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RESUMO

CAMPIONI, F. Tipagem molecular e caracterizacao do potencial patogénico de
linhagens de Yersinia enterocolitica biotipo 1A de origens diversas. 2009. 84f.
Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de Sao Paulo, 2009.

Entre as 12 espécies do género Yersinia, Yersinia enterocolitica € a mais prevalente
como causa de doenca em humanos e animais. Sua patogenicidade é relacionada, entre
outras caracteristicas, a seis biotipos: 0 1B e os biotipos 2 a 5 comprovadamente
patogénicos e o biotipo 1A, considerado como nao-patogénico. Entretanto, dados da
literatura relatam linhagens do biotipo 1A como sendo os agentes causais de infeccoes
em humanos e animais. O objetivo deste trabalho foi investigar o potencial patogénico e
verificar a similaridade genémica de linhagens de Y. enterocolitica biotipo 1A, isoladas de
material clinico e nao-clinico. Foram estudadas 52 linhagens de Yersinia enterocolitica
biotipo 1A isoladas de humanos (11), animais (11), alimentos (15) e ambiente (15),
guanto a susceptibilidade a antimicrobianos, comportamento frente a testes fenotipicos
relacionados a viruléncia, resisténcia a reativos intermediarios do oxigénio, invasao a
células HEp-2 e Caco-2, presenca de genes de viruléncia por PCR e similaridade
gendbmica por Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus PCR (ERIC-PCR) e
Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). Tanto as linhagens clinicas como as nao-clinicas
apresentaram resisténcia a ampicilina e a cefalotina. Nao foi observada diferenca entre
linhagens de origem clinica e ndo-clinica frente aos testes de fermentacdo da salicina,
hidrélise da esculina, atividade da pirazinamidase, reativos intermediarios do oxigénio e
invasdo a células HEp-2. Entretanto, linhagens de origem nao-clinica foram mais
invasivas a células Caco-2 do que as de origem clinica. Oito dos 11 genes de viruléncia
pesquisados foram encontrados. Os genes ysiB, hreP e fepD foram mais freqlentemente
detectados em linhagens de origem clinica. Ao contrario, os genes myfA, fepA, fes e tccC
apresentaram-se mais freqlientes nas linhagens de origem nao-clinica. Entretanto, a
diferenca na freqiéncia de tais genes nao foi estatisticamente significativa entre linhagens
clinicas e nao-clinicas. O gene inv foi detectado em todas as linhagens estudadas,
entretanto, os genes ail, ystA e virt ndo foram detectados em nenhuma das 52 linhagens.
O dendrograma de similaridade genémica consenso das técnicas de ERIC-PCR e PFGE,
permitiu a visualizagdo de dois grupos (A e B). Foi observada uma alta similaridade
gendmica (>63%) entre quase todas as linhagens isoladas de humanos e animais, bem
como uma alta similaridade genémica para a maioria das linhagens de origem clinica e
nao-clinica (>58%). O indice de discriminacdo de ERIC-PCR foi 0,98, e o de PFGE foi
0,99. Entre as linhagens do biotipo 1A estudadas, ndo foi observada diferenca entre o
potencial patogénico de linhagens de origem clinica e nao-clinica frente aos testes
fenotipicos realizados e prevaléncia de genes de viruléncia pesquisados. A excecao foi 0
teste de invasao a células Caco-2, onde as linhagens nao-clinicas foram mais invasivas.
As técnicas de ERIC-PCR e PFGE discriminaram similarmente as linhagens estudadas.
A alta similaridade genémica entre as linhagens de origem clinica e nao-clinica evidencia
0s animais como sendo importantes reservatérios de Y. enterocolitica biotipo 1A e sugere
que isolados de ambiente e alimentos tem sido fonte de contaminacdo de humanos e
animais.

Palavras-Chaves: Yersinia enterocolitca; Biotipo 1A; Potencial patogénico; ERIC-
PCR; PFGE.



il

ABSTRACT

CAMPIONI, F. Molecular typing and pathogenic potential characterization of
Yersinia enterocolitica biotype 1A strains of diverse origins. 2009. 84f.
Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de Sao Paulo, 2009.

Among the 12 species of the genus Yersinia, Yersinia enterocolitica is the most
prevalent cause of illness in humans and animals. Among other characteristics, its
patogenicity is related to six biotypes: 1B and 2 to 5 considered pathogenic and the
1A biotype considered non-pathogenic. Despite being defined as non-pathogenic,
literature has been shown that biotype 1A strains may be the etiological agents of
infections in humans and animals. The aim of this work was to investigate the
pathogenic potential and to verify the genomic similarity of Y. enterocolitica biotype
1A isolated from clinical and non-clinical sources. Fifty-two strains of Y. enterocolitica
biotype 1A isolated from humans (11), animals (11), food (15), and environment (15)
were analyzed regarding their susceptibility to antimicrobials, behavior against
phenotypic tests related to virulence, resistance to oxygen intermediate reactives,
invasion to HEp-2 and Caco-2 cells, presence of virulence genes by PCR, and
genomic similarity by Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus PCR (ERIC-
PCR) and Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). Both clinical and non-clinical
strains showed resistance to ampicillin and cephalothin. It was not observed any
difference in the pathogenic potential between clinical and non-clinical strains face of
the following tests: salicine fermentation, esculin hydrolysis, pirazinamidase activity,
oxygen intermediate reactives and HEp-2 cell invasion assay. On the other hand, the
non-clinical strains were more invasive to Caco-2 cells than the clinical ones. Eight of
11 studied virulence genes were found. Genes ysitB, hreP and fepD were more often
detected in clinical strains. In contrast, myfA, fepA, fes and tccC were presented
more frequently in non-clinical strains. However, the frequency difference of those
genes was not statistically significant between clinical and non-clinical strains. The
inv gene was detected in all the strains studied; but no ail, ystA, and virF genes were
found in any of the 52 strains. ERIC-PCR and PFGE dendogram allowed the
visualization of two groups named A and B. It was observed a high genomic similarity
among almost all human and animal isolated strains (>63%), as well as a high
genomic similarity between the clinical and non-clinical strains (>58%). The
discriminatory index for ERIC-PCR was 0.98 and for PFGE was 0.99. Among biotype
1A strains no difference was observed between the pathogenic potential of clinical
and non-clinical strains face to the phenotype tests employed, and regarding the
prevalence of the studied virulence genes. The exception was the Caco-2 cells
invasion assay where non-clinical strains were more invasive., ERIC-PCR and PFGE
discriminated the studied strains similarly. The high genomic similarity between the
clinical and non-clinical strains gives evidence that animals constitute important
reservoirs of Y.enterocolitica biotype 1A and suggests that environmental and food
isolates have been the source of human and animal infections.

