
patogénicos, enquanto a maioria das cepas pertencentes aos
biotipos 1B, 2, 3, 4 e 5 sdo patogénicos para humanos e/ou
animais. Cepas de Y. enterocolitica pertencentes ao biotipo 1B
sdo mais virulentos do que 0s outros biotipos. O grupo menos
patogénico compreende os biotipos 2, 3, 4 e 5 (Lambertz;
Danielsson-Tham, 2005; Falcdo; Falcdo, 2006). O biotipo 4 é
isolado com maior frequéncia de material clinico humano
(Robins-Browne, 2001).

Existe uma correlagdo entre areas geograficas e a
ocorréncia de alguns sorogrupos especificos. Na Europa, o
sorotipo mais frequentemente isolado em casos de yersiniose
em humanos € o O:3 seguido pelo O:9. No Japao também ha
uma alta incidéncia de O:3, nos Estados Unidos, O:3 e O:9 e no
Canada de O:8 seguido pelo 0:5,27 (Kapperud, 1991). No
Brasil, o sorotipo O:3 é encontrado com maior frequéncia em
casos clinicos humanos, geralmente associado ao biotipo 4.
Linhagens pertencentes ao biotipo 1A dos sorogrupos O:5,
0:6,30, 0:7,8, 0:10, 0:18 e 0:49 estdo mundialmente
distribuidas (Falcdo & Falcéo, 2006).

2.2.2 Patogénese e marcadores de viruléncia

Os mecanismos de patogenicidade sdo complexos e
para que a bactéria seja capaz de causar a doenca faz-se
necessario um conjunto de fatores de viruléncia. Yersinias
patogénicas possuem fatores de viruléncia codificados por
genes presentes no cromossomo e em plasmideos, muitos dos
quais sdo requeridos a sobrevivéncia e multiplicacdo da
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bactéria em células fagociticas (Quinn et al., 2005; Falcao;
Falcdo, 2006).

Sorotipos patogénicos sdo invasivos e iniciam a
infeccdo ligando-se fortemente & mucosa intestinal, o que é
frequentemente seguido por transmigracdo através da camada
epitelial, resultando na colonizacdo dos tecidos linfoides
subjacentes, onde podem formar microabscessos (Jay; Martin;
Golden, 2005). Subsequentemente, a bactéria pode se difundir
através da linfa e/ou sangue para os linfonodos mesentéricos e
locais extra-intestinais, tais como o figado e baco (Robins-
Browne et al., 2001; Schaake et al., 2013).

Apo6s se difundir, a bactéria induz uma resposta
inflamatdria nos tecidos infectados. O ileo distal e em
particular o tecido linféide intestinal séo os alvos principais da
infeccdo, embora regides intestinais adjacentes sejam também
envolvidas com frequéncia (Falcdo; Falcdo, 2006). Danos as
células epiteliais resultam em ma absorcéo e perda de fluido
caracterizada por diarreia. A bactéria produz uma enterotoxina
termoestavel, porém seu papel na génese da diarreia ndo é claro
(Robins-Browne, 1997).

A sequéncia de eventos ap6s a ingestdo de Y.
enterocolitica patogénica comeca com a aderéncia e invasao
das células epiteliais intestinais, preferencialmente do ileo.
Para que ocorram estas primeiras etapas de infeccdo sdo
necessarios pelo menos dois fatores cromossémicos, chamados
ail (attachment invasion locus), que codifica a proteina ail, a
qual é essencial para a adesdo da bactéria no local de invaséo e
0 inv (chromosomal invasin gene), que codifica uma proteina
denominada invasina, responsavel pela invasdo epitelial
propriamente dita. Além disso, a proteina ail medeia
adicionalmente a resisténcia ao efeito bactericida do sistema
complemento (Robins-Browne et al., 2001).0 gene inv esta
presente tanto em cepas virulentas como em cepas ndo
virulentas de Y. enterocolitica, enquanto o gene ail é
encontrado apenas em sorotipos patogénicos (Wannet et al.,
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2001). Desta forma, a deteccdo do gene ail pode diferenciar
entre o0s isolados Y. enterocolitica patogénicos e néo-
patogénicos (Bonardi et al., 2013; Fredriksson-Ahomaa; Stolle;
Stephan, 2007).

Cepas de Y. enterocolitica patogénicas para humanos
possuem um plasmideo de viruléncia de aproximadamente
70kb, denominado pYV (plasmideo de viruléncia de Yersinia),
o0 qual é importante para viruléncia da bactéria. Este plasmideo
contém genes que codificam trés sistemas de secrecdo e uma
variedade de proteinas, como a adesina yadA e proteinas
externas de Yersinia (yops) (Falcdo; Falcéo, 2006).

As proteinas yops permitem a sobrevivéncia e
multiplicagcdo do patdgeno em tecidos linféides do hospedeiro,
através da inibicdo da fagocitose, do burst oxidativo e da
producdo de citocinas pré-inflamatorias e nas células epiteliais
causam citotoxicidade (Cornelis, 2002; Jay; Martin; Golden,
2005; Lambertz; Danielsson-Tham, 2005; Viboud; Bliska,
2005; Van Damme et al., 2013). As yops representam o fator
de viruléncia mais significativo para Y. enterocolitica, visto
gue a maioria dos mecanismos de patogenicidade importantes
para a bactéria se devem a producdo destas proteinas (Leal;
Leal; Almeida, 1997; Jay; Martin; Golden, 2005).

A yadA é a mais importante adesina produzida por Y.
enterocolitica. Esta permite a adesdo da bactéria ao muco
intestinal, colageno, laminina e fibronectina, o que possibilita a
internalizacdo celular da bactéria por endocitose. Além disto,
inibe a resposta imune inata do hospedeiro, conferindo
resisténcia a acdo do sistema complemento e,
consequentemente, inibindo a fagocitose (White et al., 2002).
A sobrevivéncia dentro de macréfagos possui um papel
importante na disseminacdo da bactéria no organismo do
hospedeiro (Robins-Browne et al., 2001).Como o pYV é
portador do gene para a producdo de yadA, este pode ser
pesquisado para detectar a presenca do plasmideo (Blais;
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Phillippe, 1995; Lambertz; Danielsson-Tham, 2005; Bonardi et
al., 2013).

O gene plasmidial virF é um gene regulador e ativador
de transcricdo de varios genes. Este gene codifica uma proteina
denominada virF, a qual é a principal proteina envolvida no
controle dos genes responsaveis pela sintese e secrecdo de yops
(Falcéo; Falcéo, 2006; Bonardi et al., 2013).

