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FATORES DE VIRULENCIA EM Yersinia enterocolitica 0:3
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ABSTRACT.- Mendoncga C.L, Lazaro N.S, Duque V.M. & Hofer E. 1995. [Virulence factors of
Yersinia enterocolitica 0:3 isolated from healthy pigs, Rio de Janeiro.] Fatores de viruléncia
em Yersinia enterocolitica 0:3 isolada de suinos sadios, Rio de Janeiro. Pesquisa Veterindria Brasileira
15(1):11-14. Depto Epidemiologia e Satide Pablica, Inst. Veteriniria, UFRR], Seropédica, RJ 23851-
970, Brazil.

Virulence factors were determined in 43 cultures of Yersinia enterocolitica serotype 0:3, bio-
type 4, phagetype VIII, isolated from apparently healthy pigs. Twenty one isolates were from
tonsils, twelve from feces, six from colon contents and four from tongues. The in vitro tests con-
sisted of examining autoagglutination at 36°C, and absorption of Congo Red. The virulence assays
of Y. enterocolitica were conducted by in vivo tests, testing the invasiveness into guinea-pig eyes
and detection of heat stable enterotoxin in suckling mice. The results revealed a higher positivity
percentage of the autoagglutination test (76.7%), followed by absorption of Congo Red (53.5%),
invasiveness into guinea-pig eyes (20.9%) and detection of heat-stable enterotoxin (7.0%). A higher
correlation was found in vitro test as compared to in vivo tests, which characterized 53.5% Y.
enterocolitica isolates tested as virulent and which allowed the conclusion that the simultaneous
utilization of autoagglutination and absorption of Congo Red tests may be relevant for the identifi-

cation of pathogenic strains.

INDEX TERMS: Yersinia enterocolitica, pathogenicity, swine.

SINOPSE.- Foram pesquisados os fatores de viruléncia em 43
estirpes de Yersinia enterocolitica sorotipo 0:3, biotipo 4, lisotipo
VIII isoladas de suinos sadios, sendo 21 amostras provenientes
de amigdala, 12 de fezes, seis de conteiido de célon e quatro de
lingua. A avaliagido da viruléncia foi verificada pela invasibilidade
em olho de cobaia, detecgio de enterotoxina termoestavel em
camundongo lactente, auto-aglutinacdo a 36°C e absor¢io do
vermelho Congo. Os resultados revelaram um maior percentual
de positividade no teste de auto-aglutinagio (76.7%), seguido da
absor¢io do vermelho Congo (53,9%), invasibilidade em olho de
cobaia (20,9%) e deteccao de enterotoxina termoestavel (7,0%).
Evidenciou-se maior correlagio entre os testes realizados “in vitro”
quando comparados as provas “in vivo”, caracterizando 53,5%
das amostra testadas, como virulentas. A utilizacao simultanea
dos testes de auto-aglutinacio a 36°C e absorc¢io do vermelho
Congo na identificacao de cepas patogénicas parecem ser im-
portantes.
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TERMOS DE INDEXACAO: Yersinia enierocolitica, patogeni-
cidade, suino.

INTRODUCAO

Nos ultimos anos, Yersinia enterocolitica vem sendo de-
tectada em virias espécies de animais domésticos, sendo
os suinos incriminados como os principais reservatérios
desta enterobactéria, visto que funcionam como portado-
res assintomiticos de cepas pertencentes ao mesmo
sorotipo encontrado no homem. Entretanto, pouco se co-
nhece a respeito dos mecanismos de patogenicidade das
estirpes isoladas desta espécie animal.

A presenca de um plasmidio de 42 e/ou 82 MDa esti
associada as diversas peculiaridades, de viruléncia de Y.
enterocolitica, destacando-se a produc¢iao dos antigenos V
e W (Carter et al. 1980), dependéncia de cilcio a 37°C
(Gemski et al. 1980), auto-aglutinacio a 36°C (Laird &
Cavanaugh 1980), absor¢io do vermelho Congo (Prpic et
al. 1983) entre outros.