Key-words: Yersinia enterocolitica; Biotype 1A; pathogenic potential; ERIC-PCR,;
PFGE.
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1. INTRODUCAO

1.1 Género Yersinia

O género Yersinia pertence a familia Enterobacteriaceae e € atualmente
composto por 12 espécies: Y. pestis, Y. pseudotuberculosis, Y. enterocolitica, Y.
intermedia, Y. frederiksenii, Y. kristensenii, Y. aldovae, Y. ruckeri, Y. rohdei, Y.
mollaretti, Y. bercovieri e Y. aleksiceae (WANGER, 2007).

Historicamente, o género Yersinia foi proposto em 1944 por Van Loghem que
sugeriu que um novo género deveria ser formado para agregar 0S organismos
Pasteurella pestis e Pasteurella pseudotuberculosis que estavam incluidos no
género Pasteurella, mas possuiam caracteristicas fenotipicas e genotipicas
diferenciadas das demais espécies daquele género. Dessa forma, criou-se o0 género
Yersinia em homenagem ao bacteriologista francés Alexander J. Yersin por ter
isolado o agente da peste negra pela primeira vez em 1894, durante a terceira
grande pandemia. Em 1964 o entdo Bacterium enterocolitica, descrito em 1939 apos
relatos de surtos de gastrenterite, foi renomeado por Frederiksen como Yersinia
enterocolitica, espécie que mais adiante foi subdividia em grupos cujos
microrganismos eram designados organismos Y. enterocolitica-like. Na década de
1980, apos intensos estudos taxondmicos baseados na fermentacao de carboidratos
e hibridizacdo DNA-DNA, viu-se que os representantes desses subgrupos eram na
verdade quatro novas espécies que foram designadas Y. intermedia, Y. frederiksenii,
Y. kristensenii e Y. aldovae. Subsequientes designacoes de espécies incluiram Y.
ruckeri, Y. rohdei, Y. mollaretti e Y. bercovieri no género (SULAKVELIDZE, 2000;
FALCAO; FALCAO, 2006; WANGER, 2007).

O mais novo membro do género € Y. aleksiceae, previamente incluida como
representante de Y. kristensenii e que foi diferenciada dessas pelas técnicas de
hibridizacdo DNA-DNA, por uma sequéncia especifica do gene 16S rRNA e pela
atividade da enzima lisina descarboxilase (SPRAGUE; NEUBAUER, 2005). Yersinia
ruckeri foi a primeira dessas bactérias a ser descrita (EWING et al., 1978).

Embora a maioria das espécies do género tenha sido isolada de humanos,
com excegao de Y. aldovae, as Unicas espécies que sdo comprovadamente
patdbgenos de humanos sao Y. pestis, causadora da praga, Y. pseudotuberculosis
causadora de linfoadenite mesentérica e septicemia e Y. enterocolitica causadora

principalmente de uma sindrome gastrintestinal que pode variar de uma enterite



aguda a uma linfoadenite mesentérica. Essas espécies mais Y. ruckeri, que é a
causa da doenca da “boca vermelha” em peixes, sdo os unicos membros do género
considerados patogénicos para animais. Todas as outras espécies sao
consideradas, sobretudo como nado-patogénicas e ambientais (SULAKVELIDZE,
2000; FALCAO; FALCAO, 2006; WANGER, 2007).

1.2 Yersinia enterocolitica

1.2.1 Caracteristicas do microrganismo

Entre as espécies de Yersinia, a Y. enterocolitica € a mais prevalente como
causa de doencas em humanos e animais (BOTTONE, 1999; ROBINS-BROWNE,
2001; FALCAO et al., 20086).

Yersinia enterocolitica, assim como 0s outros membros do género, € um
bacilo Gram-negativo, ndo formador de esporos, mével a temperatura ambiente
(25°C), devido a presenca de flagelos peritriquios ou peripolares, porém imével a
37°C. As excecoes sao Y. pestis que é imobvel e Y. ruckeri que apresenta motilidade
variavel. Seu tamanho, de 0,5 a 0,8 um de diametro por 1 a 3 um de comprimento, é
menor do que o de outros membros da familia Enterobacteriaceae. E um
microrganismo anaerdébio facultativo e psicrotrofico, pois tem a capacidade, incomum
entre as enterobactérias, de se multiplicar em uma ampla faixa de temperatura que
varia de 4 a 43°C, porém a temperatura 6tima para multiplicar-se in vitro é entre 25 e
28°C. Resiste bem ao congelamento, e pode viver em alimentos congelados, mas é
sensivel ao calor, sendo destruida por pasteurizacao a 71,8°C por 30 minutos. Y.
enterocolitica multiplica-se bem em meios com altas concentragdes de sais biliares
como o agar cefsulodina-irgasan-novobiocina (CIN), agar MacConkey e &agar
Salmonella-Shigella (SS), apresentando colénias arredondadas, opacas, incolores e
gue medem cerca de Tmm de diametro (HOLT et al., 1994; WANGER, 2007).

Y. enterocolitica € altamente heterogénea, sendo dividida em subtipos,
principalmente de acordo com a sua atividade bioquimica frente a determinados
substratos e diversidade de antigenos somaticos, o que possibilita diferenciar as
linhagens dessa espécie em diversos bio-sorotipos (ROBINS-BROWNE, 2001).

Existem seis biotipos de Yersinia enterocolitica, conforme descrito por Wanger
(2007): o biotipo 1 que é subdividido em 1A e 1B e os biotipos 2 a 5. A maioria das
linhagens patogénicas para humanos e animais sdo dos biotipos 1B, 2, 3, 4 e 5,



enquanto aquelas isoladas sobretudo do meio ambiente e consideradas nao-
patogénicas, enquadram-se no biotipo 1A (ROBINS-BROWNE, 2001; FALCAO;
FALCAO, 2006).

O esquema antigénico de Y. enterocolitca é compartiihado com outras
espécies do género, exceto por Y. pseudotuberculosis e Y. pestis. Esse inclui 76
sorogrupos somaticos e 44 antigenos flagelares. No entanto, rotineiramente
somente os antigenos somaticos sao caracterizados, pois os flagelares nao tem
importancia pratica para o propdésito de diagndéstico em laboratérios de rotina. Os
sorogrupos mais relacionados com doencas no homem séo o O:3, 0:5,27, O:8 e O:9
(ALEKSIC et al., 1986; FALCAO; FALCAO, 2006).