Y. enterocolitica é capaz de produzir uma toxina
termoestavel, codificada pelo gene cromossomal ystA, que
estimula a guanilato ciclase e a resposta da adenosina
monofosfato ciclico (CAMP) no intestino. Esta toxina resiste
por 20 minutos a 100°C. Embora linhagens patogénicas
produzam esta toxina, esta parece ndo ser critica para a
viruléncia (Jay; Martin; Golden, 2005). Segundo Schiemann
(1988), a toxina ¢é produzida em temperaturas inferiores a 30°C,
portanto pode ndo ser expressa in vivo, mas uma vez que é
resistente ao pH &cido do estbmago, pode causar intoxicagdo
alimentar quando produzida em alimentos e ingerida pré-
formada. No entanto, resultados recentes sugerem que esta
toxina também pode ser expressa a 37°C em meio com alta
osmolaridade e pH similares ao do limen intestinal (Robins-
Browne et al., 2001). O gene ystA € restrito as sorovariedades
patogénicas de Y. enterocolitica. Além de vystA, foi
caracterizada uma outra enterotoxina denominada ystB,
codificada pelo gene denominado ystB, a qual possivelmente
também estd envolvida com o quadro de diarreia (Robins-
Browne et al., 2001; Falcdo; Falcédo, 2006).

2.3SUINOS COMO PORTADORES DE Y.
ENTEROCOLITICA

Y. enterocolitica pode colonizar uma ampla variedade
de animais domésticos, como ovinos, bovinos, caprinos e aves,
bem como animais selvagens, como javalis e roedores
silvestres. Entretanto, 0s suinos sao os principais carreadores e
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fontes de Y. enterocolitica, assumindo assim um importante
papel na transmiss@o da doenca para humanos (Silva et al.,
2010; Novoslavskij et al., 2013).

O suino é a especie mais utilizada na producdo de
alimentos de origem animal que abriga regularmente o agente
patogénico, atuando assim, como principal reservatorio para Y.
enterocolitica (Lambertz; Danielsson-Tham, 2005; Funk et al.,
2013; Schaake et al., 2013). Estudos de prevaléncia de
diferentes espécies de Yersinia sp. em suinos mostrou um
elevado indice de Y. enterocolitica em paises europeus, sendo a
mais alta em suinos da Espanha (93%) e a mais baixa da Itélia
(32%) (Ortiz-Martinez et al., 2010).

Estes animais podem carrear o patégeno por longos
periodos de tempo na orofaringe (principalmente tonsilas e
lingua), linfonodos e no trato intestinal, sem apresentar
quaisquer sinais clinicos, como cepas de Y. enterocolitica
patogénicas para humanos, em particular cepas de O:3/biotipo
4 e O:9/biotipo 2. Cepas de O:3 tem sido frequentemente
isoladas na superficie de carcacas de suinos, o que
provavelmente seja resultado da disseminacdo dos
microrganismos via fezes, contetido intestinal ou contaminagao
da cavidade oral durante os procedimentos de abate e
evisceracdo (Nesbakken et al.,2003). Por isso, suinos s&o
considerados fonte importante de infeccdo para humanos,
apresentando uma intima associacdo a doenga de origem
alimentar (Van Damme et al., 2013; Schaake et al., 2013).

Tonsilas de suinos sdo o melhor local para deteccdo de
cepas de Y. enterocolitica potencialmente patogénicas para
humanos e sdo consideradas mais importantes do que outras
amostras, como fezes, como contaminantes da carcaca no
frigorifico (Fredriksson-Ahomaa; Stolle; Stephan, 2007;
Bonardi et al., 2013). De acordo com Nesbakken et al. (2009) e
Laukkanen et al. (2009), a prevaléncia de Y. enterocolitica em
tonsilas € significativamente maior do que em conteldo
gastrintestinal de suinos, indicando que séo as principais fontes
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de contaminagdo de carcagas e visceras quando comparado as
fezes em abatedouros.

24Y. ENTEROCOLITICA COMO PERIGO
MICROBIOLOGICO NA SAUDE PUBLICA

Y. enterocolitica é um patégeno de origem alimentar,
sendo encontrado em uma grande variedade de alimentos. Este
micro-organismo ja foi isolado de tortas, carne embalada a
vacuo, frutos do mar, vegetais, ovos e derivados, leite e outros
produtos lacteos, produtos & base de carne bovina, ovina e
suina. De todas as fontes, produtos a base de carne suina
demonstram ser a principal fonte de linhagens patogénicas para
humanos, com uma estimativa de 77,3% da fonte de todos os
casos de vyersiniose (Fosse; Seegers; Magras, 2008; Jay;
Martin; Golden, 2005; Silva et al., 2010). A carne suina e 0s
produtos obtidos a partir desta carne mal cozidos sdo as mais
importantes vias de transmissdo de Y. enterocolitica para
humanos. O consumo de lingua e de tonsilas é considerado um
fator de risco, pelo tropismo da bactéria por estas regides
(Bonardi et al., 2007; Wannet et al., 2001).

As DTAs produzidas por esta bactéria sdo classificadas
pela  International ~ Comission on  Microbiological
Specifications for Foods no grupo de risco Il, que inclui as
doengas “de sério perigo, nao representando ameaca de morte ¢
normalmente ndo deixando sequelas, mas incapacitando por
periodos moderados” (ICMSF, 2002). A bactéria é considerada
um patdgeno emergente que esta se disseminando em todo o
mundo, sendo mais comum no norte da Europa, Escandinavia e
Japdo. Na Europa é considerada a terceira zoonose de origem
alimentar mais notificada (EFSA, 2013).

Entre 1996 e 2007, foram reportados 1.335 casos de
infeccbes por Y. enterocolitica, 3,5 casos por 1000 habitantes,
no Foodborne Diseases Active Surveillance Network. Este
levantamento incluiu casos confirmados por laboratorios de 10
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estados norte-americanos, demonstrando ser esta bactéria uma
importante causa de DTAs (Long et al., 2010). E estimado que
116.716 pessoas sejam infectadas anualmente por Y.
enterocolitica nos EUA (Scallan et al., 2011). Em paises em
desenvolvimento, ¢é rara a existéncia de vigilancia
epidemioldgica de casos de yersiniose, ja que muitas vezes 0
diagndstico ndo revela o causador da gastroenterite. No Brasil,
ndo ha dados registrados na literatura (Silva et al., 2010).

De acordo com Bonardi et al. (2003), Y. enterocolitica é
um agente importante como causador de doencas de origem
alimentar e ja foi isolado de carne suina fresca e de produtos
elaborados a partir de carne suina. A presenca deste micro-
organismo nos alimentos deve-se principalmente a
contaminacdo nos procedimentos de abate, no qual ndo se
assegura a total eliminagdo da bactéria da carcaca (Apha,
2001). Cortes realizados nos linfonodos e a concomitante
manipulacdo dos 6rgdos durante o abate podem levar a
disseminacdo da bactéria na carcaca (Silva et al., 2010;
Nesbakken et al., 2003). E importante ressaltar a caracteristica
psicotrofica deste patdgeno, visto que o resfriamento de
alimentos € um dos meios mais utilizados para a conservacao
de alimentos, incluindo produtos de origem animal. A
capacidade de sobrevivéncia e multiplicacdo da bactéria em
baixas temperaturas a torna uma séria ameaga a Seguranca
alimentar, uma vez que pode se multiplicar até mesmo em
carne embalada a vacuo mantida sobre refrigeracdo (Wannet et
al., 2001). Segundo Saba (2011), a baixa temperatura pode ser
um fator seletivo, capaz de inibir a multiplicacdo da maioria
das enterobactérias e favorecer a multiplicacdo de V.
enterocolitica em detrimento das demais que possam estar
presentes nos produtos refrigerados.
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2.5 A INFECCAO CLINICA EM HUMANOS

A infeccdo causada por Y. enterocolitica tem como
principal quadro clinico a gastroenterite, a qual é caracterizada
por diarreia aguda e febre, dor abdominal aguda e vomito.
Além disso, a doenca ja foi associada a quadros de
pseudoapendicite, ileite terminal, peritonite, abcessos de colo e
pescoco, figado e bago. Em casos raros pode evoluir para
septicemia. Uma grande variedade de complicagOes
imunoldgicas pode ocorrer apds uma infeccdo aguda, incluindo
a artrite reativa, eritema nodoso, glomerulonefrite e tireoidite
(Wannet, 2001).