Existem relatos de que Y. em‘erocolztzca a semelhanca
de outros enteropatégenos niao somente tem a capacida-
de de invadir células epiteliais como também possui um
fator enterotdxico (Pai & Mors 1978, Schiemann & Devenish
1982). A producio de enterotoxina termoestivel foi de-
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monstrada em algumas ocasides (Nunes et al. 1984, Pai &
Mors 1978), inclusive com proposta de modificacio do
teste classico reduzindo de quatro para duas horas o peri-
odo de leitura (Nunes & Ricciard 1986). No Brasil, Castro
et al. (1983) ao analisarem 20 cepas sorotipo 0:3, biotipo
4, fagotipo VIII provenientes de suinos diarréicos consta-
taram resultados irregulares na producio de enterotoxina
termoestivel, bem como auséncia da capacidade de cau-
sar ceratoconjuntivite em olho de cobaia.

Staroniewiewicz (1988), estudando as caracteristicas de
viruléncia de 13 amostras de Y. enterocolitica isoladas de
amigdalas de suinos, obteve cinco estirpes pertencentes
ao sorotipo 0:3 positivas nos testes de viruléncia.

A presente investiga¢ido teve por objetivo verificar a
presenca de determinantes de patogencidade através da
capacidade invasora, produg¢io de enterotoxina
termoestavel, absor¢io do vermelho Congo e do fendéme-
no de auto-aglutinacio em Yersinia enterocolitica sorotipo
0:3, biotipo 4, lisotipo VII provenientes de suinos nor-
mais abatidos na Cidade do Rio de Janeiro, RJ.

MATERIAL E METODOS

Foram estudadas 43 amostras de Yersinia enterocolitica 4/
03/VIII isoladas de diferentes espécimens de suinos sadios
abatidos na cidade do Rio de Janeiro, no periodo de margo a
agosto de 1990, sendo 21 provenientes de amigdalas, 12 de
fezes, seis de contetdo de célon e quatro de lingua (Men-
donga 1991). As culturas foram estocadas até 6 meses a -20°C
em Caldo Infuso de Cérebro-Corac¢iao (Caldo BHI-Merk) adi-
cionado de glicerol a 15% e posteriormente analisadas quan-
to a determinadas caracteristicas de viruléncia através dos
seguintes testes.

Invasibilidade em olbo de cobaia. Realizada segundo
metodologia descrita por Serény (1955). Os animais foram
observados por um periodo de sete dias e em todos os que
revelaram a conjuntivite, efetuou-se a tentativa de
reisolamento semeando o espécimen clinico em agar
Desoxicolato-Citrato incubado a 25°C por 48 horas.

Detecgdo de enterotoxina termoestdavel (ST). Segundo as
metodologias propostas por Dean et al. (1972) e Pai & Mors
(1978), mas, reduzindo-se o tempo de leitura de 4 horas para
2 horas (Nunes & Ricciardi 1986). Para tal foram adotados
como resultados positivos aqueles cuja relagao intestino/car-
cacga foi > 0,083.

Teste de auto-aglutinagdo a 36°C. Efetuado de acordo com
as especificagoes de Aulisio et al. (1983) sendo considerado
positivo quando a aglutinacao foi verificada apenas no tubo
incubado 2 temperatura de 36°C, mostrando um crescimento
homogéneo quando incubado a 25°C. O crescimento
homogénio em ambas as temperaturas é dado como prova
negativa.

