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RESUMO

MARTINS, Bruna Torres Furtado, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
fevereiro de 2017. Rastreamento da contaminacao por Yersinia
enterocolitica na cadeia produtiva de carne suina. Orientador: Luis Augusto
Nero. Coorientador: Ricardo Seiti Yamatogi.

A carne suina € um dos produtos de origem animal mais consumido no mundo.
O Brasil tem destaque nesse cenario, ja que esta entre os principais paises
produtores de suinos e com grande potencial de exportagdo dos produtos
derivados da carne suina, além de um grande mercado interno para ser
explorado. A pesquisa de Yersinia enterocolitica € extremamente importante
nessa cadeia produtiva, por estar frequentemente associada a esses animais.
No homem, Y. enterocolitica causa uma gastroenterite denominada yersiniose,
que se caracteriza por diarreia aguda e febre (principalmente em criangas), dor
abdominal, linfadenite mesentérica aguda simulando apendicite, com
complicacbes em alguns casos como eritema nodoso, artrite pds-infecciosa e
infeccdo sistémica. O objetivo desse trabalho foi realizar o rastreamento da
contaminagao por Y. enterocolitica na cadeia produtiva de carne suina, assim
como caracterizar o potencial patogénico e perfil de resisténcia a
antimicrobianos dos isolados. Amostras das baias e de diferentes etapas do
abate de suinos e do processamento de carne suina (ambiente, carcagas,
tonsilas palatinas, linfonodos mesentéricos, utensilios, equipamentos e
produtos finais; n = 870) foram obtidas de duas granjas de criacédo de suinos
em fase de terminacdo e de um matadouro-frigorifico localizados na regido de
Vigosa, Minas Gerais, Brasil. As amostras foram submetidas a deteccao de Y.
enterocolitica conforme [ISO 10273:2003 e os isolados obtidos foram
submetidos a testes fenotipicos e moleculares para identificacdo e
sorotipagem. Os isolados identificados como Y. enterocolitica foram
submetidos a macro-restricdo com Xbal e eletroforese em gel de campo
pulsado (PFGE), a reagbes de PCR para deteccdo de genes associados a
patogenicidade, e caracterizados quanto ao seu perfil de resisténcia a 17
antimicrobianos, pela técnica do breakpoint e por PCR. Y. enterotocolitica foi
identificado em 8 amostras, sendo cinco de tonsilas palatinas, duas de
linfonodos mesentéricos e uma de carcacga suina apos a sangria, das quais
foram obtidos 16 isolados. Todos os isolados foram identificados como

pertencentes ao bio-sorotipo 4/0:3, envolvido em varios surtos de yersiniose
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pelo mundo. Considerando os perfis genéticos obtidos por PFGE, os isolados
apresentaram identidade entre 60% e 80%, demonstrando o alto grau de
indentidade, além de identificacdo de tonsilas palatinas como potencial fonte de
contaminagao. Varios genes de viruléncia relevantes para a patogenicidade de
Y. enterotocolitica foram detectados nos isolados. Todos os isolados
apresentaram altas frequéncias de resisténcia a antimicrobianos (15
substancias), além da presenca dos genes emrD, yfhD e marC, relacionados a
resisténcia multipla a antimicrobianos. Os isolados apresentaram sensibilidade
apenas a ciprofloxacina e kanamicina. Esse estudo demonstrou a importancia
dos suinos na disseminagao de Y. enterotocolitica na cadeia produtiva de carne
suina, ressaltando a importéncia do controle e monitoramento desse patégeno
nas etapas iniciais da producdo, que deve ser realizado com auxilio das
ferramentas disponiveis atualmente, para a garantia de um alimento in6cuo e

de qualidade.



ABSTRACT

MARTINS, Bruna Torres Furtado, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
February, 2017. Tracking of the contamination by Yersinia enterotocolitica
in the pork production chain. Advisor: Luis Augusto Nero. Co-advisor:
Ricardo Seiti Yamatogi.

Pork is the main animal origin protein consumed around the world, and Brazil is
one of the main world producer of swines, presenting a large potential for
exportation and consumption of pork products. Yersinia enterocolitica is a
relevant foodborne pathogen in pork products, once swines are reservoirs of
this pathogen and work as sources of contamination in slaughterhouses. Y.
enterocolitica is responsible for human yersiniosis, a gastroenteritis that causes
acute diarrhea and fever (especially in children), abdominal pain, acute
mesenteric lymphadenitis, mimicking appendicitis, with complications in some
cases as erythema nodosum, post-infectious arthritis and septicemia. This
study aimed the tracking of Y. enterocolitica contamination in the pork
production chain, and to characterize the pathogenic potential and antimicrobial
resistance profiles of isolates. Samples from different steps of pork production
(environment, carcasses, palatine tonsils, mesenteric lymph nodes, utensils,
equipment, and end products; n = 870) were obtained from two finishing pig
farms and one slaughterhouse located in Vigosa region, Minas Gerais, Brazil.
Samples were subjected to Y. enterocolitica detection according ISO
10273:2003, and the obtained isolates were subjected to phenotypical and
molecular analysis for identification and serotyping. Y. enterocolitica isolates
were subjected to Xbal macrorestriction and pulsed filed gel electrophoresis
(PFGE), PCR to detect virulence related genes, and to breakpoint and PCR to
characterize their antimicrobial resistance profiles against 17 substances. Y.
enterocolitica was isolated in 8 samples, specifically palatine tonsils (5),
mesenteric lymph nodes (2) and carcasses after bleeding (1), and 16 isolates
were obtained. All isolates were identified as belonging to bio-serotype 4/0:3,
associated to various yersiniosis cases and outbreaks around the world. PFGE
demonstrated 60 to 80% identify indexes among isolates, and alloed the
identification of palatine tonsils as relevant contamination sources in the pork
production chain. The isolates presented different virulence related genes,
demonstrating the pathogenic potential of Y. enterocolitica. All isolates

presented high frequencies of antimicrobial resistance (to 15 substances),
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despite the presence of emrD, yfhD and marC, related to multi-drug resistance.
Only ciprofloxacin and kanamicin were effective agains all isolates. The present
study demonstrated the relevance of swines in the distribuiton of Y.
enterocolitica in the pork production chain, highlighting the need for proper
control of contamination and tracking of this foodborne pathogen in the initial
steps of production, what must be conducted with the support for available tools

to assure the quality and safety of pork products.
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INTRODUGAO GERAL

A carne suina € o produto de origem animal mais consumido no mundo,
sendo o Brasil um dos principais produtores mundiais e com uma produgdo em
crescimento ininterrupto desde 2011. Embora seja uma importante fonte de
proteina animal para a alimentacdo humana, a carne suina e seus derivados estédo
frequentemente associados a casos e surtos de doengas relacionadas a patégenos
veiculados por alimentos. Esses produtos sdo susceptiveis a contaminagao por
diferentes agentes patogénicos em varias etapas da cadeia produtiva.

Entre os diferentes patdogenos que podem contaminar a carne suina,
Yersinia enterocolitica merece destaque, uma vez que suinos sao 0Os Seus
reservatorios naturais. Adicionalmente, Y. enterocolitica é apontado como um dos
principais agentes patogénicos causadores de gastroenterite aguda no mundo.
Entretanto, no Brasil ndo existem dados consistentes sobre a prevaléncia desse
patdégeno em suinos e como causador de enterites em humanos.

A patogenicidade de Y. enterocolitica é baseada em fatores de viruléncia de
adesao e invasao das células. Esse patdgeno tem tropismo por tecido linfoide e
infecta principalmente a porgdo final do intestino delgado, o ileo e regides
adjacentes, podendo atingir os linfonodos. Através do sistema linfatico, Y.
enterocolitica alcanga 6rgaos mais distantes como, por exemplo, figado e baco,
gerando complicacdes sistémicas. Doencgas gastrointestinais geralmente n&do sao
tratadas com antimicrobianos, com exce¢do do conhecido grupo de risco,
compreendido por idosos, criangas e pessoas imunodeprimidas. Y. enterocolitica
possui duas enzimas p-lactamases, A e B, que sao codificadas por genes
cromossomais que codificam produtos de resisténcia a determinados
medicamentos, sendo esta uma caracteristica variavel entre os diferentes sorotipos
do patogeno.

A determinacdo da presenca de Y. enterocolitica € fundamental para a
aplicacdo de medidas de controle. Dentro da cadeia de producdo suina, varias
etapas podem ser consideradas importantes. Existe a influéncia imposta pelo
modelo de criacdo, uma vez que os animais estdo confinados em contato direto
uns com os outros. Além disso, os portadores assintomaticos eliminam o patdégeno
pelas fezes, que infectam outros animais por via oral, localizando-se principalmente
nos linfonodos. Finalmente, o procedimento de abate dos animais inclui etapas que

possibilitam a contaminagdo das carcacgas por Y. enterocolitica. Nesse sentido, as
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etapas de evisceragao, desossa da cabecga, excisdo da lingua, faringe, incisdo do
linfonodo mandibular e, particularmente, as tonsilas, merecem destaque.

Assim, o controle e identificagdo dos pontos de contaminagéo por Y.
enterotocolitica ao longo da cadeia produtiva de carne suina é fundamental para
garantia da inocuidade desse produto e seus derivados, principalmente devido a
tendéncia crescente no consumo interno e exportagées. O presente estudo teve
como objetivo identificar os principais pontos de contaminagdo por Y.
enterotocolitica na cadeia produtiva de carne suina, assim como caracterizar os
principais fatores de patogenicidade e o padrao de resisténcia a antimicrobianos

dos isolados obtidos.



CAPITULO 1. Revisao bibliografica

Bruna Torres Furtado Martins



1. Monitoramento da contaminagao microbioldégica na cadeia produtiva de

alimentos

O monitoramento da contaminagdo microbiolégica ao longo da cadeia
produtiva dos alimentos é de fundamental importancia para identificar as fontes de
contaminagao e determinar medidas corretivas. Além da pesquisa de indicadores
de higiene, a pesquisa de patdégenos também €& fundamental para a garantia da
inocuidade microbioldégica dos alimentos, atendendo a exigéncias de seguranca
alimentar. Especificamente em relagdo a carne suina, a diversidade de
contaminantes microbiolégicos naturalmente presentes nos animais e nas
industrias de processamento determina que esse monitoramento seja realizado em
toda a cadeia produtiva.

A Unido Europeia enfrentou na década de 90, problemas relacionados a
alimentagao, como presenga de dioxina nos alimentos, azeites adulterados e o mal-
da-vaca-louca, reforcaram a necessidade de uma legislagdo mais rigorosa para
seguranca alimentar (EUROPEAN COMMISSION, 2004; ALLAIN ; CAMARGO,
2007). Dessa forma, foi desenvolvida uma lei mais abrangente e atualizada, que
dava mais atengao aos riscos associados a alimentos consumidos por humanos e
animais (EUROPEAN COMMISSION, 2004). Essa nova abordagem determinou
uma ampla reformulagdo nas diretrizes relacionadas a qualidade de alimentos,
resultando em uma legislagdo que € aplicada a produgao interna e a todo produto
importado pelos paises da Unido Europeia, que foi publicada em 2002 como
General Food Law (EUROPEAN COMMISSION, 2004).

Nesse sentido, a Comunidade Europeia passou a adotar um modelo de
garantia de qualidade e inocuidade de alimentos conhecido pela expressao “from
farm to fork” (em traducdo direta: “da fazenda ao garfo”), que considera o
monitoramento da produgdo de alimentos desde suas etapas iniciais até a ingestao
pelos consumidores, introduzindo o conceito de rastreabilidade além de contribuir
com a garantia da segurancga alimentar. Assim, toda a cadeia produtiva do alimento
€ avaliada quanto ao cumprimento das legislagdes vigentes e normas de qualidade
para garantia da inocuidade, além de informar aos consumidores sobre os
potenciais perigos e riscos inerentes aquele alimento e quais procedimentos devem
ser adotados para minimiza-los (EUROPEAN COMMISSION, 2004).

Segundo a European Commission (2004) existem quatro elementos

importantes nos procedimentos a serem considerados para garantia de inocuidade
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dos alimentos oferecidos a populagdo na Unido Europeia: 1) Regras sobre a
inocuidade dos alimentos e alimentagdo animal; 2) Pareceres cientificos e
acessiveis ao publico; 3) Medidas para cumprimento de regras e controle dos
processos; € 4) Reconhecimento do direito do consumidor em escolher os
alimentos a serem consumidos considerando sua origem e composi¢ao. Dessa
forma, produtores, processadores ou importadores devem assegurar que todos os
alimentos e seus componentes, assim como os destinados aos animais de
producdo, possam ser rastreados por meio da cadeia produtiva, do produtor ao
consumidor (EUROPEAN COMMISSION, 2004).

Considerando o conceito “from farm to fork”, € importante salientar que a
producdo de alimentos s6 ocorre se todos os elos da cadeia estiverem envolvidos,
ou seja, todas as etapas produtivas devem ser monitoradas pelas diversas
ferramentas disponiveis, a fim de permitir um controle adequado da contaminagao
para que o objetivo final de inocuidade seja atingido (KAFERSTEIN, 2003). Desta
maneira, na producado primaria devem ser tomadas as primeiras medidas para
minimizar a contaminacdo pelos possiveis patdogenos presentes na cadeia
produtiva da carne suina, formando-se a primeira linha de defesa necessaria para
prevenir e controlar os perigos de origem bioldgica, gerando, consequentemente,
uma matéria prima de melhor qualidade higiénico-sanitaria (KAFERSTEIN, 2003).

Os fatores de risco descritos e associados a perigos que envolvem a carne
suina sao diversos. Na Europa, séo relatados 35 perigos bioldgicos que podem ser
veiculados pela carne suina aos consumidores (FOSSE et al., 2008). Esses perigos
devem ser avaliados separadamente, ja que 0s micro-organismos possuem
caracteristicas peculiares, como condigdes de multiplicagdo e capacidade de
formagao de biofilmes, fatores que sao importantes para o desenvolvimento de
planos para detecgdo e controle (FOSSE et al., 2009). Dentre os perigos
bacterianos  conhecidos, Yersinia  enterocolitica, Salmonella  enterica,
Campylobacter spp. e Listeria monocytogenes sao considerados importantes
associados ao consumo de carne suina (FOSSE et al.,, 2008). Esses patdégenos
podem estar presentes sem o desenvolvimento da doencga e sinais clinicos nos
animais produtores, ndo sendo possivel a deteccdo desses agentes na inspegao
ante e post mortem. A contaminacdo dos produtos carneos pode acontecer pela
introdugdo de animais contaminados no frigorifico desde etapas iniciais da
producdo, nas granjas, através de fémites, além de contato com outros animais

infectados, alimentagdo, agua e ambiente. Adicionalmente, a contaminagdo pode
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acontecer durante o abate dos animais e processamento das carcacas, pelo
conteudo intestinal, tecidos contaminados, ambiente, utensilios e manipuladores
(FOSSE et al., 2009).