A incidéncia da doenca € maior em criangas, jovens,
idosos, individuos debilitados e imunossuprimidos (Jay;
Martin; Golden, 2005; Silva et al., 2010; Schaake et al.,
2013).Em criangas menores de cinco anos, 0s sintomas sdo
predominantemente de enterocolite (diarreia com fezes
sanguinolentas, febre, dor abdominal e vomitos) (Ehara et al.,
2000). Em lactentes a doenca pode durar de trés a 28 dias (Lee
et al., 1990). Em criancas com mais de cinco anos e adultos
jovens, o quadro clinico se apresenta como pseudoapendicite, a
qual inclui sintomas como febre, dor abdominal e sensibilidade
do quadrante inferior direito (Robins-Browne, 1997). Adultos
geralmente apresentam dor abdominal inespecifica e diarreia
(Wannet, 2001).

O agente ja foi isolado de urina, sangue, fluido
cerebrospinal e olhos de individuos infectados, além de fezes
de vitimas de gastroenterite (Jay; Martin; Golden, 2005). A
transmissdo se da pela via fecal-oral, através de agua e
alimentos contaminados, ou por contato com individuos ou
animais infectados. O periodo de incubagdo geralmente é de
trés a sete dias (Silva et al., 2010). A dose infectante ndo é
perfeitamente conhecida, mas provavelmente se apresente
acima de 10* unidades formadoras de coldnias (UFC) (Falc&o;
Falcéo, 2006).
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No Brasil, a maioria das infecgdes por Y. enterocolitica
apresenta-se na forma de diarreia, embora outras manifestacoes
clinicas tenham sido descritas, quase sempre associadas a
diarreia, como anemia falciforme, pneumonia, adenopatia,
manifestacbes cutdneas e artrite, mas em frequéncia muito
baixa (Falcdo; Falcédo, 2006).

2.6 METODOS DE DETECCAO DE Y.
ENTEROCOLITICA

O isolamento de Y. enterocolitica patogénica a partir de
amostras naturalmente contaminadas é dificil e normalmente
requer enriquecimento, visto que o nimero do agente viavel
pode ser baixo e seu crescimento € mais lento quando
comparado ao de outros micro-organismos. Além disso, muitas
especies de Yersinia sp. ndo-patogénicas e outras bactérias
estdo presentes nas tonsilas,e tais bactérias agem como micro-
organismos competidores, o que dificulta o isolamento do
patdégeno em estudo (Van Damme et al., 2013).

O isolamento requer meios seletivos que fornecam
nutrientes suficientes e inibam o crescimento da microbiota
contaminante. Os métodos tradicionais de isolamento e
identificagcdo de Y. enterocolitica sdo baseados na natureza
psicotrofica do agente, explorando também  outras
caracteristicas, como a resisténcia a concentracdes
relativamente altas de sais biliares e resisténcia a certas drogas,
como a cefsulodina, a novobiocina e o irgasan (Silva et al.,
2010). Tais métodos, principalmente aqueles realizados em
baixas temperaturas, requerem longo periodo de incubacao
para a deteccdo e identificagcdo, podendo levar de cinco a 15
dias ou mais, 0 que torna inviavel para o controle de qualidade
alimentar (Lambertz; Danielsson-Tham, 2005).

Atualmente, como recurso adicional para a detecgdo
desta bactéria, testes de PCR tém sido padronizados. Na
maioria dos casos, esses testes detectam genes de



33

patogenicidade localizados no cromossomo bacteriano yst ou
ail (Aarts et al., 2001). Outros testes sd@o direcionados para
sequéncias localizadas no plasmideo pYV. No entanto, a
pesquisa somente do plasmidio de viruléncia pode ser pouco
confidvel quando pesquisado em bactérias cultivadas em meios
bacteriologicos, pois pode ocorrer a perda do plasmidio durante
o cultivo, o que pode levar a resultados falso-negativos (Aarts
et al., 2001; Wannet et al., 2001). De qualquer forma, a
utilizacdo da técnica de PCR é uma excelente alternativa, visto
que pode reduzir o processo de analise para um a dois dias.
Além de ser rapida, sensivel e especifica, pode ser usada para
diferenciar facilmente cepas de Y. enterocolitica patogénicas de
cepas ndo patogénicas através da pesquisa de genes de
viruléncia (Lambertz; Danielsson-Tham, 2005). Segundo
Wannet et al. (2001), a analise por PCR ainda dispensa 0s
passos de biopatigem e sorotipagem.

Em diferentes estudos o método microbioldgico
convencional foi menos sensivel que a PCR (Johannessen;
Kapperud; Kreuse,2000; Teodoro et al., 2006). Além disso, ao
comparar as duas técnicas no que se refere aos custos dos
reagentes utilizados em cada reagdo, verificou-se que a PCR é
mais barata do que a andlise microbioldgica convencional
(Teodoro et al., 2006).

Existem alguns métodos de PCR em tempo real
publicados para deteccdo de Y. enterocolitica em amostras
clinicas, alimentos e amostras provenientes de animais e
ambientais, sendo o gene ail comumente o mais utilizado como
alvo de pesquisa para a deteccdo de Y. enterocolitica
patogénica (Fredriksson-Ahomaa et al., 2007, Méade et al.,
2008; Lambertz, et al., 2008; Wang et al., 2014). Os ensaios de
PCR em tempo real podem proporcionar uma maior
especificidade e sensibilidade, sdo menos laboriosos e
requerem menos tempo para determinar o resultado final que
PCRs convencionais (Lambertz et al., 2008).
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Segundo Wannet et al. (2001), a deteccdo de Y.
enterocolitica através da PCR deve ser analisada com cuidado
devido ao fato de a técnica ser muito sensivel e identificar a
presenca de DNA bacteriano, mesmo sem a viabilidade da
bactéria. Por outro lado, a deteccdo pelo método convencional
pode subestimar sua presenca, caso a bactéria se encontre
lesada, dificultando seu isolamento, levando a resultados falso-
negativos.
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3 PESQUISA DE YERSINIA ENTEROCOLITICA
PATOGENICA EM TONSILAS DE SUINOS AO
ABATE EM SANTA CATARINA