Ademais, baseando-se na hibridizacdo DNA-DNA e seqlienciamento do gene
16S rRNA, Y. enterocolitica pode ser dividida em duas subespécies sendo estas
denominadas Y. enterocolitica subespécie paleartica, que inclui linhagens de origem
européia pertencentes aos bio-sorogrupos 4/0:3, 2/0:9, 3/0:5,27, 1A/O:7,8,
1A/0;6,30 e 1A/O:5, e Y. enterocolitica subespécie enterocolitica, que inclui
linhagens de origem americana pertencentes aos bio-sorogrupos 1B/O:8, 1B/0O:13,
1B/0:18, 1B/0:20, 1B/0O:21 e 1A/0:7,8 (SACHDEVA; VIRDI, 2004).

1.2.2 Patogénese e Manifestacoes Clinicas

A descricdo da patogenia de Y. enterocolitica feita por Hartland e Robins-
Browne(1998) e por Robins-Browne (2001), mostrou que esse microrganismo € um
patdégeno invasivo que induz uma resposta inflamatoria nos tecidos infectados,
sendo o ileo distal e em particular o tecido linféide intestinal os principais alvos da
infeccdo, embora regides intestinais adjacentes e os linfonodos mesentéricos sejam
também envolvidos com freqiiéncia.

A entrada de Y. enterocolitica no trato gastrintestinal ocorre apds a ingestao
de agua ou alimentos contaminados. Apds a ingestao, Y. enterocolitica em sua
maioria permanece no lumen intestinal enquanto uma minoria adere ao epitélio da
mucosa, nao mostrando preferéncia particular por qualquer tipo de célula. As
bactérias que invadem o tecido, o fazem através das células M, que s&o células
epiteliais especializadas localizadas sobre foliculos linféides no intestino. Apds a
penetracdo, as bactérias atravessam a membrana basal e se proliferam nos tecidos
linféides associados ao intestino e na lamina propria, onde causam destruicao
tecidual localizada levando a formacdo de microabcessos. Y. enterocolitica também



pode se espalhar através da lamina prépria para vilosidades adjacentes e se
espalhar para outros locais pela corrente linfatica (ROBINS-BROWNE, 2001).

As manifestagbes clinicas de Y. enterocolitca sao caracterizadas por sua
grande variedade. Embora a maioria das infecgdes sintomaticas resultem em uma
diarréia auto-limitada, yersinioses podem também acarretar em complicacdes
supurativas e auto-imunes. O grau dessas complicacoes é determinado por fatores
do hospedeiro, em particular idade e estado do sistema imune, sendo as criangas
menores de cinco anos de idade as mais susceptiveis a infeccoes por esta bactéria.
Nesses pacientes, a yersiniose se apresenta usualmente como diarréia variando de
aquosa a mucbdide e em um pequeno percentual de casos sanguinolenta,
geralmente acompanhada de febre baixa e dores abdominais (ROBINS-BROWNE,
2001).

1.2.3 Fatores de Viruléncia

Para que Yersinia enterocolitica possa causar doenca, € necessario um
conjunto de atributos ou fatores de viruléncia que séo codificados tanto por genes
plasmidiais contidos no plasmidio de viruléncia pYV, como por genes cromossomais.
A expressao desses genes é temperatura-dependente, isto €, os genes plasmidiais
séo expressos a 37°C e os cromossomais usualmente a 25°C (ROBINS-BROWNE,
2001).

Entre 0os genes cromossomais de viruléncia, que foram identificados e bem
caracterizados, estdo os relacionados com a sintese de lipopolissacarideos (LPS),
producédo de urease, sintese de fimbrias, adeséo e invasao de células eucaribticas,
producao de enterotoxina, entre outros (CARNIEL, 1995).

A producao de urease é um determinante de viruléncia de varias bactérias
intestinais, pois facilita sua passagem através do estbmago permitindo que a
bactéria escape da barreira acida estomacal. A tolerancia acida reside no fato de
que a bactéria produz urease que catalisa a producdo de aménia a partir da uréia,
permitindo que esta resista a pHs baixos como o do estébmago que é pH 2,5
(ROBINS-BROWNE, 2001).

O lipopolissacarideo (LPS) € afetado por temperaturas elevadas, pois
ocorrem alteracbes na composicao de seus acucares e acidos graxos a 35-37°C.
Células multiplicando-se a 25°C possuem um LPS liso e expressam a cadeia
completa do antigeno somatico (O), enquanto células crescendo a 37°C sao rugosas



devido a repressdo da sintese do polissacarideo. O LPS liso pode estimular a
viruléncia por aumentar a hidrofobicidade e, dessa maneira, facilitar a passagem da
bactéria através do muco que forra o epitélio intestinal. Por outro lado, o LPS liso por
apresentar cadeias alongadas somaticas (O), pode ocultar proteinas de superficie
associadas a viruléncia tais como Ail e YadA, requeridas numa fase tardia da
infeccdo. A repressao da sintese do LPS a 37°C pode aumentar as chances da
bactéria sobreviver nos tecidos, permitindo-lhe expor na superficie seus
determinantes de viruléncia no periodo apropriado da infecgdo (PIERSON, 1994).

Y. enterocolitica a temperatura de 25°C expressa fimbrias, codificadas pelo
gene myf, que participam da aderéncia da bactéria ao epitélio intestinal. As fimbrias
sao produzidas na superficie e sdo denominadas Myf (mucoide Yersinia fibrillae) por
conferirem aspecto mucéide as coldnias bacterianas que as expressam. As fimbrias
sdao muito flexiveis e semelhantes ao fator de colonizacdo CSs, encontrado em
muitas linhagens de E. coli enterotoxigénica isoladas de humanos (CARNIEL, 1995).

A temperatura de 25°C, é produzida por Y. enterocolitica em sua membrana
externa, uma proteina de invasdo denominada invasina (Inv), de 92 kDa. A invasina
também pode ser produzida “in vitro” a 37°C quando a bactéria cresce em pH baixo.
Inv confere a bactéria a propriedade de invadir “in vitro” células HelLa (células
epiteliais de adenocarcinoma cervical humano), HEp-2 (células epiteliais de
carcinoma de laringe) e Henle 407 (células epiteliais de intestino humano). Essa
proteina é quem inicia diretamente a penetracdo da bactéria na célula alvo, pela
ligacdo a receptores denominados B-integrinas. Em células epiteliais essa interacao
promove modificagcdo no citoesqueleto, endocitose da bactéria e acumulo de actina
ao redor do vacuolo endocitico. Em linfécitos T induz a secrecado de citocinas por
células T-CD4 e citotoxicidade por células T-CD8. O gene inv, que codifica Inv,
existe no cromossomo de todas as linhagens de Y. enterocolitica, mas é funcional
apenas nas sorovariedades patogénicas, indicando que a invasina desempenha um
papel fundamental na viruléncia (CARNIEL, 1995).