As empresas, consumidores e os 6rgaos de regulamentacao estdo sempre
em busca de padrdes e sistemas que garantam a qualidade na producéo animal e
na industria de alimentos (TRIENEKENS; ZUURBIER, 2008). Essas medidas
podem reduzir a presengca dos perigos veiculados por alimentos na cadeia
produtiva de carne suina e contribuir com a qualidade do produto final (FOSSE et
al., 2009). O modelo de inspecao sanitaria no Brasil esta baseado no controle dos
processos; sua filosofia € a utilizacdo da inspe¢ao continua e sistematica de tudo
que possa, de alguma forma, interferir na qualidade higiénico-sanitaria dos
produtos (BRASIL, 2005a). A Portaria 711, de 01 de novembro de 1995 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), busca padronizar e
contribuir com o desenvolvimento das fases operacionais de abate de suinos desde
a recepgado dos animais até a expedigdo de matéria-prima, regulamentando as
instalagdes, equipamentos, higiene e a racionalizacdo das atividades (BRASIL,
1995).

Além dessa legislacdo especifica para a cadeia produtiva de suinos
(BRASIL, 1995), o MAPA possui outros programas e ag¢des que visam
complementar e auxiliar as atividades convencionais de inspecdo em industrias de
alimentos. Assim, esses programas também possuem aplicacdao direta em
industrias que processam carne suina, auxiliando a obtengcdo de produtos finais
com qualidade e inocuidade. Os Programas de Autocontrole merecem destaque
nesse contexto, uma vez que conferem dinamismo a inspegao convencional em
uma industria de alimentos, enfatizando o controle sanitario e requisitos basicos
para a garantia da inocuidade dos produtos pela implantagdo de Programas de
Procedimentos Padréo de Higiene Operacional (PPHO), Programas de Analise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) e Boas Praticas de Fabricacao
(BPFs) (BRASIL, 2005a). Esses programas sao baseados na avaliacdo da
implantagédo e execugao dos Programas de Autocontrole da empresa inspecionada,
que possuem como base, a realizacado da inspecao continua e sistematica de todos
os fatores que, de alguma forma, possam inteferir na qualidade higiénico-sanitaria
dos produtos finais (BRASIL, 2005b).

O programa APPCC tem como objetivo principal, a eliminagdo ou redugao

dos perigos de todas as etapas da cadeia produtiva, sendo um sistema de analise
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que identifica perigos especificos e medidas preventivas para seu controle,
objetivando a inocuidade do alimento através de uma abordagem cientifica e
sistematica do processo (BRASIL,1998). O desenvolvimento desse programa
depende de etapas preliminares como, os programas de BPF e PPHO, que sao as
principais ferramentas utilizadas na atualidade para garantia da integridade,
inocuidade e qualidade dos produtos (BRASIL, 1998). As normas de BPF
consistem em uma abordagem ampla que cobre muitos aspectos operacionais da
planta e do pessoal aplicados em todo o fluxo de producdo (BRASIL, 1997). O
PPHO sao procedimentos descritos, desenvolvidos, monitorados e implantados no
estabelecimento industrial para a criagdo de uma rotina de higienizagdo que possa
evitar a contaminacéo direta ou cruzada e a adulteragcdo do produto por meio das
superficies dos equipamentos, utensilios, instrumentos de processo e
manipuladores (BRASIL, 1998).

Todos esses programas sao amplamente utilizados em grandes industrias
processadoras de carne suina no Brasil, visando a obtencao de produtos finais com
qualidade e inocuidade, e atendendo as exigéncias dos consumidores e demandas

de paises importadores.

2. Suinocultura, abate e processamento

A producdo de carne suina mundial passou por um desenvolvimento
relevante nos ultimos anos; de 78,2 milhdes de toneladas em 1995 para 111,7
milhdes de toneladas em 2012. A Asia é o continente que mais produz, com
55,16% do total, sendo a China o pais de destaque, seguido da Europa com 24,7%
e América com 18,2% (ABCS, 2014a).

De acordo com dados do United States Department of Agriculture (USDA), a
carne suina € a principal fonte de proteina de origem animal para consumo humano
(USDA, 2014). Nos ultimos 40 anos, o consumo de carne suina por habitante no
mundo aumentou de 9,2 kg para 15,5 kg, representando média de crescimento de
1,52% ao ano, com previsdo de manutencado desse ritmo até pelo menos 2020
(ABCS, 2014a).

A carne suina possui varios aspectos estrutrais que facilitam a sua
transformacdo em demais produtos de grande aceitagcdo pelo mercado, como os
embutidos carneos, o que contribui para o consumo em larga escala dessa

proteina (OLIVO, 2006). Dentre os grandes consumidores de carne suina no
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mundo, a Dinamarca € o principal pais, cuja média anual chega a 73 kg per capita;
a Espanha vem logo em seguida, com 67 kg per capita e Hong Kong esta na
terceira posigao, com 66 kg per capita (ABCS, 2014a). Em 2015, o consumo de
carne suina no Brasil foi de 14,15 kg per capita, inferior ao consumo de carne de
aves e bovinos (PORK CHECKOFF, 2015). Em julho de 2015, a Associagao
Brasileira dos Criadores de Suinos comegou um programa de estimulo ao consumo
de carne suina no mercado interno brasileiro, trabalhando todo o potencial e
versatilidade da carne suina (ABCS, 2014b).

Atualmente, o maior exportador mundial de carne suina sao os Estados
Unidos, seguido pela Unido Europeia, Canada e Brasil, sendo este ultimo
responsavel por 8% do comércio mundial, posicdo que conquistou apds 0 acesso
ao mercado russo em 2001 (ABCS, 2014a). A Russia é o principal pais importador
de carne suina brasileira: no 4° trimestre de 2014, a sua participacao foi de 50,9%
do volume total. Ainda, o Brasil exporta carne suina para Hong Kong (14,1%),
Angola (9,2%), Cingapura (5,8%) e Uruguai (4,1%) (IBGE, 2015). O Brasil exportou
no segundo trimestre de 2016, um volume de 161.463.710 kg de carne suina in
natura, com um faturamento de 326,44 milhdes de dolares (IBGE, 2016). Neste
mesmo periodo, um total de 10,46 milhdes de cabecgas de suinos foram abatidas
no Brasil, representando um aumento de 3,9% em relacéo ao trimestre anterior, e
aumento de 8,0% em comparagao com o mesmo periodo de 2015 (IBGE, 2016).
De acordo com o IBGE (2014), o rebanho brasileiro de suinos em 2014 era de
37,93 milhdes de cabecgas, o que representa um aumento de 3,2% em relagao ao
registrado em 2013. Quase metade do numero total de suinos (49,3%) encontrava-
se na regiao Sul, seguida pelas regides Sudeste (18,5%), Nordeste (14,9%),
Centro-Oeste (13,8%) e Norte (3,4%): em todos os estados brasileiros 0os animais
sédo criados predominantemente em regime de confinamento (IBGE, 2015). O
modelo de criacdo adotado pelo produtor € um fator importante na determinacao da
presenga de patégenos na cadeia produtiva (LAUKKANEN et al., 2008).

O sistema de criacdo intensiva é considerado como o principal fator
responsavel pelo aumento da produtividade na suinocultura nos ultimos anos
(D’SILVA, 2000). Nesse sistema, os animais sao confinados em todas as fases de
producado, sendo que os tipos de produgdo podem ser divididos em sistemas de
ciclo completo e sistemas com multiplos locais (AMARAL et al., 2006). Nos
sistemas de ciclo completo, as propriedades detém todo o processo de producao,

desde a recepgao do material genético até a entrega dos suinos em idade de abate
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para os frigorificos, como ocorre tipicamente no estado de Minas Gerais. Nos
sistemas de multiplos locais, existem basicamente duas propriedades envolvidas: a
Unidade Produtora de Leitdes (UPL) e a Unidades de Terminagdo, modelo
predominante na regidao Sul do Brasil (AMARAL et al., 2006).

O confinamento possui alguns pontos que podem ser considerados
negativos, principalmente os relacionados ao bem-estar animal, comportamento,
poluicdo ambiental e disseminagdo de patogenos (D’SILVA, 2000). O uso de
bebedouros e comedouros coletivos, presenca de fezes, contato entre os animais e
lotacdo das baias tem grande influéncia sobre a disseminagdo de micro-
organismos entre os animais (LAUKKANEN et al., 2008). Todos esses aspectos
possuem interferéncia direta sobre a qualidade e inocuidade dos produtos finais
que sao produzidos a partir da carne suina.

No passado, a qualidade da carne era determinada subjetivamente por
atributos sensoriais (PELOSO, 1999). Atualmente, a qualidade da carne pode ser
avaliada sob outras caracteristicas: composi¢ao quimica, estrutura morfolégica,
propriedades fisicas e quimicas, qualidades bioquimicas, contaminacao
microbiana, propriedades sensoriais, valor nutritivo, propriedades tecnoldgicas para
o processamento, qualidades higiénicas e propriedades culinarias (PELOSO,
1999). As carnes in natura possuem nivel de contaminagdo natural, mas podem
veicular micro-organismos patogénicos para humanos (CARDENAS et al., 2008;
CHOI et al., 2013).

Assim, as industrias que processam carne suina e seus derivados tem
apresentado uma preocupacao crescente em oferecer aos consumidores, produtos
que atendam as demandas de qualidade e inocuidade. A produgdo e o
beneficiamento da carne suina passam por um processo de adaptagcdo as
exigéncias do mercado consumidor, com aplicagdo de ferramentas que garantam a
inocuidade alimentar, restricdo ao uso de antimicrobianos, protecdo ambiental e
conceitos de bem estar animal (AMARAL et al., 2006). Especificamente, em
relacdo a micro-organismos patogénicos, produtos suinos sado frequentemente
associados a Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum e
Yersinia enterocolitica (OLIVEIRA et al., 2002; PIGATTO; BARROS, 2003;
DAMME, VAN et al., 2015).

A qualidade da carne suina esta diretamente relacionada a sua inocuidade,
uma vez que 0S micro-organismos sao 0s principais responsaveis pela deterioragao

do alimento, infecgbes e intoxicagdes alimentares (MELLO JUNIOR, 2004). Estes
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micro-organismos estdo presentes em todos os ambientes, inclusive no proéprio
animal, e desta forma é de grande importancia a redugdo da carga microbiana
durante todo o processo de abate (MELLO JUNIOR, 2004). O abate de suinos
(Figura 1) é um procedimento onde existem varias oportunidades para a
contaminagao das carcagas por micro-organismos patogénicos, e alguns pontos
representam elevado risco, ndo havendo nenhuma etapa que elimine totalmente
esses perigos microbiologicos (BORCH et al., 1996). Desta forma, os matadouros
frigorificos devem buscar constantemente aperfeicoar seus procedimentos de
abate e processamento para garantir a inocuidade da carne suina (BORCH et al.,
1996).
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Figura 1. Fluxograma simplificado do abate de suinos.
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Os proéprios animais sao considerados como importantes fontes de contaminacao
durante o abate, devido a eventuais contatos com fezes, faringe, lingua e tonsilas,
que representam também fontes de contaminacdo para o ambiente de
processamento (FONDREVEZ et al., 2010). A disseminagdo dos micro-organismos
ocorre pela superficie das carcacgas; assim, as boas praticas de higiene e limpeza
de equipamentos nos abatedouros tem grande influéncia no nivel de contaminagao
(BONARDI et al., 2013).

O processo de escaldagem, realizado apds a sangria do animal (Figura 1),

deve ser realizado em temperatura de, aproximadamente, 72 °C, para facilitar a
remocao dos foliculos pilosos nos estagios subsequentes (BOLTON et al., 2013).
Varios suinos sdo escaldados no mesmo tanque e a agua pode estar contaminada
pelas fezes, conteudo intestinal e sangue (BOLTON et al.,, 2013). Caso a
temperatura permanega abaixo do recomendado, ou a quantidade de matéria
organica esteja muito alta, o risco de sobrevivéncia de micro-organismos nessa
etapa transforma a escaldagem em um ponto critico, devido a possibilidade de
contaminacgao cruzada (SIMONSEN, 1987; BOLTON et al., 2013). De acordo com a
legislagao brasileira, a temperatura da agua no tanque de escaldagem deve estar
entre 62 °C e 72 °C, dependendo da pelagem do animal, e o tempo do
procedimento deve ser entre 2 e 5 minutos (BRASIL, 1995).
ApOs a escaldagem, outra etapa critica € a retirada das cerdas (depilacédo), que é
realizada em um equipamento especializado com “dedos” giratorios. Nessa etapa
pode acontecer a compressao do anus mecanicamente pelo equipamento e
liberacdo de fezes (BORCH et al., 1996). Em seguida, a etapa de chamuscamento
tem como objetivo principal a retirada das cerdas restantes, além da reducéo da
contaminagcao superficial das carcacas; entretanto, eventuais micro-organismos
presentes em regides mais profundas, como foliculos pilosos e orificio auricular,
podem sobreviver (MORGAN et al., 1987).

A evisceragao € considerada a etapa de maior risco pela possiblidade de
disseminagao de conteudo das visceras abdominais sobre a carcaga, demandando
extremo cuidado no procedimento para evitar rupturas de algas intestinais (BORCH
et al., 1996; DICKSON et al., 2002). Berends et al. (1997) consideram que 90% da
contaminagao microbiolégica em carcagas de suinos esta relacionada a falhas no
procedimento de evisceragéo.

Entretanto, outras etapas do processamento de carne suina, além do abate,

podem determinar contaminagdo microbiolégica nos produtos finais, como
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refrigeracao, corte, desossa, contato com superficies contaminadas, agua, ar, mao
de manipuladores, utensilios e equipamentos (BERENDS et al., 1998; CHOI et al.,
2013). Assim, as condigdes higiénicas nas quais a matéria-prima é submetida
influenciam diretamente a qualidade microbiolégica dos produtos finais (CHOI et
al., 2013).

O Regulamento (CE) n.° 853/2004 do Parlamento Europeu estabelece
regras especificas relativas a higiene dos alimentos de origem animal. Esse
regulamento determina que carcagas animais, incluindo suinos, ndo devem
apresentar qualquer contaminagao fecal visivel e, que qualquer contaminagao que
possa ser vista a olhos nus deve ser retirada imediatamente por cortes e descarte
por pessoal treinado ou meios alternativos de efeito equivalente (LINDBLAD;
BERKING, 2013). Adicionalmente, esse regulamento estabelece que apenas agua
potavel deve ser utilizada para a remocgao da contaminacgao superficial em carcacas
animais, exceto por substancias sanitizantes previamente aprovadas para
diferentes animais (LINDBLAD; BERKING, 2013). Atualmente, ndo existem
substancias sanitizantes permitidas na Unido Europeia para esse tipo de
higienizacao de carcagas de suinos (BELLUCO et al., 2015).

Fosse et al., (2009) relataram que a utilizagdo de boas praticas de higiene e
biosseguranga nas granjas produtoras de suinos pode contribuir com a diminuigéo
da pressdo de contaminagcdo nos abatedouros. Além disso, ja existem varias
ferramentas modernas de gerenciamento e higiene voltados para a qualidade, que
podem contribuir, significativamente, para que os produtos finais tenham maior

valor agregado e baixo risco para os consumidores (LAUKKANEN et al., 2008).

3. Yersinia enterocolitica

Em relagdo aos micro-organismos patogénicos frequentemente associados a
carne suina, Y. enterocolitica possui grande destaque (DAMME, VAN et al., 2015).
O género Yersinia é composto por bactérias gram negativas, e apresenta
atualmente, 14 espécies (HURST et al., 2011), das quais trés sao patogénicas para
seres humanos: Y. pestis, Y. pseudotuberculosis e Y. enterocolitica (BIBEL; CHEN,
1976; BOTTONE, 1999; DUAN et al., 2014).