SEARCH OF PATHOGENIC Yersinia enterocolitica
IN TONSILS OF SLAUGHTERED PIGS IN SANTA
CATARINA

RESUMO

Yersinia enterocolitica € uma bactéria Gram-negativa que
possui potencial zoonotico e estd associada a quadros de
infeccdo alimentar em humanos. Os suinos sdo considerados o
principal reservatério de Y. enterocolitica, abrigando-a
principalmente nas tonsilas. Tendo em vista a carne suina como
uma das mais consumidas no mundo e a importancia deste
agente zoondtico, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
ocorréncia de Y. enterocolitica patogénica em tonsila de suinos
no momento do abate no estado de Santa Catarina. Para isto,
foi utilizado uma PCR convencional multiplex (cPCR) que
detecta a presenca de genes de viruléncia (ail, yadA e virF) e
comparou-se esta técnica com a PCR quantitativa em tempo
real (QPCR), somente para o gene ail. Foram coletadas
aleatoriamente tonsilas de 400 suinos provenientes de quatro
frigorificos com inspecdo federal em diferentes regides do
estado. Foi realizado o sequenciamento do DNA dos genes
amplificados das amostras positivas na cPCR e posteriormente
foi feita a andlise filogenética. Uma amostra foi positiva para
0s trés genes pesquisados na PCR convencional, os quais foram
confirmados por sequenciamento. A analise das sequéncias
parciais dos trés genes de viruléncia identificou trés mudancas
de aminoacidos exclusivas, sendo uma no gene virF e duas no
gene yadA. Na gPCR esta amostra apresentou 11.058.398
moléculas/pL. Ao comparar as duas técnicas, a qPCR foi 100
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vezes mais sensivel que a PCR convencional. Isso demonstra
uma baixa ocorréncia de Y. enterocolitica patogénica em
suinos ao abate em frigorificos com inspecao federal em Santa
Catarina.

Palavras-chave: Genes de viruléncia, Infeccdo alimentar, PCR
convencional, PCR quantitativa em tempo real, zoonose,
yersiniose.

ABSTRACT

Yersinina enterocolitica is a Gram-negative bacteria with
zoonotic potential. It is associated with the occurrence of
enteric diseases in humans. Pigs are considered the main source
of Y. enterocolitica and the bacteria is mainly found in the
pig’s tonsils. In view of the pork as one of the most consumed
meet in the world and the importance of this zoonotic agent,
the objective of this study was to evaluate the occurrence of
pathogenic Y. enterocolitica in palatine tonsils of healthy pigs
from Santa Catarina, during the slaughter process. In order to
achieve this goal, a multiplex PCR technique was performed so
as to detect the presence of virulence genes (ail, yadA and
virF). This technique was compared to quantitative real time
PCR (qPCR), only for the ail gene. Tonsils were randomly
collected from 400 pigs from four federally inspected
slaughterhouses of the state of Santa Catarina. DNA
sequencing of the amplified gene in cPCR was performed in
positive samples, then phylogenetic analysis was made. One
positive sample was found for the three studied virulence
genes, which were confirmed by DNA sequencing. The
analysis of partial sequences of the three virulence genes
identified three unique amino acid changes, one in the virF
gene and two in YadA gene. This sample had 11.058.398
molecules/uL detected by gqPCR. By comparing the two
techniques, gPCR was 100 times more sensitive than standard
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PCR. This result shows low occurrence of pathogenic Y.
enterocolitica in healthy pigs from federally inspected
slaughterhouses in Santa Catarina.

Key-words: Virulence genes, food infection, convencional
PCR, quantitative real time PCR, zoonosis, yersiniosis.

3.1 INTRODUCAO

Yersinia enterocolitica € uma bactéria Gram-negativa
que estd associada a doenca entérica em animais e
principalmente em humanos. A ocorréncia de doencas
transmitidas por alimentos (DTASs) ocasionadas por este
patbgeno € um problema emergente de salde publica.
Humanos podem apresentar quadro clinico de enterite,
enterocolite, diarreia, febre, nduseas, linfadenite mesentérica,
pseudoapendicite e, mais raramente, septicemia (Wannet,
2001; Tadesse et al., 2013).

A bactéria é veiculada principalmente por alimentos a
base de carne suina, visto que esta espécie € portadora
assintomatica deste agente em tonsilas e trato intestinal. No
momento do abate do suino pode haver a contaminacdo da
carcaca e consequentemente, do seu produto final, a partir
destes tecidos infectados (Schaake et al., 2013). A capacidade
de sobrevivéncia e multiplicacdo da bactéria em alimentos
refrigerados reforca a preocupacdo relacionada a este agente,
bem como sustenta a necessidade de deteccdo deste patdgeno
em alimentos de origem animal.

Os mecanismos de patogenicidade e viruléncia séo
complexos e estdo associados a fatores de viruléncia
codificados por genes cromossomais e plasmideais (Thorner et
al., 2003). Para que ocorram as primeiras etapas de infecgdo é
necessaria a presenca de um fator cromossémico, chamados ail
(attachment invasion locus), o qual esta envolvido a adesdo da
bactéria no local de invasdo no intestino e estd presente
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somente em cepas patogénicas (Robins-Browne et al., 2001). A
presenca de um plasmideo de viruléncia denominado pYV
(plasmideo de viruléncia de Yersinia) € importante para a
viruléncia da bactéria (Thorner et al., 2003). Este plasmideo
contém genes que codificam proteinas, como a adesina YadA,
a qual contribui para a invaséo intestinal, e proteinas externas
de Yersinia (Yops), as quais permitem a sobrevivéncia e
multiplicacdo da bactéria em macrdfagos e tecidos linfoides
(Robins-Browne et al.,, 2001; Lambertz; Danielsson-Tham,
2005). O gene plasmidial virF é responsavel pela regulacéo da
transcricdo de varios genes, como genes responsaveis pela
sintese e secrecdo de yops (Bonardi et al., 2013).

O isolamento de Y. enterocolitica patogénica a partir de
amostras naturalmente contaminadas é demorado, dificil e
normalmente requer enriquecimento, visto que o nimero do
agente viavel pode ser baixo e seu crescimento € mais lento
quando comparado ao de outros micro-organismos, 0 que
dificulta o controle de qualidade alimentar (Van Damme et al.,
2013). A técnica de PCR e PCR em tempo real (qQPCR) séo
uma excelente alternativa para deteccdo deste agente, visto que
podem reduzir o tempo do processo de analise e, além de serem
sensiveis e especificas, podem ser usadas para diferenciar
facilmente cepas de Y. enterocolitica patogénicas de cepas ndo
patogénicas através da pesquisa de genes de viruléncia
(Lambertz; Danielsson-Tham, 2005; Méde et al., 2008; Wang
et al, 2014).