Com a adaptacao a temperatura do hospedeiro, um segundo fator de adesao
e invasao € produzido a 37°C, a proteina Ail, de 17kDa, codificada pelo gene
cromossomal ail (adhesion/invasion loccus). Esta € uma proteina de membrana
externa, sem qualquer homologia com Inv, expressa nas linhagens dos biotipos 1B e
2 a 5 de Y. enterocolitica. Ja as linhagens do biotipo 1A isoladas de humanos ou do



meio ambiente usualmente ndo possuem o gene ail. Ail media adicionalmente a
resisténcia ao efeito bactericida do complemento (ROBINS-BROWNE, 2001).

O ferro é um fator essencial para o crescimento e sobrevivéncia dos
microrganismos. Dois mecanismos sao utilizados por Yersinia para realizar a captura
do ferro. Um deles é através de pequenas moléculas quelantes do ferro
denominadas sider6foros e o outro consiste em utilizar as moléculas de ferro ligadas
a proteinas heme. Os sider6foros quelam o ferro ligado a proteinas eucaribticas,
transportam-no a receptores especificos na membrana externa bacteriana,
liberando-o no citoplasma (Carniel, 1995). Os sider6foros podem ser sintetizados
pela bactéria (endoégenos) ou utilizados do meio externo (exdégenos), sendo os
exbégenos sintetizados por outras bactérias. Ha um grande numero de sideréforos
diferentes em sua estrutura que ja foram descritos, os quais podem ser divididos em
trés principais classes quimicas que sado os catecolatos, hidroxamatos e os
compostos heterociclicos. Embora as espécies patogénicas de Yersinia nao
produzam sideréforos das classes catecolato e hidroxamato, essas possuem
eficientes sistemas de captura de tais sideroforos. Especificamente em Y.
enterocolitica, o sider6foro exégeno enterobactina da classe dos catecolatos, é
transportado por proteinas de membrana codificadas pelos genes fep e a liberacao
do ferro no citoplasma bacteriano ocorre pela acdo de uma enzima codificada pelo
gene fes (SCHUBERT; FISCHER; HEESEMANN, 1999).

Yersinia enterocolitica patogénicas podem secretar uma enterotoxina
termoestavel (Yst ou YstA), codificada pelo gene ystA, cuja porcao carboxi-terminal
€ homodloga a enterotoxina de Escherichia coli enterotoxigénica, de Citrobacter
freundii e de Vibrio cholera nado O1 (ROBINS-BROWNE, 2001). A YstA é produzida
em temperaturas inferiores a 30°C, portanto pode nao ser expressa “in vivo’, mas
uma vez que YstA é resistente ao pH acido do estébmago, pode causar intoxicagao
alimentar quando é produzida em alimentos e ingerida pré-formada (Schiemann,
1988). Resultados recentes sugerem que esta toxina também pode ser expressa a
37°C em meio com alta osmolaridade e pH similares ao do lumen intestinal
(ROBINS-BROWNE, 2001).

Além dos genes cromossomais de viruléncia classicos como inv, ail, ystA, myf
e do gene plasmidial vir, encontrados mais freqlentemente nos biotipos 1B, 2 a 5,

outros genes demonstraram estar associados a viruléncia, principalmente de



linhagens de Yersinia enterocolitica biotipo 1A, como os genes ystB, hreP e tccC
(BHAGAT; VIRDI, 2007).

A proteina denominada YstB, codificada pelo gene ystB, é uma enterotoxina
que acredita-se também ser causa de diarréia, porém seu papel na patogenicidade
de linhagens de Y. enterocolitica, incluindo as do biotipo 1A ndo € bem
compreendido. Isso se deve ao fato dessa proteina ser expressa somente in vitro a
temperaturas inferiores a 30°C e também a falta de relacdo entre a presenca do
gene e a produgado da toxina in vitro. Foi demonstrado que o gene ystB € bastante
prevalente em linhagens do biotipo 1A (BHAGAT; VIRDI, 2007).

O gene hreP, codifica a protease HreP. Proteases sao conhecidas por
contribuirem com a patogenicidade bacteriana por interferirem com proteinas de
tecidos do hospedeiro e por inativarem importantes proteinas-chaves na defesa. A
importancia de HreP na patogénese de Y. enterocolitica, foi demonstrada com uma
linhagem de Y. enterocolitica mutante para o gene hreP, o que refletiu na reducao da
viruléncia dessa linhagem (HEUSIPP et al., 2001).

Algumas linhagens de Y. enterocolitica, principalmente as do biotipo 1A,
apresentam o gene fccC homélogo ao gene ftc (inseticidal toxin complex) de
Photorhabdus luminescens que permite que essa bactéria sobreviva em insetos.
Entretanto, ndo se sabe ao certo o porqué de linhagens que nao vivem em insetos
possuirem genes homélogos ao gene fc, 0 que se estende também a Yersinia
enterocolitica. Acredita-se que em Yersinia o gene tccC nao codifigue toxinas
inseticidas e sim alguma toxina que contribua para a atividade enterotoxica destas,
ja que uma linhagem mutante de Y. enterocolitica biotipo 1A, perdeu sua habilidade
de colonizar o trato gastrintestinal de ratos infectados apds ter esse gene inativado
(TENNANT et al., 2005).

Y. enterocolitica pode ainda expressar ou nao caracteristicas fenotipicas
como atividade da enzima pirazinamidase, hidrélise da esculina e fermentacao da
salicina, sendo estas caracteristicas relacionadas a viruléncia (FARMER Il et al.,
1992). Em trabalhos realizados por Bauab et al., (1991) e por Falcédo et al. (2004,
2006), demonstrou-se a correlacdo entre a expressao dessas caracteristicas
fenotipicas com linhagens dos biotipos patogénicos de Y. enterocolitica.

Y. enterocolitica patogénicas dos biotipos 1B e 2 a 5, possuem o plasmidio pYV
que é responsavel pela producao da adesina YadA e de outras proteinas denominadas
Yops (Yersinia outer proteins). A secrecao das proteinas Yops ocorre através de uma



maquinaria conhecida como secre¢éo do Tipo lll usadas por bactérias Gram-negativas
para translocar proteinas bacterianas efetoras diretamente no citoplasma da célula
eucariotica hospedeira (CORNELIS et al., 1998; CORNELIS, 2001).