Teste da absor¢do do vermelbo Congo. Adotou-se a orienta-
¢ao de Riley & Toma (1989), sendo consideradas independen-
tes de cilcio (CRMOX-) as amostras que apresentaram coldnias
de grandes didmetros, nao coradas. As CRMOX+ (Cilcio-de-
pendentes) produziram concomitantemente pequenas coldnias
vermelhas e grandes nio coradas. Todas as amostras CRMOX-
foram submetidas as provas da fermentacio da salicina e hidrdlise
da esculina e incubadas a 36°C por 24 horas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No teste da invasibilidade em olho de cobaia (IOC), nove
amostras (20,9%) foram consideradas invasoras (Quadro 1).
Nenhuma provocou a clissica ceratoconjuntivite 4 seme-
lhanca de Shigella (Serény 1955), mas apenas uma
conjuntivite de intensidade variivel, revelando a hiperemia
e edema conjuntival, com ou sem exsudato. Em
contraposi¢io, Feeley et al. (1979) e Mors & Pai (1980)
relatam o envolvimento da cérnea, levando a uma
ceratoconjuntivite provocada por amostras pertencentes
ao sorotipo 0:8. Contudo, resultados semelhantes aos nos-
sos, com producio apenas de conjuntivite foram relatados

Quadro 1. Comportamento das amosiras de Yersinia
enterocolitica nas provas de auto-aglutinacao (AA), absor¢do
do vermelbo Congo (AVC), invasibilidade em olbos de cobaia

(I0C) e detecgdo enterotoxina tesmoestavel (ST)

Amostras Espécimens Testes de viruléncia
AA AVC 10C ST
1 Amigdala + - - -
2 Amigdala - - - -
3 Amigdala - - -
4 Amigdala - - - -
5 Amigdala + - -
6 Amigdala + + - -
7 Amigdala + + - -
8 Armigdala + + + +
9 Amigdala + + + -
10 Amigdala + + + -
11 Amigdala - - - -
12 Amigdala + - - -
13 Amigdala + + - -
14 Amigdala + + - -
15 Amigdala + - - -
16 Armnigdala + + - s
17 Amigdala + + - -
18 Amigdala + + + -
19 Amigdala + + - -
20 Amigdala + - - -
21 Amigdala + - - -
22 Fezes - - -
23 Fezes - - - -
24 Fezes + + - -
25 Fezes + + + +
26 Fezes + + - -
27 Fezes + + + _
28 Fezes + + -
29 Fezes + - - -
30 Fezes + + - -
31 Fezes + + + .
32 Fezes - - - -
33 Fezes + + - -
34  Contetdo de célon - - - -
35 Contelddo de célon - - + -
36 Contetddo de célon - - - -
37 Conteido de célon + + - -
38 Conteddo de célon + + - -
39 Conteiddo de cblon + - - -
40 Lingua + + - +
41 Lingua + + - -
42 Lingua + - - -
43 Lingua + - - -
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por Toledo et al. (1982) e Nunes & Ricciardi (1986) ensai-
ando com Y. enterocolitica 0:3. O reisolamento do micror-
ganismo previamente inoculado foi verificado em todas as
amostras positivas.

No teste de detec¢io de enterotoxina termoestivel (ST),
trés amostras (7,0%) caracterizaram-se como
enterotoxigénicas (Quadro 1). Confrontando-se os resul-
tados, Nunes et al. (1984) encontraram um indice de 88,9%
de amostras produtoras de enterotoxina ST, onde acredi-
tavam haver uma relacio do elevado percentual, com a
reducio do tempo de leitura de 4 para 2 horas resultan-
do, com isso, um maior nimero de amostras positivas.
Apesar de que foi diminuido o tempo para 2 horas, ob-
servou-se um pequeno indice de positividade. Talvez este
resultado esteja relacionado ao periodo de estocagem das
amostras, o que acarretaria na perda da capacidade de
produzir enterotoxina ST, caso esta seja mediada por
plasmidio como ocorre em colibacilos enterotoxigénicos
(Toledo et al. 1982). Um aspecto interessante que foi ob-
servado refere-se a auséncia de uma conota¢io entre a
producio de enterotoxina ST e outros testes utilizados.
Alids sob esse prisma, salienta-se que Schiemann (1981)
assinalou que a enterotoxina ST parece nio ser um ponto
fundamental na patogenicidade de Y. enterocolitica, visto
que foi possivel provocar diarréia em um animal de labo-
ratério, utilizando-se uma amostra nio toxigénica, porém
invasora.