Na Europa, a yersiniose é considerada a terceira
zoonose mais relatada e a ocorréncia de Y. enterocolitica em
suinos é alta (Novoslavskij et al., 2013; Vanantwerpen, et al.,
2014). O Brasil ndo possui dados oficiais sobre a incidéncia de
Y. enterocolitica, e somente casos esporadicos tém sido
relatados (Rusak et al., 2014). Além disto, hd pouca
informacdo disponivel sobre a ocorréncia e potencial
patogénico desta bactéria na linha de abate de suinos no Brasil,
sobretudo em Santa Catarina. Desta forma, este estudo
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objetivou avaliar a ocorréncia de Y. enterocolitica patogénica
em tonsila de suinos no momento do abate no estado de Santa
Catarina, utilizando como indicadores genes de viruléncia ail,
yadA e virF.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Coleta de amostras

Tonsilas de carcaca de 400 suinos de terminacdo foram
coletadas ao abate, em quatro frigorificos com inspecéo
sanitaria federal no estado de Santa Catarina, trés deles
localizados na regido Oeste e um na regido Sul do estado. As
amostras foram coletadas aleatoriamente em dias distintos, e
foram armazenadas em sacos estéreis e individuais e mantidas
refrigeradas até o momento das analises. No frigorifico A
foram coletadas 100 tonsilas provenientes de cinco lotes, no
frigorifico B foram coletadas 104 tonsilas de quatro lotes, no
frigorifico C foram coletadas 98 tonsilas de um lote e no
frigorifico D foram coletadas 98 tonsilas provenientes de cinco
lotes, totalizando 15 diferentes lotes.

Os testes laboratoriais foram realizados no Centro de
Diagnostico Microbiolégico Animal — CEDIMA, localizado no
Centro de Ciéncias Agroveterinarias (CAV/UDESC) em
Lages-SC; e na Embrapa Suinos e Aves, em Concordia-SC.

3.2.2 Extracdo de DNA

Para extracdo do DNA, as tonsilas foram fragmentadas,
colocadas em sacos estéreis contendo 5mL de dgua peptonada
a 1% (Himedia) e homogeneizadas em equipamento Stomacher
por quatro minutos. A extracdo do DNA foi realizada com o
Kit Prep/Preamp (NewGene), conforme recomendagdes do
fabricante.
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3.2.3 Reacdo em cadeia da polimerase convencional
(cPCR) multiplex

3.2.3.1 Condicdes e otimizacdo da cPCR

A cPCR multiplex foi padronizada utilizando
iniciadores ja descritos (Tabela 1), para a detecgdo do gene
cromossomal ail e dos genes plasmideais yadA e virF de Y.
enterocolitica patogénica.

Tabela 1- Iniciadores utilizados para as reagdes de cPCR
multiplex e gPCR para a deteccdo de Y. enterocolitica

patogénica.
Gene Tamanho
alvo e Sequéncia do
direcéo guen Referéncia
do (5-3) fragment
iniciador 0 (pb)
ail GTTTATCAATTGCGTCTGTTAAT '[;nglirstgn
Foward GTGTACG 454 Tham
Reverse ~CTATCGAGTTTGGAGTATTCAT 2005,
ATGAAGCG :
yadA Thoerner
Foward CTTCAGATACTGGTGTCGCTGT 849* etal.,
Reverse ~ATGCCTGACTAGAGCGATATCC 2003.
VIlF AAGGTTGTTGAGCATTCACAAG é:mglesggn
Foward ATGG 700 Tham
Reverse TTTGAGTGAAATAAGACTGACT 2005,
CGAGAACC :

Fonte: Arquivo pessoal (2015). *Os produtos de PCR provenientes do
gene yadA podem apresentar fragmentos de 759pb para Y.
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enterocolitica sorotipo O:8 e 849pb para os demais sorotipos (Thoerner
et al., 2003).

Foram testadas quatro temperaturas de anelamento dos
iniciadores (57, 58, 59 e 60°C) para 0s trés genes pesquisados.
Diferentes concentragfes de reagentes foram avaliadas,
variando as quantidades de MgCl; (1,5 e 3mM), dNTPs (0,2 e
0,4mM), iniciadores (0,2 e 0,4uM) e Taqg polimerase (0,75
el,25U), totalizando um volume final da reacdo de 25uL. Os
produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 2%-TBE, corados com brometo de etideo e
visualizados em transiluminador UV.

Para teste das amostras de tonsilas, a concentracéo final
do DNA das amostras foi medida em espectofotdmetro ND-
2000 (NanoDrop) e a quantidade adicionada a reacdo foi
padronizada em aproximadamente 60ng/uL.

Para o controle positivo, foram utilizados 60ng de DNA
de Y. enterocolitica, gentilmente cedido pela Professora
Doutora Juliana Falcdo, da Universidade de Sdo Paulo
(Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
Laboratorio Nacional de Referéncia em Yersinia outras que Y.
pestis). A amostra utilizada pertence a linhagem 8081 (NCTC
13174) de Yersinia enterocolitica, positiva para os genes ail,
yadA e virF.

3.2.3.2 Especificidade e sensibilidade da cPCR

Para avaliar a especificidade da cPCR, DNA de outras
bactérias  (Pasteurella multocida;  Streptococcus  suis;
Haemophilus parasuis; Actinobacillus pleuropneumoniae e
Bordetella bonchiseptica) foram testados.

Para avaliar a sensibilidade da técnica, foi realizada
uma diluicdo seriada na base 10 do DNA extraido do controle
positivo (600ng, 60ng, 6ng, 0,6ng, 0,06ng e 0,006nQ).



49

3.2.4 Sequenciamento e andlise filogenética

O sequenciamento do DNA dos genes amplificados na
cPCR foi realizado diretamente da amostra original pelo
método de Sanger, usando os iniciadores descritos na Tabela 1.
Os produtos da PCR foram purificados do gel de agarose
utilizandoo kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen), de acordo
com as instrugdes do fabricante. Para cada amplificagdo com
kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems), 60ng de DNA foi utilizado; e purificado em
seguida com o kit BigDye XTerminator Purification Kit
(Applied Biosystems). As sequéncias de nucleotideos foram
determinadas usando o ABI3130xlI Genetic Analyzer. As
sequéncias obtidas foram analisadas e montadas com o
Phred/Phrap/Consed software (http://www.phrap.org). As
sequéncias montadas foram comparadas por similaridade com
outras sequéncias conhecidas utilizando o BLAST (Altschul et
al., 1997). As analises filogenéticas para cada gene foram
realizadas usando o método Neighbor-Joining através do
MEGA 6.0 software (Tamura et al., 2007).

3.25 PCR guantitativa em tempo real (QPCR)

3.2.5.1 Condic0es e otimizacdo da gPCR

A gPCR, utilizando o fluor6foro SYBRGreen, fez uso
dos mesmos iniciadores empregados na cPCR, para detecgédo
de Y. enterocolitica patogénica através da pesquisa do gene
cromossomal ail (Tabela 1).

Foram testadas diferentes concentragdes dos iniciadores
para definir a reacdo final (50; 100; 150; 200; 250; 300 e
400mM). O mix da reacdo consistiu ainda de5uL de iQ SYBR
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Green Supermix (Bio-Rad) e 1uL de DNA extraido ou do
DNA plasmideal, em um volume final da reacdo de 10uL.