Os efeitos das Yops efetoras nos macréfagos sao de inibicao da fagocitose,
do burst respiratério, da producdo de citocinas pro-inflamatérias e da apoptose. Nos
leucécitos polimorfonucleares provocam resisténcia a fagocitose e a morte pelos
peptideos antimicrobianos. Nas células epiteliais causam citotoxicidade e alteracao
da resposta a liberacao de citocinas (CORNELIS, 2001). As Yops séo produzidas in
vitro a temperatura de 37°C e em baixas concentracées do ion calcio. Os genes
estruturais que codificam varias dessas proteinas estao distribuidos ao longo do
plasmidio em uma regido de 20Kb, chamada calcio-dependente. Os loci
transcricionais chamados IcrA (virA), lerB (viB), lerC (virC), lerk (virF) e lerG (virG),
sao os responsaveis pelo controle da resposta ao calcio e da producao das Yops. O
gene virF, codifica uma proteina denominada VirF em Y. enterocolitica que é a
principal reguladora trasncricional dessa maquinaria (CORNELIS et al., 1998).

A mais importante adesina de Yersinia, é a proteina de membrana externa
YadA (adesina A de Yersinia) produto do gene plasmidial yadA, produzida a 37°C.
Essa induz a adesdo da bactéria ao muco intestinal, colageno, laminina e
fibronectina. O complexo formado permite a ligacdo a B-integrinas, com consequente
internalizacdo da bactéria por endocitose. YadA tem a importante funcao de inibir a
resposta imune inata do hospedeiro, conferindo resisténcia a acdo do sistema
complemento, com conseqlente inibicdo da fagocitose, além de inibir o burst
respiratorio (BOTTONE, 1999; SALYERS; WHITT, 2002).

Como caracteristicas fenotipicas de linhagens de Yersinia portadoras do
plasmidio de viruléncia pYV, observa-se a autoaglutinacdo a 37°C, aderéncia a
células HEp-2, absorcao do corante Vermelho Congo, dependéncia ao célcio a 37°C,
entre outras. Correlacionando a presenca do plasmidio com essas caracteristicas
fenotipicas, tem-se um conjunto de dados para definir a patogenicidade de Yersinia
€ a capacidade do microrganismo causar doencas em humanos e animais (FARMER
[l et al., 1992; ROBINS-BROWNE, 2001).

1.2.4 Tratamento e susceptibilidade a antibiéticos
As infecges intestinais por Y. enterocolitica sao normalmente autolimitadas e

nao necessitam de tratamento especifico com antimicrobianos. Em pacientes
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imunocomprometidos, a enterite pode ser tratada profilaticamente. Nesses pacientes
€ recomendada a administracdo oral de doxiciclina ou trimetroprim-sulfametoxazol,
bem como, para pacientes com outras complicacdes gastrintestinais e infecgdes
extraintestinais em geral (BOCKEMUHL; WONG, 2003).

Os padroes de resisténcia a farmacos de Y. enterocolitica sao sorogrupos
especificos e sdo governados em parte pela producdo de duas lactamases
codificadas por genes cromossomais € designadas [B-lactamases A e B. Essas
lactamases sao produzidas principalmente nas linhagens dos sorogrupos O:3 e O:9,
sendo responsaveis pela resisténcia a penicilina, ampicilina, cefalotina e
carbenicilina (BOCKEMUHL; WONG, 2003).

Estudos realizados por Falcao et al., (2004, 2006), relataram linhagens de Y.
enterocolitica resistentes ao menos a ampicilina e cefalotina, independentemente de
terem sido isoladas de fezes diarréicas humanas, animais, alimentos ou do meio
ambiente, o que concorda com os resultados obtidos em outros estudos onde foi
observado, com freqléncia, resisténcia a ampicilina e a muitas cefalosporinas
(TZELEPI et al., 1999; STOCK et al., 2000; WHITE et al., 2002).

1.3 Yersinia enterocolitica biotipo 1A

Dos seis biotipos de Yersinia enterocolitica, o biotipo 1A é o0 mais
heterogéneo, abrangendo um vasto nimero de sorogrupos, entre os quais o O:4,
0:5, 06,30, 0:6,31, 07,8, 0:7,13, 0:10, O:14, O:16, 0:21, 0:22, 0:25, 0:37,
0:41,42, O:46, O:47, O:57 e os nao-tipaveis (NT). Entre esses sorogrupos, 0s mais
comuns sao o O:5, 0:6,30, 0:6,31, 0:7,8, O:10 e as linhagens O n&o-tipaveis. A
diversidade das linhagens do biotipo 1A é também evidente quando estas séo
analisadas por técnicas moleculares como ribotipagem ou Pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE), que demonstraram que linhagens bi6tipo 1A de um mesmo
sorogrupo apresentam alta diversidade genética, o0 que nao é o observado para as
linhagens portadoras do plasmidio pYV dos biotipos 1B e 2 a 5 (TENNANT; GRANT;
ROBINS-BROWNE , 2003).

Uma caracteristica comum as linhagens de Y. enterocolitica biotipo 1A, é que
elas usualmente ndo carregam o plasmidio pYV. Por essa razdo e também porque
sao frequentemente isoladas do meio ambiente e de animais saudaveis, linhagens
desse biotipo sdo consideradas como nao-patogénicas (TENNANT; GRANT;
ROBINS-BROWNE, 2003).
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Apesar da falta de determinantes de viruléncia classicos em Y. enterocolitica
biotipo 1A, essa bactéria foi isolada de humanos com doencas gastrintestinais.
Porém, em muitos desses estudos, ndo se pbde determinar com certeza se as
linhagens de Yersinia enterocolitica biotipo 1A isoladas eram de fato as causadoras
das gastrenterites (TOMA; LAFLEUR, 1974; CAPRIOLI et al., 1978; ROBINS-
BROWNE et al., 1979; MARKS et al., 1980; WEISSFELD; SONNENWIRTH, 1980;
SHAYEGANI et al., 1981; MARYMONT et al., 1982; RATNAM et al., 1982; SNYDER
et al., 1982; KAY et al., 1983; SKURNIK et al., 1983; BUTLER et al., 1984; SETO;
LAU, 1984; FUKUSHIMA et al, 1985; MCINTYRE; NNOCHIRI, 1986;
GREENWOOD; HOOPER, 1987; NOBLE et al., 1987; BISSETT et al., 1990;
GREENWOOD; HOOPER, 1990; BUTT et al.,, 1991; PHAM et al., 1991;
ONYEMELUKWE, 1993; CIMOLAI et al., 1994; FENWICK; MACCARTHY, 1995;
STOLK-ENGELAAR; HOOGKAMP-KORSTANJE, 1996; SULAKVELIDZE et al.,
1996; TENNANT; GRANT; ROBINS-BROWNE , 2003).