Y. enterocolitica foi inicialmente descrita em 1939 como um agente
bacteriano causador de enterocolites, com caracteristicas semelhantes a de um

isolado obtido de um abscesso facial de um trabalhador rural nos Estados Unidos,
12



obtido em 1934: apds testes bioquimicos, foi constatado que tratava-se do mesmo
agente patogénico, que ainda n&o havia sido descrito. Assim, esse agente
patogénico foi inicialmente denominado como Bacterium enterocoliticum, e em
seguida Y. enterocolitica (BOTTONE, 1999).

Y. enterocolitica € um micro-organismo cosmopolita, mdvel devido a
presenga de flagelos peritriquios a 25 °C e imovel quando cultivado a 37 °C, que
causa gastroenterite em humanos associada ao consumo de produtos crus e
proessados (BOTTONE, 2015). Esse patdégeno pode ser classificado em seis
diferentes biotipos, com caracteristicas heterogéneas e definidos como 1A, 1B, 2,
3, 4 e 5. O biotipo 1B é considerado altamente patogénico, enquanto os biotipos 2
a 5 possuem patogenicidade baixa a moderada (BHAGAT; VIRDI, 2011). A maioria
das cepas envolvidas em casos de doengas em humanos sao classificadas nos
biotipos considerados patogénicos (BOTTONE, 2015). O biotipo 1A era descrito
como né&o-patogénico, mas estudos demostraram potencial patogénico nessas
cepas, inclusive isolados de casos clinicos em humanos (BISSETT et al., 1990;
RAMAMURTHY et al., 1997; BHAGAT; VIRDI, 2007).

Adicionalmente, os isolados identificados como Y. enterocolitica podem ser
classificados sorologicamente considerando caracteristicas do lipopolissacarideo
da membrana (ALEKSIC et al., 1986; SKURNIK; TOIVONEN, 2011) o que permite
a definicdo de mais de 70 sorotipos (WAUTERS et al.,, 1991). Atualmente os
principais sorotipos patogénicos descritos sdo O:1, 2, 3; 0:2,3; 0:3; 0:8; 0:9;
0:4,32; 0:5,27; 0:13A,13b; 0:18; 0:20; e 0:21 (DRUMMOND et al., 2012). Os
sorotipos 0:3, 0:5,27, O:8 e 0:9 sdo os mais relacionados com doengas em
humanos (FALCAO; FALCAO, 2006b). Assim, o potencial patogénico de Y.
enterocolitica deve ser baseado tanto na classificagdo de biotipo como na
classificagao de sorotipos (BOTTONE, 2015).

Apesar de estar amplamente distribuida no mundo, na agua e em varios
animais, estudos evidenciaram que o suino é o principal reservatério de cepas
patogénicas de Y. enterocolitica para humanos (ANDERSEN, 1988;
FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2007; EFSA, 2009; DAMME, VAN et al., 2010;
POLJAK et al., 2010; DRUMMOND et al., 2012; CAMPIONI; FALCAO, 2014;
FONDREVEZ et al., 2014; SCHNEEBERGER et al., 2015). A enterocolite causada
por Y. enterocolitica é denominada yersiniose, uma doenga gastrointestinal
adquirida pela via feco-oral por meio de alimentos e agua contaminados,

especialmente carne suina e seus derivados (GUPTA et al., 2015). A deteccao
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desse patdégeno em alimentos e a criacao de medidas de inocuidade alimentar para
minimizar a infeccdo humana sao de extremo interesse, devido ao fato de ser um
micro-organismo psicrotrofico, com capacidade de se desenvolver em alimentos
crus e cozidos em temperatura de refrigeracdo (DRUMMOND et al.,, 2012;
FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2012).

Andersen (1988) destaca a importancia das fezes na transmissao de cepas

patogénicas de Y. enterocolitica para carcagas de suinos devido a manipulagao
inadequada durante o abate e ruptura de alcas intestinais. A presenca inicial de Y.
enterocolitica nas tonsilas palatinas e fezes também pode contribuir com a
contaminagdo dos alimentos, devido a divisdo da cabega junto com a carcaga,
incisdo de linfonodos craniais e lingua (DAMME, VAN et al., 2015). Y. enterocolitica
pode permanecer viavel em aglomerados linfaticos do intestino delgado, que
usualmente sao utilizados para a produgdo de derivados embutidos. Essas
caracteristicas evidenciam a importancia das etapas de processamento da carne
suina como potenciais fontes de contaminac&o. (NESBAKKEN, 2013).
Em 2007, yersiniose foi a terceira zoonose mais relatada em humanos na Uniao
Europeia, pelo terceiro ano consecutivo, com um total de 8.792 casos confirmados,
dos quais foi possivel isolar Y. enterocolitica em 93,8% (EFSA, 2009). Em 2012, 92
surtos foram associados a Y. enterocolitica em 12 paises membros da Unido
Europeia, o que representou 1,7% do total de surtos relatados (EFSA, 2014).

Na Noruega, em 2006, foi relatado um surto envolvendo Y. enterocolitica
0:9, provavelmente veiculado por produto elaborado a partir de carne suina
(GRAHEK-OGDEN et al., 2007). Outro surto foi relatado em 2014, em uma base
militar ao norte da Noruega, com envolvimento de vegetais (alface e repolho roxo)
como fontes potenciais do patégeno (MACDONALD et al., 2016). Y. enterocolitica
nao é associado frequentemente a surtos descritos nos Estados Unidos; entretanto,
no FoodNet ha a descricdo de 1.903 casos ocorridos no pais entre 1996 e 2007,
com isolamento de Y. enterotocolitica em 92% dos mesmos (LONG, 2010). A
quantidade de surtos causados por Y. enterocolitica no Japao € muito pequena,
com relato de quatro surtos entre 2012 e 2013, com confirmagdo do agente
patogénico em dois desses surtos (Y. enterocolitica O:8) (KONISH, 2016).

Os casos de yersiniose registrados em todo o mundo sao subestimados,
porque nao sao realizadas pesquisas em busca do patdégeno na rotina e também
pela dificuldade de deteccdo nos alimentos supostamente envolvidos. A

heterogeneidade entre as cepas de Y. enterocolitica e a similaridade dessas com
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outras enterobactérias dificultam o desenvolvimento de protocolos adequados para
o rastreamento (GUPTA et al., 2015).

No Brasil ndo s&o relatados, com frequéncia, casos de yersiniose humana,
uma vez que esse patdégeno € pouco estudado no pais, o que dificulta o
estabelecimento preciso de seu envolvimento como causador de doengas em
animais e humanos, além dos seus impactos na inocuidade dos alimentos
(FALCAO et al, 2006a). A doenga tem grande variedade de caracteristicas
clinicas, podendo resultar em infec¢gdes agudas e/ou complicagbes autoimunes,
sendo assim de dificil diagndstico. Devido a todos esses fatores deve-se pensar no
desenvolvimento de técnicas eficientes para identificagdo e rastreamento,
principalmente no Brasil, onde Y. enterocolitica ainda & pouco conhecida e
caracterizada (FALCAO; FALCAO, 2006b).

3.1. Patogenicidade de Yersinia enterocolitica

O potencial patogénico de Y. enterocolitica é essencialmente determinado
pelos fatores de viruléncia localizados em seu cromossomo e também em um
plasmideo de viruléncia de 70 kb, designado pYV, presente apenas em estirpes
virulentas (FABREGA; VILA, 2012). Genes localizados no cromossomo s&o
associados com identificacdo e viruléncia, como por exemplo, inv e ail. Genes
localizados no plasmideo pYV estdo relacionados com viruléncia e utilizados em
estudos como alvos para detectar cepas patogénicas de Y. enterocolitica
(FREDRIKSSON-AHOMAA; KORKEALA, 2003).

O lipolissacarideo (LPS), uma endotoxina, € o componente principal da
membrana externa de bactérias gram negativas (SKURNIK; TOIVONEN, 2011).
Essa estrutura é composta por: 1) um lipideo, ancorado na membrana e esta
associado a toxicidade, 2) o nucleo, incluindo tanto porgdes interior e exterior
(principalmente agucares), e 3) o antigeno O na cadeia de polissacarideo,
componente externo associado com propriedades antigénicas. O LPS pode
estimular a viruléncia por aumentar a hidrofobicidade e, dessa maneira, facilitar a
passagem da bactéria através do muco que reveste o epitélio intestinal (FABREGA;
VILA, 2012). Os genes responsaveis pela biossintese das trés estruturas do LPS
geralmente estdo localizados em operons situados em diferentes partes do
cromossomo bacteriano (SKURNIK; TOIVONEN, 2011). No estudo realizado por

Skurnik e Bengoechea (2003) foi demonstrada a importancia do LPS na viruléncia
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de Y. enterocolitica através da infeccao de camundongos com cepas mutantes, que
nao foram capazes de colonizar as Placas de Peyer com a mesma eficiéncia que
cepas selvagens.

Dentre os fatores de viruléncia, a presenca de fimbrias codificada pelo gene
myf (mucoide Yersinia fibrillae) merece destaque. A sintese das fimbrias é induzida
a 25 °C, e desempenham a func¢ao de auxiliar na aderéncia da bactéria ao epitélio.
As fimbrias sdo expressas na superficie bacteriana, o que confere as colénias um
aspecto mucoide (FALCAO; FALCAO, 2006b). Y. enterocolitica perde a capacidade
de produzir fimbrias a 37 °C, o que determina bloqueio de sua mobilidade
(KAPATRAL et al.,, 1996). O operon onde esta inserido o myf é um Jlocus
cromossOmico que tem sido relatado como responsavel pela codificacdo de varios
genes (CARNIEL, 2001). No entanto, sua funcdo bioldgica, patogenicidade e
imunidade ainda sdo pouco conhecida (IRIARTE et al., 1993; YANG et al., 1996).
Estudos mais recentes demonstraram que as fimbrias codificadas por esse gene
tem capacidade imunogéncia no inicio da doenga principalmente em criangas
(RASTAWICKI; GIERCZYNSKI, 2009).

A invasina codificada pelo gene inv é altamente conservada no cromossomo
de Y. enterocolitica e modula a ligagdo na célula hospedeira (DRUMMOND et al.,
2012). O gene inv esta presente no cromossomo de todas as cepas de Y.
enterocolitica, mas € expresso apenas em sorovariedades patogénicas, o que
remete ao fato da invasina desempenhar papel importante na viruléncia (PIERSON;
FALKOW, 1990; CARNIEL, 2001). A proteina de membrana externa, codificada
pelo ail, esta altamente correlacionada com a viruléncia; esse gene € encontrado
apenas em cepas patogénicas de Y. enterocolitica e esta envolvido na adeséao e
invasdo de células de tecidos especificos, bem como na sobrevivéncia contra os
efeitos bactericidas do soro (PIERSON; FALKOW, 1993; FALCAO; FALCAO,
2006b; BOTTONE, 2015).

As cepas patogénicas de Y. enterocolitica possuem o plasmideo pYV, cuja
funcdo é a producao da invasina YadA e outras proteinas denominadas Yops
(Yersinia outerproteins) (FALCAO; FALCAO, 2006b). YadA tem sido relatada como
a mais importante na adesao e fixacao, sendo entdo responsavel pelo inicio da
doenga, permanéncia no tecido infectado e replicacdo nas placas de Peyer,
interferindo assim na resposta imune (PEPE; MILLER, 1993; PEPE et al., 1995;
DRUMMOND et al., 2012). A secregado das proteinas Yops ocorre por meio da

maquinaria de Secrecao do Tipo Ill. As Yops causam inibicdo da fagocitose nos
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macrofagos, do burst respiratorio, da produgdo de citocina pro-inflamatoria e da
apoptose (CORNELIS, 2002). Ja em leucdcitos polimorfonucleares, Yops séao
responsaveis pela resisténcia a fagocitose e morte pelos peptideos antimicrobianos
(CORNELIS, 2002). A citotoxicidade e a alteracdo da resposta a liberacdo da
citocinas sdo consequéncias da acao de Yops em células epiteliais (CORNELIS,
2002).

O gene ystA so foi encontrado em cepas patogénicas de Y. enterocolitica
(FALCAO; FALCAO, 2006b). Os genes ystA e ystB codificam uma enterotoxina
termoestavel, que ainda n&o possui uma associagdo direta com a enfermidade
determinada por Y. enterocolitica: essa toxina ainda nao foi detectada em modelos
experimentais de infeccdo e algumas cepas possuem esses genes mas hao
produzem a enterotoxina, como por exemplo isolados nao-clinicos (RAMAMURTHY
et al., 1997; FABREGA; VILA, 2012; BOTTONE, 2015).

Outro conjunto de genes de viruléncia € denominado de ilha de alta
patogenicidade (HPI). Essa regido cromossOmica € a parte que codifica a
maquinaria secretora do tipo lll, usada por bactérias gram negativas para translocar
proteinas bacterianas no citoplasma da célula hospedeira (FALCAO; FALCAO,
2006b). A maioria dos genes localizados nesta ilha estdo envolvidos na
biossintese, transporte e regulacdo do sideréforo yersiniabactin, considerado uma
ilha de captura de ferro, contribuindo para a sobrevivéncia de Y. enterocolitica. HPI
€ composta por um locus que possui 11 genes organizados em quatro operons
(fyuA, IRP2, ybtA e ybtP), que podem ser divididos em trés grupos funcionais:
biossintese de yersiniabactin, transporte para dentro da célula bacteriana (receptor
de membrana externa e transportadores) e regulacdo (CARNIEL et al., 1999;
DRUMMOND et al., 2012).

Os genes fepA e fepD sao responsaveis pela captura e utilizacdo de ferro,
componente importante para a multiplicacdo de Y enterocolitica. Alguns genes
estdo presentes nas cepas mais virulentas de Y enterocolitica, que sao as que
possuem o plasmideo pYV, codificam os genes yop e realizam a sintese de um
conjunto de proteinas responsaveis pela montagem e funcionamento do sistema de
secrecao tipo lll. O gene virF é o principal regulador da expressao desses genes
transccionais (PLATT-SAMORAJ et al.,, 2006; FREDRIKSSON-AHOMAA et al.,
2007; FRAZAO; FALCAO, 2015).

O modelo de patogénese proposto para Y. enterocolitica (Figura 2) sofre

grande influéncia da temperatura em condigbes abaixo de 28 °C e sob condig¢des
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acidas, a 37 °C, é capaz de produzir invasina (BOTTONE, 2015). O processo de
patogénese é iniciado pela ingestdo de alimentos ou agua contaminados, com a
adesao bacteriana e translocagao através da barreira do epitélio intestinal pelas
células M sobrepostas dos foliculos linféides (placas de Peyer) da porcao distal do
intestino (ileo terminal e célon proximal). Apos atravessar a membrana basal e a
ldmina proépria, Y. enterocolitica € capaz de se replicar no espago extracelular e
formar agregados monoclonais de bactérias, formando microabscessos que podem
causar a destruicdo das placas de Peyer (FABREGA; VILA, 2012; BOTTONE,
2015).