O produto amplificado do gene ail, obtido a partir da
cPCR do controle positivo foi submetido a clonagem utilizando
0 Kit TOPO TA Cloning (Invitrogen). O produto da ligagéo foi
transformado em Escherichia coli DH5a e, em seguida, foi
realizada a extracdo do DNA plasmideal utilizado o Kit
PureLink Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen), seguindo
recomendacOes do fabricante. O clone positivo contendo a
sequéncia alvo do gene ail foi confirmado por sequenciamento
utilizando os pares de iniciadores M13 (Invitrogen). O
plasmideo contendo o gene ail (Pail) foi quantificado em
espectofotdmetro ND-2000 (NanoDrop) e o numero de copias
foi calculado de acordo com Yun et al. (2006). Dilui¢cbes em
base 10 do Pail, contendo 4,9x10° até 4,9x10° cpias/uL foram
preparadas em aliquotas em agua Milli Q e estocadas a -80°C.
Cada aliquota foi utilizada uma vez.

Para as amostras de tonsilas que possuiam maiores
concentrages de DNA, foi realizado diluigdo 10 vezes, a fim
de evitar possivel interferéncia do DNA da matriz bioldgica
nas reagdes de qPCR. Controles negativos foram inseridos ao
longo da placa, bem como controles positivos (Pail) em
diluicdo em base 10.

A deteccdo foi realizada utilizando o ABI Prism 7500
Sequence Detection System (Life Technologies), com as
seguintes condicdes: ativacdo da PCR a 95°C por 10 minutos;
40 ciclos de amplificacdo (15 segundos a 95°C e 1 minuto a
60°C). Apos os ciclos da PCR, a dissociagdo dos produtos
amplificados foi gerada entre 60°C e 95°C com leituras
efetuadas a cada 0,1°C a fim de discriminar entre produtos
amplificados especificos e ndo especificos.
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3.2.5.2 Especificidade e sensibilidade da qPCR

Para avaliar a especificidade da técnica, reacbes com o
DNA plasmideal (Pail) diluido em base 10, DNA de outras
bactérias  (Pasteurella multocida; Streptococcus — suis;
Haemophilus parasuis; Actinobacillus pleuropneumoniae e
Bordetella bonchiseptica), além de controles negativos (dgua
Milli Q) foram utilizados.

Para avaliar a o limite de detec¢do do ensaio, diluigdes
seriadas em base 10 do DNA plasmideal (Pail), contendo
4,9x10° a 4,9x10°%opias/uL foram testadas. As mesmas
diluicBes foram testadas em triplicata em trés diferentes vezes
com o objetivo de avaliar o coeficiente de variagédo (CV) da
técnica. Os CVs inter e intra ensaio para os ciclos de
quantificacdo (Cq) foram calculados utilizando o pacote
estatistico SAS (SAS, 2008).

3.2.6 Comparacdo da sensibilidade da cPCR e gPCR

para o gene ail

O limite de deteccdo da qPCR foi comparado com o
limite de detecgdo da cPCR, utilizando diluigdes seriada na
base 10 do DNA plasmideal (Pail) contendo 4,9x10° a
4,9x10%6pias/pL, e submetendo a cada uma das técnicas.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Reagdo da polimerase em cadeia convencional
(cPCR) multiplex

3.3.1.1 Otimizacao da cPCR multiplex
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A solugdo final utilizada na cPCR foi definida
como:1,5mM de MgCl,, 0,2mM de dNTP, 0,4uM de cada
iniciado r(forward e reverse), 1x de PCR buffer e 1,25U da
enzima Taq polimerase. A temperatura de anelamento dos
iniciadores foi 60°C.

Ao realizar a cPCR muliplex do controle positivo, por
se tratar de Y. enterocolitica sorotipo O:8, 0 gene yadA
apresentou fragmento de 759pb e ndo de 849pb como
observado para 0os demais sorotipos. Desta forma tornou-se
dificil separar as bandas dos genes yadA e virF, devido a
proximidade de tamanho dos fragmentos. Assim, sugeriu-se
neste caso, realizar a cPCR para o gene virF separadamente.

3.3.1.2 Especificidade e sensibilidade da cPCR

A sensibilidade da técnica de cPCR para deteccdo do
gene ail foi de 0,6ng/pL e para os genes yadA e virF foi de
0,06ng/uL. Ao testar para a deteccdo dos trés genes juntos, a
sensibilidade ficou em 0,6ng/ulL.

Nenhuma amplificacdo foi observada com os demais
DNAs bacterianos.

3.3.2 PCR quantitativa em tempo real (QPCR)

3.3.2.1 Otimizacéo da gPCR

A concentracdo ideal de iniciadores foi de 250mM
cada. As condicOes das reagdes foram definidas baseadas na
combinacdo que forneceu a maxima emissdo de fluorescéncia e
o menor valor de valor de Cqg, na auséncia de dimeros ou
amplificacdes inespecificas.
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3.3.2.2 Especificidade e sensibilidade da qPCR

Sinal fluorescente foi obtido com o DNA plasmideal
(Pail) até a diluicdo a 4,9x10%6pias/uL, com uma correlagdo
linear (R?) de 0,995 e inclinacdo da reta (slope) de -4,017. A
curva de dissociacdo ocorreu com temperatura de 82,6°C
(Figura 1). Sinais referentes as demais diluicdes de DNA
plasmideal, bem como outros DNAs bacterianos e controle
negativo ndo foram observados.

Figura 1- Curva de Melting da g°PCR SYBR Green.
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Fonte: Arquivo pessoal (2015).
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O CV variou de 1,52 a 6,14 para o inter-ensaio e de
1,99 a 4,35 para o intra-ensaio (Tabela 2).

Tabela 2- Variabilidade intra e inter-ensaio da gPCR para
deteccdo do gene ail em Y. enterocolitica patogénica.

Intra-ensaio Inter-ensaio
NUmero de copias Cq médio

cv DP Ccv DP
4,9 x10° 16,26 435 070 6,14 394
49 x10° 20,72 1,99 0,41 3,64 9,69
49 x10’ 25,38 2,95 0,74 3,28 6,27
4,9 x10° 29,50 206 060 185 12,94
4,9 x10° 35,13 205 072 340 17,59
49 x10* 38,58 2,45 0,94 1,52 17,79
4,9 x10° - - - - -
4,9 x10° - - - - -
4,9 x10* - - - - -
4,9 x10° - - - - -

Fonte: Arquivo pessoal (2015).
3.3.2.3 Comparacéo da sensibilidade da cPCR e qPCR

Ao comparar a sensibilidade das duas técnicas, a cPCR
foi capaz de detectar até 4900000 cOpias/pL, enquanto a
capacidade de deteccdo da qPCR foi de até 49000 copias/uL.
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3.3.3 Amostras de tonsilas

Das 400 amostras de tonsilas analisadas utilizando a
técnica de cPCR multiplex para os genes ail e yadA, e
separadamente para 0 gene virF, apenas uma amostra foi
positiva (17T), porém detectando os trés genes de viruléncia.
Além disto, a amostra apresentou um fragmento de 849pb para
0 gene yadA, podendo excluir que a mesma ndo se trata do
sorotipo O:8. Esta amostra foi proveniente do frigorifico 1,
localizado no oeste de Santa Catarina.