A associagdo das linhagens desse biotipo como causa de doenca foi
comprovada somente nos estudos realizados por Ebringer e colaboradores (1982) e
Morris e colaboradores (1991).

A maioria dos relatos de infeccao pelo biotipo 1A, se referem a casos de
infeccdo esporadica, tendo sido relatados até o momento dois surtos de infec¢ao
gastrintestinal relacionados a esse biotipo. Ratnam e colaboradores (1982), no
Canada descreveram um surto nosocomial de diarréia que foi atribuido a uma
linhagem do biotipo 1A sorogrupo O:5 e que afetou nove pacientes hospitalizados
que adquiriram a infeccdo de dois pacientes que tinham sido previamente
hospitalizados com diarréia intermitente. Greenwood e colaboradores (1990),
isolaram Y. enterocolitica biotipo 1A, sorogrupo O:10, de 19 pacientes em um
hospital na Inglaterra durante o periodo de trés meses. Posteriormente, esses
mesmos pesquisadores, isolaram linhagens de Y. enterocolitica biotipo 1A,
sorogrupo 0:6,30 de 17 criancas hospitalizadas durante o periodo de um més.
Constatou-se que a fonte da linhagem bacteriana foi leite pasteurizado que tinha
sido contaminado com uma pequena quantidade de leite cru.

O numero de relatos publicados de infecgdes por Y. enterocolitica biotipo 1A,
provavelmente ndo condizem com a verdadeira prevaléncia dessas infecgdes, pois
muitos laboratérios de diagnéstico ndo dao importdncia ao possivel potencial
patogénico dessas linhagens e ndo relatam seu isolamento. As técnicas laboratoriais
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para isolamento de Yersinia enterocolitica dos biotipos 1B e 2 a 5 de fezes, n&o sao
as ideais para isolar linhagens do biotipo 1A. Por exemplo, o0 enriquecimento de
culturas a 4°C aumenta a probabilidade de isolamento do biotipo 1A de amostras
fecais, porém tal enriguecimento nao é realizado em laboratérios de rotina por
aumentar as chances de isolamento de linhagens de Y. enterocolitica “nao
patogénicas” (TENNANT; GRANT; ROBINS-BROWNE, 2003).

Infeccbes em animais sdo pouco relatadas, pois na maioria das vezes Y.
enterocolitica biotipo 1A é isolada de animais saudaveis (TENNANT; GRANT;
ROBINS-BROWNE, 2003). Entretanto, Platt-Samoraj e colaboradores (2006),
isolaram linhagens do biotipo 1A de fetos abortados de porco, bem como de suas
placentas e em swabs retais e vaginais das porcas que estavam abortando. McNally
e colaboradores (2004) comparando bioquimicamente linhagens isoladas de animais
domésticos com linhagens isoladas de yersiniose humana na Inglaterra,
encontraram o biotipo 1A em sua maioria nos dois casos, sugerindo uma possivel
contaminagcdo de humanos por esses animais. Além desses, outros casos de
isolamento do biotipo 1A de animais usados na alimentacdo de humanos foram
relatados (FLOCCARI et al., 2000; ARNOLD et al., 2006).

Infeccdes pelo biotipo 1A, ao contrario das infecgdes por linhagens portadoras
do plasmidio pYV, sdo geralmente limitadas ao trato gastrintestinal, tendo como
principais sintomas a diarréia, dores abdominais, febre, nauseas, vbmito e
indisposi¢do. Entretanto, alguns casos associados com artrite reativa, e outras
complicagdes auto-imunes também foram descritos além de colite, ileite terminal e
pseudo-apendicite (RATNAM et al., 1982; SIMMONDS et al., 1987; MORRIS JR. et
al., 1991; CIMOLAI et al, 1994; STOLK-ENGELAAR e HOOGKAMP-KORSTANJE,
1996; BURNENS et al., 1996; TENNANT; GRANT; ROBINS-BROWNE, 2003).

A infeccdo pelo biotipo 1A pode persistir por varias semanas ou meses,
incluindo periodos de doenga aguda e remissdao. Sua duracdo e severidade séo
iguais as infeccdes causadas por linhagens dos biotipos patogénicos classicos.
Entretanto, infec¢des por linhagens desse biotipo sdo comuns a todos 0s grupos de
idade, o que contrasta com infeccbes causadas pelos biotipos portadores do
plasmidio pYV (biotipos 1B e 2 a 5) que causam sobretudo infecgdes em criangas
menores de cinco anos (CAPRIOLI et al., 1978; RATNAM et al., 1982; SNYDER et
al., 1982; GREENWOOD e HOOPER, 1987; NOBLE et al., 1987; SIMMONDS et al,
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1987; MORRIS JR., et al.,, 1991; CIMOLAI et al, 1994; STOLK-ENGELAAR,;
HOOGKAMP-KORSTANJE, 1996; LOBATO et al., 1998).

Um dado interessante, é que alguns pacientes infectados com esse biotipo
produziram um anticorpo especifico como resposta a infeccdo, dando evidéncias
para a importancia clinica do biotipo 1A (MARYMONT et al.; 1982; SKURNIK et al.;
1983).

O conhecimento a respeito da patogénese de linhagens de Y. enterocolitica
biotipo 1A ainda é pouco, porém alguns estudos a respeito dos mecanismos de
viruléncia dessas linhagens foram realizados demonstrando a alta prevaléncia de
alguns genes em linhagens do biotipo 1A em comparacdo a linhagens de outros
biotipos. Um exemplo desses genes € o ysiB, codificante para a enterotoxina YstB,
presente no biotipo 1A tanto em linhagens de origem clinica isoladas de humanos e
animais e linhagens de origem nao-clinica isoladas do ambiente (SIGH; VIRDI,
2004).

Outros genes muito prevalentes em linhagens do biotipo 1A foram os genes
myfA, hreP, fepA, fepD e fes. Em contraste, os genes ail, virF, ystA e ystC raramente
foram encontrados em linhagens de Y. enterocolitica desse biotipo (Bhagat e Virdi,
2007).