Submucosa

Vasos linfaticos

Q Macrofago na submucosa @ CélulaMm

‘% Céluladentritica @ Microcoldnias

PP — Placas de Peyer

LM - Linfonodo mesentérico

Figura 2. Modelo da patogénese de Y. enterocolitica. (1) Y. enterocolitica interage com
células epiteliais e chegam a submucosa (2) Na submucosa os macréfagos fagocitam o
patégeno e quando entram no sistema linfatico atingem assim o LM. (3) Outra rota &
quando as bactérias sao englobadas pelas células M. (4) Quando estdo nas placas de PP
podem ser formadas microcolbnias e inicia-se a replicagao. (5) Na ultima etapa, as células
bacterianas estdo no LM e também podem formar microcolbénias e se replicarem. Fonte:
FABREGA,; VILA, 2012.

A infecgao causada por Y. enterocolitica atinge o trato gastrointestinal que

resulta em uma enterite aguda que pode estar acompanhada de febre e inflamagéao
18



no intestino (BHAGAT; VIRDI, 2011; BOTTONE, 2015). A diarreia € aquosa,
geralmente sem sangue. O periodo de incubagdo depois da ingestdo de Y.
enterocolitica varia entre 1 e 11 dias (BOTTONE, 2015). A sindrome, geralmente
apresentada em criangas acima de cinco anos e adolescentes, é conhecida como
pseudoapendicite, que € uma dor e sensibilidade no quadrante inferior direito do
abdémen, causada pela inflamacao do ileo terminal e da linfadenite mesentérica
(FALCAO; FALCAO, 2006b; BOTTONE, 2015). Algumas complicacdes devido &
disseminagao via corrente sanguinea da bactéria para o figado e bago podem
acontecer, por exemplo, eritema nodoso, artrite séptica, abscessos, entre outras
(FABREGA; VILA, 2012; BOTTONE, 2015).

3.2. Yersinia enterocolitica versus resisténcia a antimicrobianos

Devido a variagdes nas populagbes bacterianas, alguns micro-organismos
podem adquirir em seu material genético, mutagbes que os tornam resistentes aos
antibidticos. Além disso, existe a possibilidade de transferéncia dessas
caracteristicas através de plasmideos entre as populacdes (LANDERS et al.,
2012). A transferéncia de resisténcia entre as bactérias se intensificou
grandiosamente com o uso regular de antimicrobianos como promotores de
crescimento, controle, prevengao ou tratamento de doengas na pecuaria moderna
(JAMALI et al., 2014; BOECKEL et al., 2015). O uso indiscriminado dos agentes
antimicrobianos para o tratamento de infec¢des bacterianas na medicina humana e
veterinaria € um grande risco para a populagdo mundial (SIMONOVA et al., 2008).

O uso de antimicrobianos em animais de producdo nos Estados Unidos é
estimado em cerca de 80% do consumo total de antimicrobianos nesse pais
anualmente e uma fracdo importante também é utilizada para o tratamento de
infeccbes e procedimentos em humanos (FDA, 2014). O consumo mundial de
antimicrobianos na produgdo de alimentos de origem animal foi estimado em
63.151 (£ 1.560) toneladas em 2010 e tem previsdo de aumentar em 67%, para
105.596 (£ 3.605) toneladas, em 2030. Os cinco paises que mais utilizaram
antimicrobianos na producéo de alimentos de origem animal em 2010 foram China
(23%), Estados Unidos (13%), Brasil (9%), india (3%) e Alemanha (3%) (BOECKEL
et al., 2015). Os suinos se destacam na meédia de consumo de antibiéticos por
unidade da populagao corrigida (UPC) com 172 mg/UPC, ficando a frente do frango

(148 mg/UPC) e de bovinos (45 mg/UPC) (BOECKEL et al., 2015).
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Apesar da grande maioria das infec¢gdes gastrointestinais serem auto-limitantes e
restritas ao TGI, os pacientes inseridos em grupos de risco ou que apresentam
septicemia necessitam de tratamento (FABREGA,; VILA, 2012; BOTTONE, 2015).
Y. enterocolitica é usualmente susceptivel a aminoglicosideos, cloranfenicol,
tetraciclinas, cefalosporinas de terceira geragao e fluorquinolonas, mas resistente a
penicilina, ampicilina e cefalosporinas de primeira geracdo (PHAM et al., 2000;
FABREGA; VILA, 2012). Esse patégeno possui resisténcia intrinseca a ampicilina,
amoxicilina-clavulanato, ticarcilina e as cefalosporinas de primeira geragao,
caracteristica inata da espécie que auxilia no reconhecimento de fendtipos, e
permite o direcionamento de testes para verificagao da susceptibilidade acumulada
a antibidticos (CLSI 2012; CLSI, 2014).

A resisténcia de Y. enterocolitica a antimicrobianos esta relacionada a duas
lactamases codificadas por genes localizados no cromossomo, conhecidas como [3-
lactamases A e B (PHAM et al., 2000; FALCAO; FALCAO, 2006b). Cepas de Y.
enterocolitica dos biotipos 2, 4 e 5 possuem 0s genes para as (-lactamases, sendo
a expressao de genes reguladores diferentes entre os biotipos 2 e 5 (STOCK et
al., 1999). O exame de sequéncia genémica de Y. enterocolitica 8081 revelou que
as B-lactamases sao codificadas por duas ORF’s, YE2019 e YE2440, sendo essas
fases de leitura abertas denominadas BlaA e BlaB, respectivamente (BENT;
YOUNG, 2010). A diferenca na atividade destas duas enzimas determina o nivel e
espectro de resisténcia da cepa: blaA codifica proteinas envolvidas na resisténcia a
penicilinas e cefalosporinas enquanto blaB esta ligada principalmente a
cefalosporinas (FABREGA; VILA, 2012). Além disso, observou-se que culturas de
Y. enterocolitica expostas a concentragdes sub-inibitdrias do imipenem no meio de
cultura, apresentaram blaA e blaB em maior quantidade, confirmando que a
producdo dessas enzimas € indutivel, sujeita a um controle regulatério, e reduz a
susceptibilidade do patégeno a uma variedade de antibidticos p-lactamicos (BENT;
YOUNG, 2010).

Falcao e Falcao, (2006b) relataram que cepas de Y. enterocolitica obtidas
de diferentes amostras (fezes de casos clinicos em humanos, animais, meio
ambiente e alimento) apresentaram resisténcia, pelo menos, a ampicilina e
cefalotina. Na rotina médica, o uso de cefalosporinas de amplo espectro
frequentemente é feita em combinagdo com aminoglicosideos para o tratamento de
pacientes com infeccbes extraintestinais, como em casos de septicemia

(BOTTONE, 1997).
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Os procedimentos terapéuticos na medicina humana e veterinaria devem ser
orientados por investigacbes de perfil de sensibilidade e resisténcia a
antimicrobianos (BAU et al., 2001). O uso adequado de antimicrobianos para
animais destinados ao consumo humano preservara a utilizagdo desses
medicamentos em longo prazo, contribuindo com a saude e bem-estar animal, e
limitando a pressédo de selegdo de cepas resistentes (LATHERS, 2001). Nesse
sentido, a caracterizacédo do perfil de resisténcia a antimicrobianos por isolados de

Y. enterocolitica € fundamental para o tratamento adequado de yersinioses.

3.3. Detecgao e caracterizacao de Yersinia enterocolitica

As doencas de origem alimentar geram grandes impactos em saude publica,
0 que demanda a identificacdo e caracterizagdo dos patdogenos nos alimentos
envolvidos em surtos causados por patdgenos veiculados por alimentos. A
associacdo de patdogenos com as mesmas caracteristicas em alimentos e em
amostras clinicas permite identificar a origem de casos e surtos, e € importante
para a adogao de medidas de controle (VONGKAMJAN; WIEDMANN, 2014).

A investigacdo de Y. enterocolitica € um desafio para a microbiologia de
alimentos, devido a baixa taxa de multiplicagdo desse micro-organismo e também
pela usual baixa concentracdo em que se encontra em amostras de alimentos
(GUPTA et al., 2015). Um protocolo de isolamento de Y. enterocolitica em amostras
de alimentos foi descrito pelo International Standard Organization (ISO
10273:2003) e se baseia em técnicas de amostragem e cultivo bacteriano. Esse
método para a deteccdo de Y. enterocolitica em amostras de alimento é
recomendado pelo United States Department of Agriculture/Food Safety and
Inspection Service (USDA/FSIS) (GUPTA et al., 2015). Para fins de monitoramento
e caracterizagdo da patogenicidade, a EFSA recomenda o uso da norma ISO
10273:2003, utilizada na Bélgica para o controle oficial de Y. enterocolitica
patogénica nas carcagas e carne de suinos fatiada. As principais amostras
recomendadas para analises sao as tonsilas palatinas recolhidas na linha de abate
(EFSA, 2009).

A pesquisa de Y. enterocolitica em alimentos gera resultados falso-negativos
com relativa frequéncia, uma vez que esse patégeno usualmente esta presente em

baixas concentragdes, além de possuir baixa capacidade de competicdo com a
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microbiota autdctone das amostras. Caracteristicas fenotipicas e moleculares de Y.
enterocolitica sao frequentemente utilizadas para a sua identificacdo e
caracterizagdo, como a presencga do plasmideo de viruléncia (pYV) que pode ndo
ser expresso devido ao tempo de cultivo por longos periodos (FREDRIKSSON-
AHOMAA; KORKEALA, 2003; DAMME, VAN et al.,, 2013). Os protocolos de
deteccao de Y. enterotocolitica em alimentos foram desenvolvidos com o objetivo
de favorecer a multiplicagcdo do patdégeno, considerando algumas de suas
caracteristicas, como multiplicacdo em baixas temperaturas, resisténcia em
ambiente alcalino, e utilizacdo de meios de cultura seletivos suplementados com
antimicrobianos aos quais apresenta resisténcia (GUPTA et al., 2015).

Ao final das metodologias convencionais de detecgao, isolados bacterianos
com caracteristicas morfologicas tipicas de Y. enterocolitica devem ser submetidos
a testes bioquimicos com o objetivo de identificar essa espécie, e diferencia-las das
demais 13 espécies descritas no género Yersinia (Tabela 1) (SOUZA et al., 2011;
SILVA et al., 2013). Além das caracteristicas bioquimicas, a sorotipagem é
frequentemente utilizada para identificar Y. enterocolitica. A sorotipagem & baseada
na expressao de proteinas de membrana, antigenos somaticos (O), que séao
lipopolissacarideos da superficie celular (WAUTERS et al.,, 1991; SKURNIK;
BENGOECHEA, 2003). Este método fenotipico ainda € considerado de referéncia,
mas existem muitas desvantagens devido a questbes praticas, antissoros com
preco elevado, necessidade de méao-de-obra qualificada, controle de qualidade,
resultado demorado e existéncia de isolados nao-tipaveis. A sorotipagem
convencional é desenvolvida por aglutinagédo usando um antissoro com antigeno O-
especifico, obtido em laboratério, por meio da imunizacdo de ratos com cepas
especificas (ALEKSIC et al., 1986).

Apesar das desvantagens, a sorotipagem ainda € uma técnica indispensavel
para caracterizar Y. enterocolitica epidemiologicamente, uma vez que O
conhecimento prévio dos sorotipos patogénicos permite um diagndstico preliminar
na rotina de trabalho (ALEKSIC; BOCKEMUHL, 1984). Isolados de Y. enterocolitica
de casos clinicos sao, predominantemente, dos sorotipos O:3, 0:9, 0:8 e 0:5,27;
apenas 11 sorotipos tem sido associados com yersiniose em humanos, com uma
certa variabilidade entre os continentes (BOTTONE, 1997; FABREGA; VILA, 2012).
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Tabela 1 Diferenciagao fenotipica de algumas espécies do género Yersinia.

Caracteristica
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S 2 3 S 3 B
= %} [ 3 O ks
c () (%] = ()
@ Q Q S S &
> > > > > >
Motilidade (22 °C) + - + + + +
Motilidade (37 °C) - - - - - -
Producao de urease + - + + + +
Tween-esterase v - - - Vv +
Reacéo Voges-Proskauer + - - - + +
Producéao de indol \% - - - + +
Utilizagao do citrato - - - - + \%
Descarboxilagao da lisina - - - - - -
Descaboxilagao da ornitina + - - + +
Hidrdlise da esculina v v + - + V
H.S - - - - - -
Fermentacéo:
Celobiose + - - + + +
Meliobiose - v + - + .
Rafinose - - v - + .
L-Ramnose - - + - + +
D-Sorbitol v - - + + +
L-Sorbose v - - + + +
Sacarose + - - + + +

v: variavel; +: positivo; -: negativo. Fonte: SOUZA et al., 2011; SILVA et al., 2013.

Embora apresente limitagdes quanto a sensibilidade e tempo de obtengao de
resultados finais, a analise microbiolégica convencional ainda é considerada como
0 padrao para a pesquisa de Y. enterocolitica em alimentos (GUPTA et al., 2015).
Como alternativa, diferentes metodologias moleculares tem sido propostas para a
identificacdo direta de patégenos em alimentos (AKIBA et al., 2011). Além disso,
existe grande necessidade por metodologias eficientes e rapidas para a detecgéo
de patdégenos em alimentos, o que facilita o rastreamento em toda a cadeia de
produgdo com o objetivo de identificar as fontes de contaminagdo (VONGKAMJAN;
WIEDMANN, 2014). Com os recentes avangos nas técnicas moleculares de

deteccdo de patdégenos em alimentos, diversos protocolos foram descritos para a
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identificacdo de Y. enterocolitica (GUPTA et al., 2015). Essas técnicas moleculares
podem representar alternativas para a pesquisa de patégenos em alimentos, pois
s&o mais padronizadas, eficientes e especificas (GARZETTI et al., 2014).

Além da pesquisa direta nos alimentos, os testes moleculares séao
importantes para a caracterizagao precisa dos isolados de Y. enterocolitica obtidos,
como por exemplo a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e suas variagdes,
microarranjos, restricbes enzimatica para Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)
e outros (FALCAO et al., 2006a; GUPTA et al., 2015). A PCR, devido a sua
rapidez, baixo custo, efetividade, facilidade na reprodugdo, emergiu como uma
poderosa ferramenta no diagnostico microbiologico de patégenos de origem
alimentar. Varios ensaios de PCR foram descritos para deteccdo de Y.
enterocolitica a partir de amostras clinicas, ambientais e laboratoriais. A maioria
destes ensaios de PCR empregam genes cromossdmicos alvos de viruléncia,
como ail (ligagao e locus de invasao), inv (invasina), e yst (toxina estavel). Esse
método tem mais sensibilidade quando comparado aos métodos de cultura
tradicionais (FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2006; GARZETTI et al.,, 2014;
GUPTA et al,, 2015). GARZETTI et al., (2014) desenvolveu e validou um PCR
baseado em métodos simultdneos de identificacdo e pato-sorotipo de Y.
enterocolitica, estudando a organizacdo genémica dos clusters O-para a analise
dos sorotipos 0O:8, O:3, 0:9, 0:5,27.