Ao submeter as 400 amostras a gPCR, somente a
mesma amostra que ja havia sido positiva na cPCR foi positiva.
Esta amostra apresentou 11.058.398 copias/uL e Cq de 26,64.
As demais amostras testadas foram negativas (Figura 2).

Figura 2- Amplificacdo das amostras de tonsilas testadas para
deteccdo do gene ail em Y. enterocolitica patogénica.
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Fonte: Arquivo pessoal (2015). A, B, C, E, F e G: Diluicéo em base 10 do
DNA plasmideal (Pail), contendo 4,9x10° a 4,9x10* moléculas/pL,
respectivamente. D: Amostra 17T.
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3.3.4 Sequenciamento e analise filogenética

Sequéncias parciais dos trés genes foram obtidas e
depositadas no GenBank sob 0s numeros de acesso
(KU672532, KUG672533 e KU711832) para os genes ail
(453pb), yadA (208pb) e virF (474pb), respectivamente.

Quando estas sequéncias foram comparadas com todas
as sequéncias de Y. enterocolitica disponiveis no GenBank, foi
observada identidade de nucleotideos variando de 93 a 100%
para o gene ail, de 99% para o gene virF e de 95 a 97% para o
gene yadA. O gene ail (KU672532) ndo apresentou mudancas
de aminoacidos. O gene virF (KU711832) apresentou sete
mudancas de aminoacidos, porém apenas uma mudanca
aminodcido foi observada frente a todas as amostras
comparadas, mudando os nucleotideos (T—C) na posicao
24991 e 24992, alterando o aminoacido de valina (V) para
alanina (A). Por sua vez, o gene yadA (KU672533) apresentou
nove mudancas de aminoacidos, sendo que trés mudancas de
aminoacidos foram observadas frente a todas as amostras
comparadas. A primeira mudanca foi de dois nucleotideos,
(A—C) e (T—C) nas posi¢des 57755 e 57756, alterando o
aminoacido de isoleucina (I) para prolina (P). A segunda
mudanga também foi de dois nucleotideos, (G—T) e (C—T)
nas posi¢oes 57758 e 57759, alterando 0 amino&cido de alanina
(A) para leucina (L). A terceira mudanca foi um nucleotideo,
(G—C) na posicao 57878, alterando o aminoacido de alanina
(A) para prolina (P).

O alinhamento multiplo para os genes ail (Figura 3) e
virF (Figura 4) mostrou que a amostra aqui sequenciada €
semelhante a outras amostras isoladas de humanos e animais
em diversos paises. Para o gene yadA (Figura 5), a amostra
aqui sequenciada ndo clusterizou com nenhuma das 16
amostras de Y. enterocolitica disponiveis no GenBank.
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Figura 3- Arvore filogenética de sequéncias de
nucleotideos do gene ail de Y. enterocolitica usando o método
Neighbor-Joining.

DQ157767 Ira Humano
JQ665437 China Humano
JX682533 China Humano
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Fonte: Arquivo pessoal (2015). A amostra sequenciada neste trabalho esta
marcada com um tridngulo (A). A anélise envolveu 28 sequéncias de
nucleotideos e utilizou um teste de bootstrap de 1000 replicatas.
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Figura 4- Arvore filogenética de sequéncias de
nucleotideos do gene virF de Y. enterocolitica usando o
método Neighbor-Joining.
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Fonte: Arquivo pessoal (2015). A amostra sequénciada neste trabalho esté
marcada com um circulo (e). A andlise envolveu 12 sequéncias de
nucleotideos e utilizou um teste de bootstrap de 1000 replicatas.
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Figura 5- Arvore filogenética de sequéncias de
nucleotideos do gene yadA de Y. enterocolitica usando o
método Neighbor-Joining.
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Fonte: Arquivo pessoal (2015). A amostra sequenciada neste trabalho esta
marcada com um quadrado (m). A analise envolveu 17 sequéncias de
nucleotideos e utilizou um teste de bootstrap de 1000 replicatas.

3.4 DISCUSSAO

A Yersinia enterocolitica ndo € frequentemente
isolada e estudada no Brasil, o que torna dificil estabelecer a
relacdo deste agente como causador de doencas, bem como
estimar o impacto da presenca da mesma em suinos. Neste
estudo, o primeiro relato de ocorréncia de Y. enterocolitica
patogénica em tonsilas de suinos abatidos no estado de Santa
Catarina utilizando a técnica de PCR e reportado.



60

Em paises da Europa, a ocorréncia deste patégeno em
suinos é alta e é considerada como a terceira zoonose de
origem alimentar mais notificada (Novoslavskij et al., 2012;
Rosner et al., 2012; EFSA, 2013; Vanantwerpen et al., 2014;
Van Damme et al., 2015). Nos EUA é estimado que 116.716
pessoas sejam infectadas anualmente por Y. enterocolitica
(Scallan et al., 2011). Em paises em desenvolvimento, € rara a
existéncia de vigilancia epidemiologica em casos de yersiniose,
e muitas vezes o diagndstico ndo revela o causador da
gastroenterite (Silva et al., 2010). No Brasil, poucos estudos
verificaram a ocorréncia desta bactéria em diferentes amostras
bioldgicas. Teodoro et al. (2006) avaliou a presenca de Y.
enterocolitica patogénica em tonsilas de suinos abatidos sem
inspecéo federal e encontrou uma ocorréncia de 10%. Em outro
estudo, ndo foi encontrada a bactéria em linguicas suinas na
cidade de Porto Alegre-RS atraves do isolamento tradicional
(Albuquerque; Cardoso, 1999). Demais estudos no Brasil
caracterizaram  fenotipica e genotipicamente isolados
provenientes de diferentes regides e fontes, como agua, lodo,
fezes humanas e animais, amostras de alimentos e de diferentes
espécies animais, incluindo suinos (Falcdo et al., 2004; Falcédo
et al., 2006;Rusak et al., 2014).