Uma habilidade fundamental atribuida a algumas bactérias patogénicas
invasivas é a habilidade de evitarem a sua destruicdo por macréfagos e leucédcitos
polimorfonucleares (PMNs). Esse fato deve-se, entre outras caracteristicas, a
resisténcia a radicais superéxidos gerados por macrofagos. Foi relatado que
linhagens do biotipo 1A sdo parcialmente resistentes aos efeitos bactericidas de
macréfagos e leucdcitos polimorfonucleares e invadem fagécitos de maneira similar
as linhagens dos biotipos patogénicos (De Groote et al., 1995; GRANT et al., 1999).

Singh e Virdi (2005), demonstraram que linhagens do biotipo 1A de Y.
enterocolitica isoladas de casos clinicos de humanos invadiram células CHO
(Chinese Hamster Ovary) e HEp-2 (Células epiteliais de carcinoma de laringe
humana). Em contraste, linhagens isoladas de suinos e as isoladas de agua foram
menos invasivas em comparacao as de origem humana. Um outro estudo
demonstrou que linhagens do biotipo 1A de Y. enterocolitica isoladas de pacientes
sintomaticos foram mais aptas a invadir células CHO e HEp-2 e colonizar o trato
intestinal de ratos do que linhagens isoladas do ambiente ou de alimentos (GRANT
et al., 1999).
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1.4 Métodos de tipagem bacteriana

Os estudos classicos de tipagem bacteriana eram praticamente baseados em
resultados de metodologias fenotipicas, tais como biotipagem, sorotipagem,
fagotipagem, padréao de resisténcia a antimicrobianos, entre outras. Entretanto, tais
metodologias fenotipicas possuem um baixo poder em discriminar linhagens de uma
mesma espécie, além de apresentarem problemas de reprodutibilidade intra e inter-
laboratérios. Esses problemas tém sido minimizados pela utilizacdo de métodos
genotipicos ou moleculares (OLIVE; BEAN, 1999; WOJCIECH et al., 2004).

Os métodos moleculares geralmente usados para tipagem de linhagens de Y.
enterocolitica, incluem entre varias metodologias a andlise de plasmidios com
enzimas de restricdo (REAP) e a analise cromossomal com enzimas de restricao
(REAC) como é feito nas metodologias de Pulsed-field gel eletrophoresis (PFGE) e
ribotipagem, entre outras (NESBAKKEN et al., 1987; KAPPERUND et al., 1990;
BLUMBERG et al., 1991; BUCHRIESER et al., 1994; NAJDENSKI et al., 1994;
SAKEN et al., 1994; ITEMAN et al., 1996; MENDONZA et al., 1996; ASPLUND et al.,
1998; LOBATO et al., 1998; FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 1999, 2001a,b, 2004;
FALCAO et al., 2006). A técnica de Enterobacterial repetitive intergenic consensus
PCR (ERIC-PCR), apesar de ter sido pouco utilizada at¢é o momento, tem
demonstrado ser uma boa ferramenta em estudos epidemiolédgicos e de tipagem de
Y. enterocolitica (WOJCIECH et al., 2004; SACHDEVA; VIRDI, 2004, FALCAO et al.,
2006, BHAGAT,; VIRDI, 2007; BELT; HOHN; GBAKIMA; HIGGINS, 2007).

Especificamente, em relacao a tipagem molecular de Y. enterocolitica biotipo
1A, h& poucos estudos. Dois trabalhos preliminares de tipagem molecular, por
ribotipagem e PFGE, compreendendo poucas linhagens de Y. enterocolitica 1A,
exclusivamente do sorogrupo O:5, demonstraram que ha uma consideravel
diversidade genética entre essas linhagens apesar delas serem do mesmo bio-
sorogrupo (NADJENSKI et al., 1994; ITEMAN et al., 1996). Em estudos mais
recentes, essa diversidade genética também foi observada por Fearnley e
colaboradores (2005) utilizando Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP). O
mesmo foi observado por Falcdo et al. (2006) utilizando ERIC-PCR e PFGE na
tipagem de linhagens biotipo 1A de diversos sorogrupos, isoladas de varios
alimentos provenientes de diferentes cidades, Estados e regides do Brasil. Ao
contrario, Sachdeva e Virdi (2004) e Gulati e Virdi (2007) utilizando Repetitive
Extragenic Palindrome (REP-PCR), ERIC-PCR, ribotipagem e analise de restricao
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do gene gyrB, observaram uma diversidade genotipica limitada entre linhagens de Y.
enterocolitica biotipo 1A de diversos sorogrupos, isoladas de humanos, animais e

ambiente provenientes da india, Franca, Alemanha e dos Estados Unidos.

1.5 ERIC-PCR

Familias de seqUéncias intergénicas repetitivas (30-150pb) tém sido descritas
em enterobactérias, sendo muitas familias restritas a determinada espécie ou a
espécies muito relacionadas, enquanto outras espécies nao possuem tais elementos
(VERSALOVIC; KOEUTH; LUPSKI, 1991; WILSON; SHARP; 2006).

Muitas sequéncias repetitivas sdo palindromos imperfeitos com potencial de
formar estruturas secundarias, que podem melhorar a estabilidade do mRNA. Por
outro lado, muitos elementos repetitivos podem ser material genético nao funcional
(WILSON; SHARP, 2006).

A familia de elementos repetitivos chamada Enterobacterial Repetitive
Intergenic Consensus (ERIC) também conhecida como Intergenic Repeat Units
(IRUs), é um palindromo imperfeito de 127 pb que ocorre em mudltiplas cépias no
genoma de bactérias entéricas e vibrios (VERSALOVIC et al.,, 1991; WILSON;
SHARP, 2006). Esses elementos ERIC contém uma regido central altamente
conservada e localizada em regides intergénicas nao codificantes do genoma
bacteriano, ou seja, situam-se entre genes transcritos dentro ou fora de operons,
com sua posi¢ao variando em relacdo a posicdo das seqiéncias de terminagcao e
promotora de genes, fazendo com que apenas uma pequena parte destas
sequéncias ERIC seja transcrita na forma de mRNA (SHARPLES; LLOYD, 1990;
VERSALOVIC; KOEUTH; LUPSKI, 1991; WILSON; SHARP, 2006).

O numero de cépias de seqiéncias ERIC varia entre as espécies (WILSON;
SHARP, 2006). Em espécies patogénicas de Yersinia, as seqiéncias ERIC
correspondem a aproximadamente 0,7% e 0,45% do conteldo total de DNA de Y.
enterocolitica e Y. pestis, respectivamente (DE GREGORIO et al., 2005).