Outras técnicas, como PFGE, sdo consideradas como padrdo ouro para
investigacbes epidemiologicas, permitindo a identificacdo e rastreamento dos
patdgenos envolvidos em surtos de intoxicacdo e infecgdes alimentares (FALCAO
et al., 2006a; SOUZA et al., 2010; LUCERO ESTRADA et al., 2011; CAMPIONI;
FALCAO, 2014). A PFGE tem como objetivo digerir o DNA cromossédmico com
enzimas de restricdo, resultando em uma série de fragmentos de diferentes
tamanhos que quando analisados formam diferentes padrdes em bandas (SINGH
et al., 2006). Os protocolos de PFGE tém sido desenvolvidos pelos érgaos de
vigilancia das doengas de origem alimentar, como o PulseNet, onde fazem parte do
programa de vigilancia laboratorial de patdégenos nosocomiais e saude publica
(SINGH et al., 2006). A anadlise da variabilidade genética é feita através de um
programa de computador, o que permite uma comparacao rapida e facil dos dados,
podendo associar os perfis obtidos com outros perfis. Esta técnica é ainda mais

discriminatéria que a sorotipagem, pois evidencia a possibilidade de culturas
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pertencentes ao mesmo sorotipo apresentarem diferentes perfis genéticos (SINGH
et al., 20006).

Dessa maneira, a caracterizagdo adequada e detalhada de isolados de Y.
enterocolitica e de outros patdégenos, deve considerar a associagdo de diferentes
técnicas laboratoriais, fenotipicas e moleculares, auxiliando assim as investigagcdes
epidemioldgicas (BOTTONE, 1997; GUPTA et al., 2015).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

O estudo apresentado teve como objetivo geral identificar os principais pontos de

contaminagao por Yersinia enterocolitica na cadeia produtiva de carne suina.

Objetivos Especificos

v Isolamento de Y. enterotocolitica do ambiente de produgdo e abate de
suinos, e processamento de carne suina.

v Identificar isolados de Y. enterocolitica pelos métodos microbioldgicos
convencionais, moleculares e bioquimicos.

v Caracterizar o perfil genético dos isolados.

v Caracterizar a presenga de genes relacionados a viruléncia e resisténcia a
antimicrobianos.

v Caracterizar fenotipicamente o perfil de resisténcia a antimicrobianos.
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CAPITULO 2. Rastreamento da contaminagio por Yersinia enterocolitica na

cadeia produtiva de carne suina.

Bruna Torres Furtado Martins
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Resumo

O objetivo desse estudo foi rastrear a contaminagao por Yersinia enterocolitica
na cadeia produtiva de carne suina. Amostras de varias etapas da producao
foram coletadas (granjas, carcagas, processamento e produtos finais, n = 870)
e submetidas a detecgdo de Y. enterocolitica. Oito amostras apresentaram
resultado positivo para Y. enterocolitica, em tonsilas palatinas (5), linfonodos
mesentéricos (2) e carcaga suina apds sangria (1), com obtencdo de 16
isolados do bio-sorotipo 4/0:3. Os isolados apresentaram similaridade entre 60
e 80% por PFGE e, as tonsilas palatinas foram identificadas como potenciais
fontes de contaminagado para a cadeia produtiva. Os genes de patogenicidade
pesquisados foram identificados em altas frequéncias nos isolados. Os isolados
apresentaram alta taxa de resisténcia e, dos 17 antimicrobianos testados, todos
foram sensiveis somente a ciprofloxacina e kanamicina. Foram identificados
trés perfis de resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos além da
presenca dos genes emrD, yfhD e marC, relacionados a resisténcia multipla a
antimicrobianos. Os resultados obtidos evidenciam a importancia dos suinos
como reservatérios e disseminadores de Y. enterocolitica no ambiente de
abate, além da patogenicidade e resisténcia a antimicrobianos dos isolados
obtidos. Ainda, os resultados demonstram a necessidade do controle e
monitoramento de Y. enterocolitica na cadeia produtiva de carne suina,
especialmente nas granjas produtoras de suinos.

Palavras chave: Yersinia enterocolitica, rastreamento, viruléncia, PFGE,

antimicrobianos
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Abstract

This study aimed to track the Yersinia enterocolitica contamination in a pork
production chain. Samples from different steps of pork production (pig farms,
carcasses, processing environment and end products, n = 870) were obtained
and subjected to Y. enterocolitica detection. Eight samples presented positive
results for Y. enterocolitica, in palatine tonsils (5), mesenteric lymph nodes (2)
and carcass after bleeding (1), and 16 isolates were obtained and identified as
belonging to bio-serotype 4/0:3. Isolates presented high similarity indexes,
varying from 60 to 80%, and palatine tonsils were characterized as potential
contamination sources in the pork production chain. Virulence genes were
present in high frequencies among isolates. Isolates presented high resistance
to 15 of 17 tested antimicrobials, being susceptible to only ciprofloxacin and
kanamicin, despite 3 multi-drug resistance profiles and positive results for
emrD, yfhD e marC, related to muti-drug resistance. The obtained results
highlighted the relevance of swines as Y. enterocolitica reservoirs and
spreaders in the slaughtering and processing environment, and also the
virulence potential and the antimicrobial resistance of the obtained isolates. Still,
the obtained results demonstrated the demand for controlling and tracking the
Y. enterocolitica in the pork production chain, specially in the pig production
farms.

Keywords: Yersinia enterocolitica, tracking , virulence, PFGE, antimicrobials
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1. Introducgao

O Brasil atualmente ocupa papel de destaque no mercado mundial como
importante produtor de alimentos carneos, demonstrando significativo potencial
de producéo e exportagcao de alimentos de origem animal, dentre eles a carne
suina (AMARAL et al., 2006). Como consequéncia, as empresas
processadoras de carne suina devem atender plenamente aos padrdes de
qualidade e inocuidade, o que demanda o constante monitoramento nas
diferentes etapas da producao (BRASIL, 2005a).

A carne suina € a proteina animal mais consumida no mundo e
frequentemente, esta envolvida em casos de surtos de origem alimentar,
devido a diferentes patégenos que podem contamina-la em toda a sua cadeia
produtiva (BORCH et al., 1996). Yersinia enterocolitca é um patégeno
frequentemente associado a esse produto e seus derivados, principalmente em
paises europeus, e € responsavel pela yersiniose em humanos, uma
enterocolite também denominada como pseudo-apendicite, que em casos mais
graves, pode resultar em septicemia (FABREGA; VILA, 2012). A maioria das
infeccbes relatadas por Y. enterocolitica € causada pelo bio-sorotipo 4/0:3
(FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2007; DRUMMOND et al., 2012). Porém, a
viruléncia desse patdogeno é determinada por diferentes genes que nao sao
restritos a esse bio-sorotipo (BHAGAT; VIRDI, 2007; BOTTONE, 2015;
SCHNEEBERGER et al., 2015).

Os suinos sdo considerados reservatorios naturais de Y. enterocolitica, o
que justifica a sua presenga em abatedouros de suinos e a associagao da
carne suina a casos de yersiniose (ANDERSEN, 1988; FONDREVEZ et al.,
2010; BONARDI et al., 2013; VILAR et al., 2015). Assim, esse patdégeno esta
sujeito a diferentes pressées ambientais as quais os suinos sdo submetidos
durante as etapas de produgdo, como tratamentos com antimicrobianos
(BAUMGARTNER et al., 2007). Como consequéncia, varios estudos tém
demonstrado a resisténcia de isolados de Y. enterocolitica a esses
medicamentos (PRESTON et al., 1994; PHAM et al., 2000; SIMONOVA et al.,
2008; JAMALI et al., 2010; JAMALI; ISMAIL, 2015). Por estar naturalmente
presente em suinos, Y. enterocolitica pode contaminar as carcagas e produtos
carneos durante as diferentes etapas de criacdo e abate, principalmente

durante a manipulagdo da cabega, lingua e tonsilas na cavidade oral (DAMME,
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VAN et al.,, 2015). Adicionalmente, o patégeno pode estar presente no
conteudo intestinal e em linfonodos mesentéricos, considerados também como
importantes fontes de contaminagao durante o abate de suinos (BORCH et al.,
1996).

Considerando a limitagdo de dados no Brasil sobre a presencga de Y.
enterocolitica em alimentos, esse estudo teve como objetivo caracterizar esse
patogeno em diferentes etapas da cadeia produtiva de carne suina,

abrangendo etapas da produgéao, abate e processamento.

2. Material e Métodos

2.1. Area de estudo e coleta de amostras

O estudo foi conduzido em duas granjas de suinos de ciclo completo e
em um matadouro-frigorifico localizado na regido de Vigosa (MG), regularmente
fiscalizado pelo Servico de Inspecdo Federal, com consentimento dos
proprietarios. Cada uma das granjas foi visitada cinco vezes para coleta de
amostras ambientais nas baias de terminagdo, onde permaneciam os animais
que seriam abatidos no mesmo dia da coleta. O matadouro-frigorifico foi
visitado 10 vezes em um periodo de 7 meses (outubro de 2015 a abril de
2016), quando as amostras eram coletadas nos pontos determinados
(BOTTELDOORN et al., 2003). Os pontos de coletas e unidades amostrais

estao descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Numero de amostras e procedimentos de coleta na cadeia produtiva de

carne suina na regido de Vigosa, Minas Gerais, Brasil.

local etapa Amostra unidade n
Granja Terminagao Piso overshoes” 20
Frigorifico Abate carcaga apos sangria 400 cm? 100
carcaga apos chamuscamento 400 cm? 100
carcaga apos evisceracao 400 cm? 100
carcaga apos a lavagem final 400 cm? 100
linfonodos mesentéricos 12,59 100
tonsilas palatinas 12,59 100
Processamento mesa de manipulagao 400 cm? 60
Faca 400 cm? 60
maos de manipuladores 400 cm? 60
corte final (embalado) unidade 60
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linguica 25¢g 10

' Obtido confirme descrito por BOTTELDOORN et al., 2003

Amostras  superficiais (carcagas, cortes carneos, maos de
manipuladores, equipamentos e utensilios) foram obtidas por swabs de areas
de 400 cm? (quatro regides de 10 x 10 cm) com esponjas esterelizadas pré-
umedecidas com 10 mL de solug¢éo salina peptonada 0,1% (m/v) (Oxoid Ltda.,
Basingstoke, Inglaterra). Amostras superficiais de baias foram obtidas
utilizando-se overshoes esterelizados, conforme descrito por Botteldoorn et al.
(2003). As carcagas suinas eram marcadas no inicio do processo do abate,
para permitir amostragem das mesmas carcagas em diferentes etapas do
abate (Tabela 1). Amostras de tonsilas palatinas (12,5 g), linfonodos
mesentéricos (12,5 g) e linguica (25 g) foram obtidas durante o abate.

Todas as amostras obtidas foram acondicionadas em sacos plasticos
esterilizados (Nasco™, Fort Atkinson, WI, EUA) e mantidas sob refrigeracéao
até o processamento. Em condi¢cdes assépticas, as amostras superficiais,
linfonodos e linguica receberam, respectivamente, 160 mL, 112,5 mL e 225 mL
de solugdo salina peptonada 0,1% (m/v) (Oxoid) e homogeneizadas em

Stomacher 400 (Seward Limited, Worthing, Inglaterra) por 2 minutos.

2.2. Pesquisa de Y. enterocolitica

Todas as amostras coletadas foram submetidas a pesquisa de Y.
enterocolitica conforme o protocolo ISO 10273:2003, validado como o0 mais
eficiente por Damme, Van et al. (2013). A cepa de Y. enterocolitica ATCC 9610
foi utilizada como controle positivo nas analises. Essa estirpe foi mantida em
caldo Brain Heart Infusion (BHI, Becton Dickinson - BD, Heidelberg, Germany)
suplementado com glicerol a 20% (v/v) , a -20 °C.

Aliquotas de 40 mL das amostras homogeneizadas foram centrifugadas
a 2.000 x g por 15 minutos sob refrigeracéo, e o pellet obtido suspendido em
10 mL de caldo Peptone-Sorbitol-Bile (PSB, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA), com incubagao a 25 °C por 72 h. Em seguida, aliquotas de 0,5 mL das
culturas obtidas em PSB foram transferidas para 4,5 mL de uma solucédo de
hidroxido de potassio 0,5% (m/v) por 20 segundos em temperatura ambiente,
estriadas em Yersina Selective Agar (BD) e incubadas a 30 °C por 48 h. Apés

incubagao, as placas eram examinadas quanto a presenga de colbénias com
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morfologia tipica de Y. enterocolitica: pequenas e com centro vermelho (bull’s
eye) (DAMME, VAN et al., 2013).

Aliguotas dos isolados suspeitos de serem Y. enterocolitica foram
transferidas para caldo BHI (BD), incubadas a 30 °C por 24 h, e submetidas a
extragdo do DNA gendmico utilizando o kit Wizard Genomic DNA Purification
(Promega Corporation, Madison, WI, EUA). O DNA obtido foi quantificado por
espectrofotometria (NanoDrop Lite, Thermo Scientific, Whaltam, MA, EUA)
(concentragdo minima: 40 ng/uL) e submetido a PCR multiplex para detecc¢ao
dos genes 16s rRNA e inv conforme Garzetti et al. (2014). As reagdes de
amplificacdo foram conduzidas com 12,5 yL do Gotaq Green Master Mix
(Promega), 200 nMol de cada primer, 1 uL da amostra (concentragdo minima:
40 ng/uL), e agua livre de nuclease até completar o total de 25 pL. As
condicbes de amplificacdo da PCR estdo descritas na Tabela 2. Os produtos
das reagbes foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose a
1,5% (m/v) (Promega) corado com GelRed™ (Biotium, Inc., Fremont, CA, EUA)
em tampao TBE 0,5X e visualizados em transiluminador L-PIX-HE (Loccus do
Brasil) sob luz ultravioleta, para identificagdo de produtos com tamanhos tipicos
para cada um dos genes pesquisados (Tabela 2).

Isolados identificados como Y. enterocolitica foram estriados em agar
BHI (BD), incubadas a 30 °C por 24 h e, colbnias isoladas eram submetidas a
testes bioquimicos complementares para confirmagao dos resultados: tween
esterase, utilizacao do citrato, descarboxilacdo da ornitina e lisina, fermentacao
da sacarose, rammnose e xilose (SILVA et al., 2013). Todos os isolados
identificados como Y. enterocolitica foram armazenadas em BHI (BD)
suplementado com glicerol a 20% (v/v), a - 20 °C.