No teste de auto-aglutinacio (AA), 33 amostras (76,7%)
foram positivas (Quadro 1). A justificativa do fendémeno
da auto-aglutinacio, relacionado a cepas virulentas de
Yersinia sp ainda € obscura. Acredita-se haver uma rela-
¢io com determinantes de viruléncia conhecidos de
Yersiniae. Assim como Y. pestis, as amostras de Y.
enterocolitica também possuem o antigeno V e W, res-
ponsivel pela auto-aglutinac¢io; por sinal, ambos sao de-
pendentes da temperatura de incubac¢io (Laird &
Cavanaugh 1980).

Quanto a prova de absor¢ao do vermelho Congo (AVC),
23 amostras (55,3%) apresentaram resultados positivos
(Quadro 1), sendo portanto consideradas potencialmente
patogénicas (Riley & Toma 1989). As amostras negativas
foram submetidas aos testes da hidrélise da esculina e fer-
mentagio da salicina, que se mostraram negativo e positi-
vo respectivamente, levando-nos a acreditar que se trata-
vam de amostras virulentas, nio havendo com isso, neces-
sidade de ser empregado o teste da atividade da
pirazinamidase. Confrontando os resultados, observa-se
uma correlacio muito acentuada entre os testes “in vitro”
(auto-aglutina¢io a 36°C e absor¢io do vermelho Congo),
quando comparada a prova da invasibilidade. No entanto,
salienta-se que estes trés indicadores de viruléncia sio
codificados por um mesmo plasmidio (Gemski et al. 1980,
Laird & Cavanaugh 1980, Prpic et al. 1983), o que justifica
serem esperados resultados aproximados, nos testes men-
cionados.

Comparando-se os resultados dos testes “in vitro” veri-
fica-se que das 33 amostras auto-aglutiniveis, 23 foram

positivas na prova de absor¢io do vermelho Congo, sen-
do que todas as 10 amostras negativas no teste da AA
também foram negativas na AVC.

Estes achados sugerem que a associa¢do dessas duas
provas constitui um forte indicio de patogenicidade admi-
tindo-se que as 23 amostras (53,5%) positivas em ambos
os testes, podem ser consideradas potencialmente
patogénicas, inclusive, respaldando-se na citacdo de Laird
& Cavanaugh (1980), que recomendam a auto-aglutinacido
como um processo presuntivo na avaliacio da
patogenicidade de Y. enterocolitica.

Quanto a2 IOC anotou-se um menor indice de
positividade (9 amostras) em relacio aos testes “in vitro”,
e embora a maioria tenha sido positiva na auto-aglutinacio
e absorcido do vermelho Congo, uma cultura positiva na
IOC foi negativa na AA e AVC e outra somente na AVC.

A detec¢io de um menor nimero de amostras positi-
vas no teste da IOC, sugere que independente da possibi-
lidade de perca de plasmido devido a manipulacio e
estocagem das amostras € oportuno considerar a resistén-
cia individual do animal do mecanismo de defesa 2 infec-
¢ao.

Uma estreita correlagio entre auto-aglutinac¢io, depen-
déncia de calcio e invasibilidade em olho de cobaia, foi
relatada por Schiemann et al. (1981), que observaram, em
todas as amostras de Y. enterocolitica testadas resultados
comuns de positividade ou negatividade, justificando o
envolvimento de um mesmo plasmidio de viruléncia.

Pelos resultados obtidos, admite-se que a associacio
das provas de auto-aglutina¢iio e de absor¢io do verme-
lho Congo é valiosa na caracteriza¢ido de cepas virulentas.
Por outro lado, os dados obtidos ratificam as observacdes
de Mendonca (1991) que evidenciam a importincia do
suino no ciclo epidemiolégico da doenca, desempenhan-
do o papel de portador sadio de estirpes de Yersinia
enterolitica 4/0:3/VIII potencialmente patogénicas para a
espécie humana.
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