Sequéncias ERIC tém sido usadas como base para uma técnica de tipagem
bacteriana denominada ERIC-PCR. Essa metodologia utiliza uma polimerase chain
reaction (PCR) com primers consenso para amplificar regides entre sequiéncias
ERIC do genoma bacteriano (VERSALOVIC; KOEUTH; LUPSKI, 1991; WILSON;
SHARP, 2006).
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Essas analises por PCR revelam distancias inter-ERIC e padrées de bandas
especificos para as espécies bacterianas (VERSALOVIC; KOEUTH; LUPSKI, 1991).
Dependendo da distancia entre duas dessas seqiéncias adjacentes, a porcao de
DNA compreendida entre elas sera amplificada pela PCR. Se a posi¢ao das cépias
varia entre diferentes linhagens, os produtos de amplificacdo sustentam um perfil
caracteristico e serdo visualizados como bandas de diferentes tamanhos em um gel
de agarose (LUPSKI; WEINSTOCK, 1992; WILSON; SHARP, 2006).

Como diferentes linhagens bacterianas apresentam polimorfismo quanto ao
namero e posicao dessas sequéncias, esse padrao de bandas resultante da PCR é
utilizado para diferencia-las. A comparagdo entre os perfis eletroforéticos de
diferentes linhagens pode, portanto, ser utilizado para determinar o grau de
similaridade entre as linhagens testadas. Considerando que o perfil de bandas
gerado através desta reacao é reprodutivel e que uma mesma linhagem bacteriana
testada repetidas vezes, apresenta sempre o mesmo padrédo, pode-se dizer que
esse método de tipagem é eficiente e que o padrdao de bandas obtido & especifico
para cada linhagem (LUPSKI; WEINSTOCK, 1992).

1.6 Pulsed Field gel electrophoresis (PFGE)

O cromossomo é um componente fundamental de identidade da célula
bacteriana e, portanto, representa um meio para verificar o inter-relacionamento de
linhagens. Um modo de verificar esse inter-relacionamento é digerir o DNA
cromossomal com enzimas de restricdo, resultando em uma série de fragmentos de
diferentes tamanhos que formam diferentes perfis quando analizados por
eletroforese em gel de agarose (SINGH et al., 2006).

Enzimas de restricdo que clivam o DNA em sitios menos freqlientes, geram
fragmentos desse DNA muito grandes para serem analisados por uma eletroforese
convencional. Um método alternativo para a andlise dessas bandas é a técnica de
Pulsed-field gel eletrophoresis (PFGE) (SINGH et al., 2006).

Essa técnica permite a separagao de fragmentos de DNA maiores que 10Kb,
pois ao inves de aplicar a corrente elétrica em uma Unica dire¢do do gel, como é
feito na eletroforese convencional, a corrente é aplicada em diferentes angulos pré-
determinados por curtos periodos de tempo (pulsos), através de grupos de eletrodos
(TENOVER; ARBEIT; GOERING, 1997).
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A andlise desse padrao de bandas é realizada por softwares especializados
que comparam as linhagens estabelecendo a similaridade gendémica entre elas
(SINGH et al., 2006).

PFGE é considerada uma das mais reprodutiveis e mais discriminatérias
técnicas de tipagem molecular, e tem sido aplicada com sucesso em um grande
nuamero de espécies bacterianas, entre essas Yersinia enterocolitica (SAKEN et al.,
1994; NAJDENSKI; ITEMAN; CARNIEL, 1994; LAMBERTZ; DANIELSSON-THAM,
2005; FALCAO et al., 2006; FREDRIKSSON-AHOMAA; STOLLE; STEPHAN, 2007).

1.7 Yersinia enterocolitica biotipo 1A no Brasil

O isolamento e o estudo de Yersinia enterocolitica ndo sao muito freqlentes
no Brasil, o que dificulta avaliar a dimensdo do envolvimento dessa bactéria como
causadora de doenca nos seres humanos e em animais, bem como, determinar o
impacto de sua presenca em alimentos e no meio-ambiente (FALCAO et al., 2008).

Particularmente, linhagens brasileiras de Yersinia enterocolitica biotipo 1A,
isoladas de material clinico de humanos e animais ndo foram estudadas, sendo,
portanto desconhecido o potencial patogénico dessas linhagens e a capacidade das
mesmas causarem doenca. Também nado se sabe o grau de similaridade genémica
entre linhagens biotipo 1A de origem clinica e ndo-clinica (FALCAO et al., 2008). A
obtencdo de tais informacdes ajudardo na compreensdo da epidemiologia, bem
como, poderdao constatar o possivel envolvimento de linhagens biotipo 1A, antes
consideradas nao-patogénicas, como causa de infecgdes no pais.
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2. CONCLUSOES

e Entre as linhagens de Y. enterocolitica biotipo 1A de origem clinica e ndo-clinica
nao foi observado diferenca do potencial patogénico frente aos testes fenotipicos
de fermentacdo da salicina, hidrélise da esculina, atividade da pirazinamidase,

resisténcia a reativos intermediarios de oxigénio e invasao a células HEp-2.

e As linhagens de origem néo-clinica foram mais invasivas a células Caco-2 do
que as de origem clinica (p<0,05) o que sugere que o potencial patogénico
possivelmente ndo esta estritamente relacionado a fonte de isolamento ser de

origem clinica.

e Linhagens do biotipo 1A de Y. enterocolitica de origem clinica e nao-clinica,
nao diferiram estatisticamente quanto a prevaléncia dos genes de viruléncia
inv, ail, ystA, ystB, virk, myfA, fepA, fepD, fes, tccC e hreP (p > 0,05).

e Foi observada uma alta similaridade genémica entre a maioria das linhagens
isoladas de humanos e animais nas analises de ERIC-PCR e PFGE, o que
evidencia os animais como sendo importantes reservatérios de Yersinia

enterocolitica biotipo 1A;

e A alta similaridade genémica entre a maioria das linhagens do biotipo 1A de
origem clinica e nao-clinica, pelos dados de ERIC-PCR e PFGE, sugere que
isolados de alimentos e ambiente tem sido fonte de contaminacdo de

humanos e animais;

e As técnicas de ERIC-PCR e PFGE discriminaram similarmente linhagens do biotipo
1A de diversas origens, o que é evidenciado pelo indice de discriminagao (D);

e A metodologia de ERIC-PCR agrupou a maioria das linhagens em subgrupos
conforme a fonte de isolamento, visto que a maioria das linhagens de origem
clinica se agrupou em um mesmo subgrupo, bem como a maioria das

linhagens nao-clinicas em dois subgrupos respectivamente.

e A técnica de ERIC-PCR conseguiu separar em grupos distintos linhagens com
um possivel maior potencial patogénico, o que € evidenciado pela presenca
dos genes myfA, ystB e hreP exclusivamente nas linhagens do grupo B do

dendrograma.
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