Adicionalmente, o DNA obtido dos isolados foi submetido a uma reagao
de PCR multiplex descrita por Garzetti et al. (2014), para genes associados aos

principais sorotipos de Y. enterocolitica: per (0:9), wbbU (0O:3), wbcA (O:8) e
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Tabela 2. Genes pesquisados, fungbes, sequéncias de nucleotideos, e caracteristicas das reacbes de PCR utilizadas para a identificacdo e

caracterizagcao da patogenicidade e resisténcia a antimicrobianos em isolados de Yersinia enterocolitica obtidos na cadeia produtiva de carne suina.

gene fungéo sequéncias Tamaho do desnaturagdo anelamento extensao referéncia
produto (bp)
16s rRNA proteinas estruturais F - AAT ACC GCATAACGT CTTCGGA 330 95°C,40s 58 °C,40s 72 °C, 60 s? GARZETTI et al., 2014
R-CTTCTT CTG CGA GTAACG TCAAT
inv invasina/ligagdo a célula F - TGG CAT CAATCT CGT GATTTC G 1009 95°C,40s 58 °C,40s 72 °C, 60 st GARZETTI et al., 2014
R - GTT GCC CCT GAA TAT CTA AAG TGAC
per biossintese de O-ag F-TCC TTC TCC AAA TAT ATAGGT GCC A 837 95°C,40s 58 °C, 40 s 72°C,60s! GARZETTI et al., 2014
(0:9) R - ATG CGG CAT TAG ATGAGATGG A
wbbU biossintese de O-ag F-ACCTCG TATTTT TGAAGATGATCGC 463 95°C,40s 58 °C,40s 72°C, 60 st GARZETTI et al., 2014
(0:3) R - GTA CTC AAT AAC TTG CTG TTC GGA
wbcA biossintese de O-ag F-TGATGAACGAGGCGAGTTTGTT 269 95°C,40s 58°C,40s 72°C, 60 st GARZETTI et al., 2014
(0:8) R -TAC TCC GTC TGT TAT GCG GAT TTA G
wzt biossintese de O-ag F-GTT AGT TCC TGC ATC TGA TCG CC 662 95°C,40s 58°C,40s 72°C, 60 st GARZETTI et al., 2014
(0:5,27) R-ATC CAGCATCCATGG CTCC
ail locus de invaséao/ F - GGC CATCTT TCC GCA TCA AC 129 95°C,40s 58 °C,40s 72°C, 60 st Nesse estudo
adeséo e invasao R-CTG CCCCGTATGCCATTGA
ystB enterotoxina F - GGA CAC CGC ACA GCT TAT ATT 198 95°C,40s 58 °C,40s 72 °C, 60 st Nesse estudo
R-TGACTCTGGTGC CCTCTTTT
VvirF regulador da expressao F - TCA TGG CAG AAC AGC AGT CAG 591 94 °C,30s 55°C,60s 72 °C, 120 §° BHADURI et al., 1997 apud
de genes transcricionais R - ACT CAT CTT ACC ATT AAG AAG BHAGAT; VIRDI, 2007
myfA produgao de fimbrias F-CAGATACACCTGCCTTCCATCT 272 94 °C,60s 58 °C, 110 s 72°C, 110 s° KOT; TRAFNY, 2004 apud
R -CTC GAC ATATTC CTC AACACGC BHAGAT,; VIRDI, 2007
yStA enterotoxina F - ATC GAC ACC AATAACCGCTGAG 79 94°C,5s 61°C,30s 72°C,30s* THOERNER et al, 2003
R-CCAATCACTACTGACTTCGGCT apud BHAGAT; VIRDI, 2007
ystC enterotoxina F - GAG GCT GAG TGC GG 83 94 °C,60s 38°C,60s 72 °C, 60 s* HUANG et al., 1997 apud

R-GCA GGA TTG CAACA

BHAGAT; VIRDI, 2007
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Continuacdo da Tabela 2

gene fungéo Sequéncias produto (bp)  desnaturagdo anelamento extensao referéncia
fepA captura e utilizagado de F - TAC GCC AAA ATA CCT TAC GAT 438 56 °C, 60 s 56 °C, 60 s 72°C,60s° SCHUBERT et al., 1999
ferro R-TGT AAA TAC ACC CCC ACC TGA apud BHAGAT; VIRDI, 2007
fepD captura e utilizagéo de F-GTGTGATTG CCTTAC TATTG 381 94 °C,60s 55°C,60s 72 °C, 60 s* SCHUBERT et al., 1999
ferro R-CGG TCATCC TTT TAT TAC GG apud BHAGAT; VIRDI, 2007
fes liberagéo de ferro F - GCC GGC AGG CAC AGC GTA AT 561 94 °C,60s 58 °C, 60 s 72 °C, 60 s° SCHUBERT et al., 1999
R -GGC CAACCCACCCAAAACTT apud BHAGAT,; VIRDI, 2007
teccC toxina do complexo F - GGG CAA AAA ATG CGT GAA GAG AG 1035 94 °C,60s 51°C,110s 72°C, 110 §° BHAGAT,; VIRDI, 2007
insecticida R-TTT ACC GGA ATAACG CACAGTTTTA
ymoA modulador do ystA F - GAC TTT TCT CAG GGG AAT AC 330 94 °C,60s 50°C,60s 72 °C, 60 s* GRANT et al., 1998 apud
R - GCT CAACGT TGT GTG TCT BHAGAT,; VIRDI, 2007
hreP proteases F - GCC GCT ATG GTG CCT CTG GTG TG 757 94 °C,60s 60 °C, 60 s 72°C,60s° BHAGAT,; VIRDI, 2007
R-CCC GCATTGACTCGC CCGTATC
sat enzima/resisténcia a F-CCGATGGTG GGG TTT TCT CAA G 456 55°C,60s 55°C,60s 72 °C, 60 s* BHAGAT,; VIRDI, 2007
estreptograminas R - GGG ATT ACC GCC GAC CACACTA
emrD fator multi-droga F—-AAC CATTTACGT TCC TGT TG 551 95°C, 30s 52°C,30s 72°C,60s° Nesse estudo
resistente R - CGC GGT CTG ATA ACA ARA AG
yfhD fator multi-droga F-CGTCTT CTACCATCT CACTG 632 95°C, 30s 50°C, 30s 72°C,60s° Nesse estudo
resistente R — ACT GCC AGT TAG CAC AAT AA
marC fator multi-droga F — CCC CAT AAA ATC AGC GAA AC 460 95°C,30s 54 °C,30s 72°C,60s° Nesse estudo

resistente

R - CAA ACC CAT TAACGA TG

TPCR com desnaturacao inicial de 95 °C por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturacdo, anelamento e extensao, a extensao final foi feita a 72 °C por 8 minutos.

2 PCR com desnaturagao inicial de 94 °C por 10 minutos, 30 ciclos de desnaturagdo, anelamento e extensdo, a extensao final foi feita a 72 °C por 10 minutos.
® PCR com desnaturagao inicial de 94 °C por 10 minutos, 35 ciclos de desnaturagdo, anelamento e extensdo, a extenséo final foi feita a 72 °C por 10 minutos.
* PCR com desnaturagao inicial de 94 °C por 10 minutos, 25 ciclos de desnaturagao, anelamento e extensao, a extensao final foi feita a 72 °C por 10 minutos.

° PCR com desnaturagéo inicial de 95 °C por 5 minutos, 35 ciclos de desnaturagdo, anelamento e extensao, a extensao final foi feita a 72 °C por 5 minutos.
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wzt (0:5,27). As reacdes de PCR foram feitas com volume total de 25 pL,
contendo 12,5 pyL do Gotaq Green Master Mix (Promega), 200 nMol de cada
primer, 1 L da amostra e agua livre de nuclease até completar o volume final.
As condigdes de amplificacdo estdo descritas na Tabela 2. Os produtos das
reacoes foram visualizados conforme descrito anteriormente, assim como a
identificacdo dos tamanhos tipicos dos produtos dos genes pesquisados
(Tabela 2).

Cepas referéncia do Laboratério de Zoonoses Bacterianas do Instituto
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, Manguinhos, RJ, Brasil) foram utilizadas como
controles positivos: Y. enterocolitica CLIST 3438, Y. enterocolitica CLIST 3439,
Y. enterocolitica CLIST 3440, Y. enterocolitica CLIST 3443, Y. enterocolitica
3445, Y. enterocolitica 3450, Y. enterocolitica CLIST 3457, Y. enterocolitica
CLIST 3458, Y. enterocolitica CLIST 3459 e Y. enterocolitica CLIST 34609.

Os isolados identificados como Y. enterocolitica foram encaminhados ao
Laboratério de Referéncia em Pesquisa de Yersinia da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo, Campus Ribeirdo Preto, para
confirmacado dos resultados, onde os seguintes testes bioquimicos foram
realizados: producédo de gas em EPM (Escola Paulista de Medicina) a 37 °C,
producao de H,S, hidrdlise da ureia, desaminag¢ao do triptofano, producéo de
gas e H,S no agar triplice agucar-ferro, motilidade, descarboxilacéo da lisina e
producao de indol no meio MILI (Motilidade, Indol e Lisina), utilizagao do citrato
a 37 °C, fermentacgéo de diversos carboidratos (sacarose, ramnose, celobiose,
melibiose, sorbose, sorbitol e rafnose) a 25 °C, e hidrolise da esculina,
descarboxilagao da ornitina, produgao de indol a partir do triptofano, motilidade,
urease e Voges-Proskauer em meio Clark Lubs. A identificacdo das diferentes
espécies do género Yersinia foi realizada conforme o esquema proposto por
Hurst et al. (2011).

2.3. Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE)

Os isolados identificados como Y. enterocolitica foram submetidos a
macro-restricio do DNA como indicado pelo PulseNet (Centers for Disease
Control and Prevention, Atlanta, GA, EUA), seguindo o protocolo descrito por
Ribot et al. (2006), com modificagdes. Resumidamente, aliquotas dos isolados
foram transferidas para BHI (BD) e incubadas a 30 °C por 24 h e submetidas a

diluicdo em BHI (BD) para obtencdo de culturas com densidades épticas entre
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0,7 e 0,9 (A = 610 nm ). Aliquotas de 400 uL das culturas obtidas foram
transferidas para microtubos de 1,5 mL e submetidos a centrifugagdo a 12.000
x g por 5 minutos, com descarte do sobrenadante. Em seguida, 20 uL de
proteinase K (20 mg/mL) e 400 pyL de agarose de baixo ponto de fusdo a 1%
(m/v) (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA), mantido de 55 a 60 °C, foram adicionados
e transferidos para moldes para confeccdo de plugs. Os plugs entdo foram
colocados em solugao de Cell Lysis Buffer, incubados a 55 °C por 1,5 hora.

Apos incubacgéo, os plugs foram retirados da Cell Lysis Buffer e lavados com
solugado de agua Mili Q pré-aquecida. Apos esse procedimento, foram feitas
trés lavagens subsequentes com TE buffer a 55 °C em intervalos de 15 minutos
em banho-maria a 55°C. Os plugs foram armazenados em geladeira a 4 °C
para posterior utilizagdo. A digestdo enzimatica foi realizada com 50 U da
enzima Xbal (Promega) a 37 °C por 2 horas, em aproximadamente 1/3 do plug
original, e os produtos oriundos da restricdo foram entdo colocados em gel de
agarose de baixo ponto de fusdo 1% (m/v) (Bio-Rad) em tampao TBE 0,5X pH
8,3 especifico para PFGE. A corrida foi realizada em aparelho CHEF-DR |lI
(Bio-Rad) seguindo os parametros: initial switch time de 2,2 segundos, final
swicth time de 63,8 segundos, angulo de 120°, 6 V/cm, tempo de corrida de 16
horas. Os géis obtidos foram corados por banho de imersdao em GelRed
(Biotium) e a visualizagao dos padrdes de bandas em transiluminador L-PIX-HE
(Loccus do Brasil) sobre luz ultravioleta. Os padrées obtidos foram comparados
ao padrao da Salmonella Braenderup ATCC BAA664 no programa Bionumerics
6.6 (Applied Maths, Gand, Bélgica), considerando otimizacdo de 1% e

coeficiente de Dice a 5%.

2.4. Potencial patogénico

Os isolados identificados como Y. enterotocolitica foram submetidos a
reagcoes de PCR para deteccdo de genes relacionados a patogenicidade. Os
genes ail e ystB foram pesquisados em uma reacao de PCR multiplex, sendo
os primers elaborados através de do banco de dados de sequéncias de
nucleotideos do PrimerBlast com genoma da Y. enterocolitica 8081 (NC
AM286415.1) disponivel no site do National Center for Biotechonology
Information (NCBI) (Tabela 2). As rea¢des de PCR foram compostas por 12,5
pML do Gotaq Green Master Mix (Promega), 200 nMol de cada primer, 1 yL da

amostra de DNA concentragdo minima: 40 ng/uL) e agua livre de nucleasse
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para completar o volume final da reagc&o. Os genes virF, myfA, ystA, ystC, fepA,
fepD, fes, tccC, ymoA, hreP e sat foram pesquisados individualmente por
reagoes de PCR, utilizando primers compilados no trabalho de Bhagat e Virdi,
(2007). As condi¢cdes das reagbes de PCR realizadas estdo descritas na
Tabela 2. Os produtos das reacgbes foram visualizados conforme descrito
anteriormente, assim como a identificacdo dos tamanhos tipicos dos produtos
dos genes pesquisados (Tabela 2). Produtos obtidos na PCR para detecg¢ao do
gene ail foram submetidos ao sequenciamento no Centro de Pesquisa sobre o
Genoma Humano e Células-Tronco da Universidade de Sao Paulo (Séao
Paulo, SP, Brasil), para confirmacdo dos resultados apdés verificacdo de
identidade com sequéncias previamente depositadas no GenBank do

mesmo gene.

2.5. Resisténcia a antimicrobianos

Os isolados de Y. enterocolitica foram testados quanto a resisténcia a
antimicrobianos de diferentes classes pela metodologia do breakpoint (BAE et
al.,, 2005). Foram considerandos as concentracbes minimas inibitérias de
diferentes  antimicrobianos para

determinacdo de resisténcia por

enterobactérias, conforme CLSI (2014), descrito na Tabela 3.

Tabela 3. Concentracbes de antimicrobianos utilizados para avaliagdo da resisténcia

por isolados de Y. enterocolitica obtidos da cadeia produtiva de carne suina.

classe’ subclasse antimicrobiano concentragao’
aminoglicosideos gentamicina 10 pg/mL
kanamicina 64 pg/mL
neomicina 4 pg/mL
streptomicina 16 pg/mL
ansamicinas rifampicina 4 pyg/mL
carbapenemas imipenem 4 pyg/mL
sulfonamidas sulfametoxazol 512 pg/mL
glicopeptideos vancomicina 16 ug/mL
nitroimidazois nitroimidazol 32 pg/mL
B-lactdmicos aminopenicilinas amoxicilina 32 pg/mL
ampicilina 16 ug/mL
fenicois cloranfenicol 32 pg/mL
florfenicol 16 pg/mL
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pleuromutilinas tiamulina 32 pg/mL

quinolonas fluoroquinolonas ciprofloxacina 4 ug/mL
quinolonas acido nalidixico 30 pg/mL
tetraciclinas tetraciclina 30 pg/mL

' Classes e concentracgdes definidas de acordo com o CLSI, 2014

O agar Mueller-Hinton (BD) foi previamente preparado e suplementado
com diferentes antimicrobianos, em suas concentracbes minimas inibitdrias
para enterobactérias, e distribuido em placas de Petri com 150 mm de
diametro. Em seguida, aliquotas de 20 pL dos isolados identificados como Y.
enterocolitica foram distribuidas em pocos de uma placa de ELISA de 96
pocos, contendo previamente 180 uyL de BHI (BD), e incubados a 30 °C por 24
h. Apos incubagdo, as culturas obtidas foram transferidas com o auxilio de um
pin-replicator para as placas contendo agar Mueller-Hinton suplementado com
os diferentes antimicrobianos. As placas foram incubadas a 30 °C e avaliadas
quanto ao crescimento de colbnias apds 24 h. Os isolados que apresentaram
crescimento foram considerados resistentes ao antimicrobiano na concentracao
testada (Tabela 3). Todos os testes foram conduzidos em duplicata, e
considerando os seguintes controles: uma placa de Agar Mueller-Hinton sem
antimicrobianos foi utilizada para verificagdo da viabilidade das -culturas
avaliadas, pogos nado inoculados foram utilizados como controle de
contaminagdo em cada placa e Streptococcus salivarius 20P3 foi utilizado
como controle de resisténcia.