Os mecanismos de patogenicidade de Y. enterocolitica
sdo complexos e para que a bactéria seja capaz de causar a
doenca faz-se necessario a presenca de um conjunto de genes
de viruléncia, os quais podem se localizar no DNA
cromossomal ou plasmideal da bactéria (Wannet et al., 2001;
Falcdo; Falcdo, 2006). Dentre este genes destacam-se 0s genes
cromossomal ail e plasmideais yadA e virF. Apesar de
observada uma baixa ocorréncia do agente nas amostras de
tonsila de suinos aqui avaliadas, os trés genes associados a
patogenicidade foram detectados e confirmados por
sequenciamento. Falcdo et al. (2006) pesquisaram genes de
viruléncia, incluindo ail e virF, em 106 cepas de Y.
enterocolitica isoladas de amostras de humanos, animais e
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alimentos, como linguica e carne suina, entre os anos de 1969 e
2000 em diferentes regides do Brasil. O gene ail foi detectado
em todas as cepas isoladas a partir de humanos e animais, mas
apenas em duas cepas das 35 isoladas a partir de alimentos. O
gene virF mostrou uma incidéncia varidvel, sendo detectado
em 94,6% (35 cepas), 61,8% (21 amostras) e 2,9% (1 cepa) de
isolados de humanos, animais e alimentos, respectivamente.
Tadesse et al. (2013) relataram também a presenca de diversos
genes de viruléncia, dentre eles ail e yadA em fezes e carcaca
de suinos ao abate nos anos de 2002 a 2005 nos EUA. Vinte
das 172 (11,6%) cepas de Y. enterocolitica testadas foram
positivas para o0 gene yadA. Destas 20 cepas, todas
apresentaram positividade para o gene ail e, ao avaliar todas as
amostras, 40% apresentaram o gene ail. O sequenciamento
parcial dos trés genes de viruléncia da amostra aqui detectada,
identificou trés mudancas de aminoacidos exclusivas, sendo
uma no gene virF e duas no gene yadA. Entretanto, devido a
poucas sequéncias de Y. enterocolitica, que apresentem estes
genes, disponiveis no GenBank, é dificil desenhar qualquer
painel epidemioldgico. Além disto, seria interessante avaliar
regides completas destes genes de isolados de suinos para
definir esta variabilidade e consequéncias na populacdo de
suinos e humanos como contaminante de produtos carneos
derivados.

A utilizacdo da técnica de cPCR pode ser uma excelente
alternativa para deteccdo de Y. enterocolitica, visto que é capaz
de reduzir o tempo da analise, quando comparada ao método
tradicional, largamente utilizado em alimentos. Além de ser
mais rapida, sensivel e especifica, pode ser usada para
diferenciar facilmente cepas de Y. enterocolitica patogénicas de
cepas ndo patogénicas através da pesquisa dos genes de
viruléncia, dispensando os passos de biotipagem e sorotipagem
(Lambertz; Danielsson-Tham, 2005; Wannet et al., 2001).
Desta forma, a deteccdo através da PCR diretamente da
amostra biologica torna-se interessante tanto para genes
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cromossomais como plasmideais. Na maioria dos casos, esses
testes detectam genes de viruléncia localizados no cromossomo
bacteriano yst ou ail, e poucos sdo direcionados para
sequéncias localizadas no plasmideo pYV (Aarts et al., 2001).
No entanto, a pesquisa somente do plasmideo de viruléncia
pode ser pouco confiavel quando pesquisado em bactérias
cultivadas, pois pode ocorrer a perda do plasmideo durante o
cultivo, o que pode levar a resultados falso-negativos (Aarts et
al., 2001; Wannet et al., 2001; Thorner et al., 2003).

O uso da cPCR multiplex permite a deteccdo simultanea
de diferentes genes de viruléncia, reduzindo, assim, o uso de
regentes e o tempo dispensado para a analise. Somado a isto, a
técnica de gPCR também apresenta vantagens em relacdo a
metodologia tradicional e a cPCR quanto a rapidez,
sensibilidade e especificidade (Fredriksson-Ahomaa et al.,
2007; Lambertz; Nilsson, 2008). Mesmo apresentando maior
sensibilidade, a taxa de deteccdo de Y. enterocolitica
patogénica, baseado na deteccdo do gene ail foi baixa em
ambos os métodos utilizados neste estudo. Ao comparar a
sensibilidade das duas técnicas, a gPCR demonstrou um limite
de deteccd0100 vezes maior que a cPCR. Mesmo assim,
somente uma amostra foi positiva, confirmando a baixa
ocorréncia do agente patogénico nas amostras estudadas, no
estado de Santa Catarina.

A prevaléncia de Y. enterocolitica patogénica em
tonsilas de suinos ao abate coletadas entre 2003 e 2005 em
diferentes regides da Inglaterra foi de 44% (Martinez et al.,
2010). Bhaduri et al. (2005) encontrou prevaléncia de 13,3%
em amostras de fezes de suinos nos EUA. Na Finlandia, foi
encontrada uma prevaléncia de 47,1% em tonsilas de suinos
provenientes de diferentes frigorificos do pais (Virtanen et al.,
2011). Na Bélgica, encontrou-se Y. enterocolitica em 28,5%
das tonsilas de suinos avaliadas (Vanantwerpen, et al., 2014).
Em estudo realizado por Teodoro et al. (2006), no qual foi
avaliada a presenca de Y. enterocolitica patogénica em 30
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tonsilas de suinos abatidos sem inspecdo sanitaria utilizando
uma técnica de cPCR, foram detectadas trés amostras positivas
(10%). Fazendo uma analise comparativa com este trabalho,
pode-se sugerir que a ocorréncia de cepas patogénicas em
suinos abatidos sem inspecdo sanitaria € baixa e em suinos
abatidos em frigorificos com inspecdo sanitaria federal, a
ocorréncia é ainda menor. Isso pode indicar um melhor nivel
sanitario de animais abatidos sob condigdes de inspecéo.

Relatos de maior ocorréncia da bactéria em tonsilas
de suinos foram reportados e consideraram a presenca da
bactéria neste tecido como fator de risco para a contaminagédo
da carcaca e, consequentemente, do produto final (Bhaduri et
al., 2005; Martinez et al., 2010; Teodoro et al., 2006; Schaake
et al., 2013; Virtanen et al.,, 2011;Vanantwerpen, et al.,
2014;Van Damme, et al., 2015). Desta forma, a disponibilidade
de técnicas de diagnostico sensiveis e especificas para a
deteccdo de Y. enterocolitica patogénica aqui padronizadas,
como qPCR e cPCR multiplex, sdo de grande valia na
avaliacdo de tonsilas de suinos. Sugere-se que estas técnica
podem ser Uteis para a deteccdo deste agente em outros tecidos
de suinos, bem como produtos carneos. A rapida avaliagdo dos
produtos destinados ao consumidor frente a presenca de Y.
enterocolitica patogénica € de suma importancia, a fim de
evitar a ocorréncia desta infeccdo alimentar em humanos.

3.5 CONCLUSAO

Os resultados encontrados neste  trabalho
demonstram uma baixa ocorréncia de Y. enterocolitica
patogénica no estado de Santa Catarina em tonsilas de suinos
ao abate em frigorificos com inspecéo federal.
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ANEXO

GEL DE AGAROSE 2%
- 2 g de agarose;
- 100 mL de TBE 0,5X
- Misturar e aquecer em microondas até a agarose se dissolver
- Apos esfriar, adicionar 5 uL de Brometo de Etidio.

TBE5 X
- 54 g de Tris base;
- 27,5 g de &cido borico;
-20 mL de EDTA 0,5M pH 8,0;
- 900 mL de agua ultrapura;
- Agitar com barra magnética até entrar em solucéo;
- Acrescentar dgua ultrapura com a quantidade necessaria
para completar 1 litro;
- Autoclavar a 121°C por 15 minutos;
- Estocar em temperatura ambiente.

TBE 0,5 X
- 900 mL de &gua destilada;
- 100 mL de TBE 5X estéril.