Em complementacgao, os isolados foram submetidos a rea¢des de PCR
para deteccdo dos genes emrD, yfhD e marC, relacionados a capacidade de
resisténcia a multiplos antimicrobianos. Os pares de oligonucleotideos foram
construidos com base no genoma de Y. enterocolitica 8081 (Acesso NC
AM286415.1) com auxilio do PrimerBlast disponivel no NCBI (Tabela 2). Cada
reacdo de PCR de 25 uL foi composta por 12,5 uL do Gotag Green Master Mix
(Promega), 200 nMol de cada primer (Tabela 2), 1 yL da amostra de DNA
(concentragdo minima: 40 ng/pL) e agua livre de nuclease para completar o
volume final de 25 pL da reacdo. Todas as condicdes das reagcbes de PCR
realizadas estdo descritas na Tabela 2. Os produtos das reagdes foram
visualizados conforme descrito anteriormente, assim como a identificacdo dos

tamanhos tipicos dos produtos dos genes pesquisados (Tabela 2).
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Os produtos da PCR para detecg¢ao dos genes emrD, yfhD e marC foram
purificados com QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha)
seguindo as recomendacgdes do fabricante e enviados para o sequenciamento
no Centro de Pesquisa sobre o Genoma Humano e Células-Tronco da
Universidade de Sao Paulo, para confirmagdo dos resultados apéds
verificagcao de similaridade com sequéncias de Y. enterocolitica que serao

depositadas no GenBank.

3. Resultados e Discussao

3.1. Pesquisa de Y. enterocolitica

Considerando as amostras analisadas, 53 (6,1%) apresentaram
formacgao de colbnias suspeitas apos o plaqueamento seletivo, das quais foram
selecionados 106 isolados tipicos. Apds identificagdo molecular dos isolados
suspeitos, 42 apresentaram amplificacdo de produtos de PCR com o gene
16srRNA porém, apenas 16 foram confirmados como Y. enterocolitica por
apresentarem amplificagdo de produtos de PCR com o gene inv (Figura 1),
resultando em oito amostras positivas: tonsilas palatinas, linfonodos
mesentéricos e swab de carcaca apos sangria (Tabela 4). Todos os isolados
identificados como Y. enterocolitica apresentaram amplificagdo de produtos de
PCR com o gene wbbU, caracterizando - os como pertencentes ao sorotipo O:3
(Figura 2), descrito como o mais comum em casos clinicos humanos
(GARZETTI et al.,, 2014; DAMME, VAN et al.,, 2015; GUPTA et al., 2015).
Esses resultados foram confirmados pelos testes fenotipicos realizados na
USP, exceto por um isolado que foi identificado como Y. molaretti (isolado 27) e
mias outros trés isolados que n&o apresentaram alguns resultados tipicos para
Y. enterocolitica (isolados 12, 85 e 101). Considerando a especificidade do
gene inv para Y. enterocolitica, esses quatro isolados foram considerados

como Y. enterocolitica atipicos.
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Tabela 4. Numero de amostras e resultados de coleta na cadeia produtiva de carne suina na regiado de Vigosa, Minas Gerais, Brasil.

*

*

local etapa amostra Ny isolados n, Y. enterocolitica
granja terminagao piso 20 13 0 0
frigorifico abate carcaga apos sangria 100 3 1 3
carcaga apos chamuscamento 100 4 0 0
carcaga apos evisceragao 100 5 0 0
carcaca apos a lavagem final 100 1 0 0
linfonodos mesentéricos 100 35 2 3
tonsilas palatinas 100 21 5 10
processamento mesa de manipulagao 60 9 0 0
faca 60 1 0 0
méaos de manipuladores 60 4 0 0
corte final (embalado) 60 2 0 0
linguica 10 8 0 0
total 870 106 8 16

*ny = ndmero de amostras coletadas

*n, = numero de amostras positivas
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Figura 1: Eletroforese em gel de agarose de produtos de PCR multiplex para identificagéo
de isolados de Y. enterocolitica. M: 100 bp DNA /adder, B: amostra em branco, 9610:
amostra ATCC de Y. enterocolitica. Cada numero da sequéncia corresponde ao codigo do

isolado. Tamanhos dos amplicons: 16s rRNA: 330 bp e inv: 1009 bp

26: X 28 5t 52 53 72 8BS 101102

500 bp

Figura 2: Eletroforese em gel de agarose de produtos de PCR multiplex para identificacéo
de isolados de Y. enterocolitica. M: 100 bp DNA /adder, B: amostra em branco, 9610:
amostra ATCC de Y. enterocolitica. Cada numero da sequéncia corresponde ao codigo do

isolado. Tamanhos do amplicons: wbbU: 463 bp e wbcA: 269 bp.

Tonsilas palatinas de suinos sdao amostras rotineiramente analisadas para a
detecgdo de Y. enterocolitica em abatedouros (DAMME, VAN et al., 2010). Outros
autores também descreveram as tonsilas palatinas como importante fonte de
entrada do patéogeno em frigorificos (FREDRIKSSON-AHOMAA et al.,, 2007,
FONDREVEZ et al., 2010, 2014), sendo consideradas fontes mais importantes de
contaminagao por Y. enterocolitica em abatedouros do que as fezes dos proprios
animais (JOHANNESSEN, 2000). Apesar de Y. enterocolitica n&o ter sido isolada de
amostras ambientais em nosso estudo (Tabela 4), a possiblidade de contaminagao
cruzada durante os procedimentos que apresentam maior risco ndo deve ser
descartada (BORCH et al., 1996; BOLTON et al., 2013; BONARDI et al., 2013).

Na Franga foi pesquisada Y. enterocolitica em 900 amostras de tonsilas

palatinas de suinos e 316 isolados (35,1%) foram identificados como sendo esse
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patdgeno pelo uso de testes bioquimicos (FONDREVEZ et al., 2010; FONDREVEZ,
2011). Em todos os abatedouros amostrados por DAMME, VAN et al. (2015), as
amostras de tonsilas palatinas foram as que apresentaram maior prevaléncia de Y.
enterocolitica, seguida por fezes e amostras de carcacas. Poljak et al. (2010)
verificaram a presenga de cepas patogénicas de Y. enterocolitica principalmente em
animais na fase de terminacéao, representando potenciais fontes de contaminacao do
patogeno durante as diferentes etapas do abate. De acordo com Borch et al., (1996),
medidas de controle nos pontos mais criticos do abate devem ser tomadas para
reduzir a disseminagao de Y. enterocolitica, considerando que as etapas mais
relevantes para a contaminagdo sdo a remoc¢ao dos intestinos, excisdo da lingua,
faringe, tonsilas e linfonodos mesentéricos, desossa da cabega e procedimentos de
inspecéo post mortem (BORCH et al., 1996; NESBAKKEN et al., 2003).

O gene inv é utilizado com frequéncia na identificagdo de Y. enterocolitica,
sendo sua ocorréncia relatada por Falcao et al. (2006a) em 106 cepas do patdégeno
oriundos de diferentes tipos de amostras. Adicionalmente, a pesquisa molecular de
marcadores genéticos dos diferentes sorotipos também apresenta alta
especificidade e pode ser utilizada com seguranca para a caracterizagcao de isolados
de Y. enterocolitica obtidos de diferentes tipos de amostras (GARZETTI, 2014). Em
estudo realizado com 442 cepas de Y. enterocolitica isoladas de amostras de
produtos carneos suinos e ambientais provenientes de abatedouros e casas de
carnes, 122 foram identificadas como pertencentes a biotipo 1A mas nenhuma
dessas eram de tonsila palatina ou lingua. As outras 320 amostras foram
classificadas como pertencentes ao biotipo 4, sorotipo O:3; (PAIXAO et al., 2013).

O predominio de Y. enterocolitica do sorotipo O:3 em amostras provenientes
de animais pode ser observado em diferentes paises. Em estudo realizado no
Canada, o patogeno foi identificado em fezes de suinos ao longo de 3 anos (2001-
2003) em frequéncias variando entre 5,1 a 35,1%, com predominio do sorotipo O:3
(POLJAK et al., 2010). Fondrevez et al. (2011) também identificaram predominio de
Y. enterocolitica pertencente ao biotipo 4, sorotipo O:3 e positivas para a presenca
do plasmideo pYV em tonsilas, confirmando o potencial patogénico de cepas
provenientes desse tipo de amostra. Em estudo realizado na Bélgica, Y.
enterocolitica foi isolada em 11,4% das carcacas suinas amostradas e 4,9% das
amostras de carne fatiada; isolados do biotipo 4 e sorotipo O:3 foram os mais
prevalentes, e apenas uma amostra superficial de carcaca suina foi positiva para Y.

enterocolitica do biotipo 2 e sorotipo O:9 (DAMME, VAN et al., 2013).
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Damme, Van et al. (2010) identificaram a presenca de Y. enterocolitica do
biotipo 4, sorotipo O:3, em 37,4% de tonsilas palatinas de suinos destinados ao
abate, indicando esses o6rgdos como importantes fontes de contaminagdo do
patdégeno na cadeia produtiva da carne suina. Essa rota de contaminacgao foi
descrita por Damme, Van et al. (2015) novamente, em um estudo que avaliou 2.160
amostras de diferentes etapas da cadeia produtiva de carne suina para pesquisa de
bactérias enteropatogénicas do género Yersinia. A espécie Y. enterocolitica do
sorotipo O:3 foi a mais comum em tonsilas (55,3%), fezes (25,6%), regiéo
mandibular dos animais (28,9%) e carcagas (39,7%). Em estudo realizado na
Franga, com amostragem de tonsilas palatinas de 3.120 suinos destinados ao abate,
Y. enterocolitica foi identificado em 13,7% das amostras, e isolados do biotipo 4
foram os mais frequentes (91,9%) (FONDREVEZ et al., 2014).

Os estudos apresentados e os resultados obtidos confirmam a importancia
das tonsilas palatinas como fontes de contaminagao por Y. enterocolitica na cadeia
produtiva de carne suina, principalmente cepas com potencial patogénico do bio-
sorotipo 4/0:3. Portanto, as boas praticas de fabricacdo e o controle dos
procedimentos sao indispensaveis para garantir a qualidade e inocuidade na cadeia
de producdo de carne suina, minimizando os potenciais riscos associados a

contaminagao por Y. enterocolitica.

3.2. PFGE

No presente estudo os isolados foram agrupados em trés clusters com
identidade variando entre 62 a 70%, (Figura 3). Um isolado (85) n&o apresentou
perfil genético que permitisse o agrupamento em nenhum dos clusters formados.
Isolados com perfis genéticos idénticos e provenientes de amostras diferentes foram
identificados em duas situacdes (isolados 25 e 52, e isolados 23 e 51), indicando
uma rota de contaminacédo proveniente de tonsilas palatinas para carcagas suinas
(Figura 3). Adicionalmente, também foi possivel identificar isolados obtidos de
amostras de diferentes granjas com perfis genéticos idénticos, o que indica a
circulagdo de uma mesma cepa de Y. enterocolitica na area de estudo (Figura 3,
isolados 25 e 52, e 23 e 51).
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Isolado Origem Granja

¢« 8 g B
Ll r— 3 Tonsilas 1
—| 72 Linfonodos mesentéricos 2
25 Tonsilas 1
—{ 52 Carcaca apos sangria 2
1 = 53 Carcaca apos sangria 2
23 Tonsilas 1
‘|:_l 51 Carcaca apos sangria 2
101 Tonsilas 2
_l 102 Tonsilas 2
27 Tonsilas 1
| I 28 Tonsilas 1
28 Tonsilas 1
'_E 12 Linfonodos mesentéricos 1
13 Linfonodos mesentéricos 1
— 24 Tensilas 1
85 Tensilas 2

Figura 3. Representacdo esquematica dos perfis genéticos obtidos por PFGE apds a macro-restricio com enzima Xbal dos isolados de Y.

enterocolitica obtidos na cadeia produtiva de carne suina. A similaridade foi estimada utilizando o coeficiente de Dice (5% de tolerancia).
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Os resultados obtidos sdo coerentes com o estudo de Falcdo et al. (2006a),
que descreveram os perfis genéticos de 103 cepas de Y. enterocolitica isoladas de
humanos e animais utilizando o PFGE apés restricdo por Xbal, e demonstraram alta
identidade no bio-sorotipo 4/0:3, variando de 84 a 99%. Ainda nesse estudo, Falcao
et al. (2006a) identificaram isolados de Y. enterocolitica obtidos de fezes e alimentos
com perfis genéticos idénticos, e que isolados do biotipo 1A foram obtidos apenas
de alimentos, e apresentaram alta diversidade por PFGE. Em estudo realizado por
Lucero Estrada et al. (2011), oito cepas de Y. enterocolitica do bio-sorotipo 2/0:9
foram agrupados em cinco clusters por PFGE, enquanto 25 isolados do biotipo 1A
foram organizados em 10 clusters, indicando a maior diversidade genética desses
grupos. Um total de 316 isolados de Y. enterocolitica obtido de swab de tonsilas de
suinos foram submetidos a PFGE e organizados em cinco grandes grupos: 21,8%
dos isolados foram distribuidos em dois grupos relacionados ao biotipo 4 e o
restante dentro de trés grupos relacionados aos biotipos 3 e 4 (FONDREVEZ, 2011).

Recentemente, foi realizado um estudo randomizado no Brasil com amostras
de Y. enterocolitica provenientes de suinos, alimentos e pacientes clinicos. A analise
do PFGE formou nove clusters e, os isolados pertencentes ao bio-sorotipo 4/0:3
provenientes de animais e humanos foram agrupados em apenas um desses
clusters. As outras estirpes foram distribuidas entres os clusters restantes, o que
confirma o alto nivel de similaridade genética desse grupo e a importancia do suino
na epidemiologia desse patégeno (RUSAK et al., 2014). Na China foi demonstrado
pelo uso do PFGE que isolados de Y. enterocolitica obtidos de animais
apresentaram os mesmos perfis genéticos que isolados provenientes de fezes
diarreicas de humanos, indicando o animais como potenciais fontes de infeccdo nas
areas estudadas (LIANG et al., 2015).

Considerando que os isolados obtidos no estudo foram identificados como
pertencentes ao bio-sorotipo 4/0:3, a similaridade genética identificada é justificada
e indica uma potencial rota de contaminacao na area estudada e na cadeia produtiva

de carne suina (Figura 3).

3.3. Potencial patogénico

Os isolados de Y. enterocolitica avaliados nesse estudo apresentaram
resultados positivos com os genes de viruléncia ail, virF, myfA, ystA, tccC, ymoA,
hreP e sat, e negativos com os genes ystB, ystC, fepA, fepD, e fes, o que indica o

potencial patogénico dos mesmos (Figura 4).
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Considerando os resultados obtidos nessa etapa do estudo, o potencial patogénico
dos isolados de Y. enterocolitica obtidos na cadeia produtiva de suinos foi

caracterizado atavés de PCR (Figura 4).

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose de produtos de PCR para identificagéo de isolados
de Y. enterocolitica. Em todas as figuras: M: 100 bp DNA ladder, B: branco, 9610: amostra
ATCC de Y. enterocolitica. Cada numero da sequéncia corresponde ao codigo do isolado.
A: ail, 129 bp e ystB, 281 bp, B: virF, 591 bp, C: myf, 272 bp, D: ystA, 79 bp, E: fepA, 438 bp,
F: fepD, 381 bp, G: fes, 561 bp, H: tccC, 1035 bp, I: ymoA, 330 bp, J: ystC, 83 bp, K: hreP,
757 bp, L: sat, 456 bp.

O sequenciamento dos produtos de PCR obtidos com o gene ail apresentou
identidade e similaridade de 100% com amostras de Y. enterocolitica cepa
KNG22703, Y. enterocolitica cepa 2616-87, Y. enterocolitica cepa W22703 biovar 2
sorotipo O:9, Y. enterocolitica subsp. paleartica 105.5R(r), Y. enterocolitica subsp.
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paleartica Y11 quando comparadas ao banco gendmico (NCBI) depositadas no
banco de dados on-line do Blast, indicando a especificidade dos primers
desenhados para esse gene. O gene ail s6 estd presente em cepas de Y.
enterocolitica consideradas patogénicas (MILLER et al., 1989) e ja foi detectado em
isolados obtidos em diversos estudos relacionados a esse patégeno (BURNENS et
al., 1996; BHADURI et al.,, 1997; THOERNER et al., 2003; FREDRIKSSON-
AHOMAA et al., 2007; VIRTANEN et al., 2011; GARZETTI et al., 2014; FRAZAO;
FALCAO, 2015).

Thoerner et al. (2003) fizeram um estudo com isolados de Y. enterocolitica de

varias origens e demonstraram que o sorotipo O:3 apresenta predominantemente os
genes ail e ystA, além de genes plasmidiais. Além disso, confirmou que a
classificagdo dos biotipos patogénicos classicos de Y. enterocolitica pode ser
presumida pela presengca do gene ystA e auséncia do gene ystB. Os resultados
obtidos nesse estudo sdo compativeis com essas caracteristicas (Figura 4).
Os genes ail, ystA e ystB foram identificados em 36 isolados de Y. enterocolitica
provenientes de castores, incluindo 12 amostras de tonsilas palatinas; esse estudo
identificou amplicons referentes ao gene ystB, geralmente associados com cepas Y.
enterocolitica do biotipo 1A de baixa ou nenhuma patogenicidade (PLATT-
SAMORAJ et al.,, 2006, 2015; GARZETTI et al., 2014). O gene ystB nao foi
identificado nos isolados de Y. enterocolitica obtidos no presente estudo (Figura 4), o
que confirma os seus potenciais patogénicos.

O gene ymoA é responsavel pela modulacdo do gene ystA, indicando
participacado direta na patogenicidade de Y. enterocolitica e considerado altamente
conservado (GRANT et al., 1998; BHAGAT; VIRDI, 2007). A presenca desse gene
nos isolados obtidos reforga a identificacao dos isolados 12, 27, 85 e 101 (Figura 4),
que embora nao tenham apresentado perfis bioquimicos compatives com Y.
enterocolitica, tiveram resultados positivos com o gene ymoA.

A porcentagem de similaridade entre os nucleotideos sequenciados do gene
do gene myfA em cepas consideradas pouco patogénicas e cepas patogénicas foi
de 94,5% (IRIARTE et al., 1993). Além disso, Grant et al. (1998) detectaram a
presenca do gene myfA em 11,7% do total de isolados avaliados, enquanto Bhagat e
Virdi (2007) encontraram prevaléncia do gene myfA em torno de 44% nas cepas do
biotipo 1A avaliadas. Esses numeros demonstram que ha uma variagdo na
distribuicdo desse gene entre Y. enterocolitica (BHAGAT; VIRDI, 2007). A presenca

do gene myfA foi associada apenas a sorotipos patogénicos de Y. enterocolitica,
61



como o O:3 e O:9, em isolados provenientes principalmente de casos clinicos de
yersiniose em humanos (KOT; TRAFNY, 2004).

O gene sat foi identificado em todos os isolados obtidos nesse estudo,
pertencentes ao biotipo 4 (Figura 4). Esta relacionado a expressdo de uma enzima
de resisténcia a antimicrobianos (estreptograminas) e foi descrito como presente em
21% de cepas de Y. enterocolitica do biotipo 1A e em apenas uma cepa do biotipo
1B em um estudo conduzido por Bhagat; Virdi (2007).

Todos os isolados obtidos no presente estudo apresentaram resultado
positivo para virF, indicando a presenga do plasmideo pYV e a patogenicidade dos
mesmos. O gene virF é utilizado para identicar a presenga do plasmideo pYV nos
isolados de Y. enterocolitica e esta presente em grande parte das cepas patogéncias
dessa espécie (BHADURI et al., 1997; RUSAK et al., 2014) Damme, Van et al.
(2013) detectaram o gene virF em 81,9% dos isolados de Y enterocolitica estudados
provenientes de carne suina, confirmando que as cepas isoladas de carcacgas e seus
derivados podem apresentar elevado potencial patogénico para humanos...

Os isolados apresentaram resultados positivos para o gene fccC que esta
associado a capacidade de bactérias sobreviverem em insetos. No entanto, ndo ha
relacdo descrita de Y. enterocolitica com insetos, dessa forma acredita-se que a
proteina codificada por esse gene tenha algum envolvimento na patogenicidade do
agente que ainda nédo foi elucidada. Sabe-se que cepas de Y. enterocolitica 1A
mutantes, que ndao possuiam esse gene, perderam a capacidade de invadir o trato
gastrintestinal de ratos durante uma infecgdo com essas cepas mutantes (TENNANT
et al., 2005).

O gene hreP codifica uma protease que leva o mesmo nome que tem
influéncia direta sobre as proteinas das células do hospedeiro, inclusive nas
proteinas importantes do sistema imune, foi comprovado que cepas de Y.
enterocolitica mutantes no gene hreP tiveram a viruléncia reduzida (HEUSIPP et al.,
2001).

O ferro é essencial para a sobrevivéncia da maioria dos seres vivos, em Y.
enterocolitca (SCHUBERT et al., 1999). Os genes fepA, fepD e fes estao
relacionados a producgao e liberacao de ferro em siderdforos heterociclicos do tipo
yersiniabactin em cepas altamente patogénicas de Y. enterocolitica (SCHUBERT et
al., 1999). Os isolados desse estudo nao foram positivos na PCR para nenhum
desses trés genes, o que sugere que esses nao fazem uso desse sideroforo para

capturar ferro.
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3.4. Resisténcia a antimicrobianos

As frequéncias de resisténcia dos isolados em relagdo aos diferentes
antimicrobianos avaliados no presente estudo sdo apresentadas na Tabela 5. Todos
os isolados avaliados foram resistentes nas concentragdes testadas, a florfenicol,
nitroimidazol, tiamulina, vancomicina, ampicilina, estreptomicina, acido nalidixico,
imipinem, neomicina, sulfametoxazol e amoxicilina; apenas em relacdo a kanamicina

e ciprofloxacina os isolados apresentaram susceptibilidade.

Tabela 5. Frequéncias de isolados de Y. enterocolitica obtidos da cadeia produtiva de carne

suina com resisténcia a diferentes antimicrobianos

Classe Subclasse Antimicrobiano’ n (%)
Aminoglicosideos gentamicina 6 (37,5)
kanamicina 0
neomicina 16 (100,0)
streptomicina 16 (100,0)
Ansamicinas rifampicina 3 (18.8)
Carbapenemas imipenem 16 (100,0)
Sulfonamidas sulfametoxazol 16 (100,0)
Glicopeptideos vancomicina 16 (100,0)
Nitroimidazdis nitroimidazol 16 (100,0)
B-lactamicos aminopenicilinas  amoxicilina 16 (100,0)
ampicilina 16 (100,0)
Fenicois cloranfenicol 3 (18,8)
florfenicol 16 (100,0)
Pleuromutilinas tiamulina 16 (100,0)
Quinolonas fluoroquinolona ciprofloxacina 0
quinolona acido nalidixico 16 (100,0)
Tetraciclinas tetraciclina 2 (12,5)

' Concentragdes avaliadas descritas na Tabela 3, conforme CLSI, 2014.

Os resultados de resisténcia a antimicrobianos obtidos no presente estudo
(Tabelas 5) sao coerentes com dados similares obtidos em isolados de Y.
enterocolitica, que sao considerados naturalmente resistentes a ampicilina (LEAL et
al., 1997; FALCAO; FALCAO, 2006b; NSCFS, 2007; CLSI, 2014) e sensiveis a
ciprofloxacina, especificamente os isolados do sorotipo O:3 (NCSF, 2007). Outro

estudo demonstrou a resisténcia de Y. enterocolitica a eritromicina e tetraciclina, e
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sensibilidade a ciprofloxacina, gentamicina, cloranfenicol e acido nalidixico, sendo a
ciprofloxacina considerado o antimicrobiano mais eficiente contra este patégeno
(SIMONOVA et al., 2008). Baumgartner et al. (2007) testaram 386 isolados de Y.
enterocolitica provenientes de amostras de pacientes humanos, carne e fezes de
suinos e encontraram altos niveis de resisténcia a ampicilina, cefalotina e
amoxicilina-clavulanato e sensibilidade a neomicina, ciprofloxacina, gentamicina,
canamicina e polimixina. Menos de 10% dos isolados clinicos e de carne suina
foram resistentes a estreptomicina, sulfonamidas, sulfametoxazol-trimetoprim,
tetraciclinas e cloranfenicol, enquanto os isolados de fezes foram sensiveis a todos
esses agentes antimicrobianos. Os 56 isolados de tonsilas suinas e fezes avaliados
por Okwori et al. (2008) apresentaram 100% de susceptibilidade a ciprofloxacina,
ofloxacina e gentamicina e foram resistentes a ampicilina e eritromicina.
Considerando os resultados apresentados na Tabela 5, é possivel identificar a
ocorréncia de resisténcia multipla a diferentes classes de antimicrobianos pelos
isolados de Y. enterocolitica avaliados. A Tabela 6 apresenta os trés perfis de
multipla resisténcia a classes de antimicrobianos que os isolados apresentaram.
Adicionalmente, todos os isolados de Y. enterotocolitica apresentaram resultados
positivos para os trés genes avaliados que conferem caracteristicas de resisténcia a
multiplas drogas (emrD, marC e yfhD, Figura 5); entretanto, poucos estudos
relacionados a essa caracteristica foram identificados na literatura, sendo restritos a
B-lactamases (SHARMA et al., 2006; SINGHAL et al., 2014; LAAKSONEN et al.,
2017). A analise do sequenciamento dos produtos das PCR’s com os primers emrD,
marC e yfhD no programa MEGA7 teve identidade acima de 95% com diversas

cepas de Y. enterocolitica depositadas no banco de dados do site do NCBI.

Tabela 6. Frequéncias de isolados de Y. enterocolitica obtidos na cadeia produtiva de carne

suina com multiplos padrées de resisténcia a antimicrobianos

Classes de ATB Padrao de resisténcia a antimicrobianos (classes)’ n
11 AMI-ANS-CAR-SUL-GLY-NIT-PEN-FEN-PLE-QUI-TET 2
10 AMI-ANS-CAR-SUL-GLY-NIT-PEN-FEN-PLE-QUI 1
9 AMI-CAR-SUL-GLY-NIT-PEN-FEN-PLE-QUI 13

" AMI: aminoglicosideos; ANS: ansamicinas; CAR: carbapenemas; SUL: sulfonamidas; GLY:
glicopeptideos; NIT: nitroimidazois: PEN: B-lactdmicos; FEN: fenicéis; PLE: pleuromutilinas; QUI:

quinolonas; TET: tetraciclinas
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Figura 5. Eletroforese em gel de agarose de produtos de PCR para identificagdo de isolados
de Y. enterocolitica. Em todas as figuras: M: 100 bp DNA ladder, B: branco. Cada niamero da
sequéncia corresponde ao codigo do isolado. A: emrD, 551 bp, B: marC, 460 bp, C: yfhD,
632 bp.

Os padrdées de resisténcia a antimicrobianos por Y. enterocolitica sao
considerados sorotipos-especificos (FALCAO; FALCAOQ, 2006b), mas clinicamente é
recomendada na literatura, a administracdo de cefalosporinas de amplo espectro,
em combinagdo com aminoglicosideos, e isso resulta em cura na maioria dos casos
de pacientes com infecgdes sistémicas, incluindo septicemia (BOTTONE, 1997).
Embora o presente estudo nao tenha avaliado profundamente a questdao de
interacdo entre drogas e a realizagdo de testes in vivo, podemos inferir que a
ciprofloxacina (quinolona) também pode ser considerada um agente terapéutico de
relevancia no tratamento de complicagdes em pacientes com yersiniose.

A alta frequéncia de resisténcia a antimicrobianos (Tabela 5), além da
ocorréncia de resisténcia multipla a diferentes classes de antimicrobianos (Tabela 6),
podem estar associadas a ampla utilizacdo dessas substancias nas diferentes
etapas de criagcdo de suinos. Landers et al. (2012) descreveram a utilizagcdo dos

antimicrobianos nos animais e seus alimentos, e qual € o impacto dessa pratica
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sobre a saude humana. A utilizacao de diversos antimicrobianos em diferentes fases
de criagcao dos animais, incluindo os suinos, determina uma pressao seletiva sobre
0S micro-organismos naturalmente presentes nesses ambientes, incluindo
patdogenos (BOECKEL et al., 2015). Ha evidéncias de que o uso de antimicrobianos
na produgdao animal contribui para selecdo de patégenos mais resistentes que
podem causar doengas nos humanos, pois bactérias isoladas nos animais, no
ambiente de criagdo e processamento, estdo presentes também nas infeccbes

clinicas e subclinicas em seres humanos (LANDERS et al., 2012).

4. CONCLUSAO

Nesse trabalho foi possivel isolar Y. enterocolitica em carcagas de suinos,
linfonodos mesentéricos e tonsilas palatinas, indicando esses pontos como
importantes fontes de contaminagédo pelo patégeno na cadeia produtiva de carne
suina. Dessa forma, o suino pode ser considerado como pontencial veiculador de
cepas de Y. enterocolitica, principalmente por meio das tonsilas palatinas. Apesar de
nao ter sido isolado Y. enterocolitica nas amostras ambientais, a importancia de
boas praticas nas etapas de criacdo, abate e processamento devem ser ressaltadas
como alternativas para evitar a contaminacéo cruzada, principalmente na etapas de
manipulacdo da cavidade oral da carcaga. Os isolados desse estudo apresentaram
alto grau de identidade genética e alta frequéncia de genes relacionados a
patogenicidade, demonstrando os seus potenciais riscos aos seres humanos.

Adicionalmente, os isolados apresentaram resisténcia a diferentes
antimicrobianos, multipla resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos e
presenca de genes de resisténcia. Todas essas informagdes podem ser utilizadas
como base para conhecimento e adogao de medidas de controle, a fim de melhorar
0 processo produtivo, garantir a qualidade e inocuidade da carne suina e tratamento

da doenca.
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